CREATINA QUINASA-MB
CK-MB
Uso

CK-MB tiene por objeto medir la actividad de la isoenzima
CK-MB en suero humano.

Introduccién:

Quinasas de creatina son moléculas diméricas compuestas
de subunidades M y B y existen como las isoenzimas MM,
MB, y BB.1 Las subunidades M y B son inmunolégicamente
distintas; CK-MM y CK-MB se distribuyen principalmente en
el muasculo esquelético y el musculo del corazon,
respectivamente.  Mientras CK-BB estd  presente
principalmente en el cerebro y en los tejidos compuestos de
musculo suave.z Tras un infarto de miocardio agudo, la
actividad de CK-MB aumenta significativamente y esta
elevacién es altamente especifica para el diagnéstico de
laboratorio de infarto de miocardio .3, Aunque la actividad de
CK total aumenta por lo general después de un infarto de
miocardio, en algunos pacientes aumenta Gnicamente la
actividad de CK-MB, mientras que el CK total se mantiene
en el rango normal.s

En los métodos convencionales, las isoenzimas de CK se
cuantifican después de primero separar las tres especies
por electroforesiss, intercambio de columna de anionesz, o
intercambio de cromatografia de lotes de anién. Sin
embargo, estos métodos consumen mucho tiempo. En los
ultimos tiempos, Wiirzburg et al. ha introducido un método
de inmunoinhibiciéns. Esta metodologia constituye la base
de nuestro reactivo de CK-MB.

Principio:
La muestra se incuba en el reactivo de CK-MB que incluye
el anticuerpo anti-CK-M. La actividad del CK-B desinhibido
se determina entonces utilizando la siguiente serie de
reacciones:

CK

ADP + Fosfato de Creatina —’ Creatina + ATP

HK
ATP + Glucosa —} ADP + Glucosa-6-Fosfato

G6PDH

G-6-P + NAD+ —’ 6-Fosfogluconato + NADH + H+

CK-B cataliza la fosforilacién reversible de ADP, en
presencia de fosfato de creatina, para formar ATP vy
creatina. La enzima hexoquinasa auxiliar (HK) cataliza la
fosforilacion de la glucosa por el formato de ATP, para
producir ADP y glucosa- 6-fosfato (G-6-P) se oxida a 6-
fosfogluconato con la produccion concomitante de NADH.
La tasa de formacion de NADH, medida a 340 nm, es
directamente proporcional a la actividad de CK-B en suero.

Composicion del Reactivo:

1. CK -MB reactivo:

Fosfato de Creatina 30 mM; Adenosina-5'-fosfato 2 mM;
Nicotinamida Adenina Dinocleotide (NAD) 2 mM;
Hexoquinasa (levadura) 23.000 U/L; Deshidrogenasa de
Glucosa-6-Fosfato (Bacteriana) 22000 U/L.

2.CK -MB Diluyente:

Buffer 100 mM; Anticuerpo CK-M anti-humano (Cabra)-
cantidad suficiente para inhibir hasta 1500 U/L de

CK-MM a 37°C.

Advertencias y Precauciones:

1. Para el diagnéstico in vitro.

2. Tome las precauciones usuales para el manejo de todos
los reactivos de laboratorio. Pipeteo con la boca no se
recomienda para reactivos de laboratorio.

Preparacion de los Reactivos:

Reconstituir cada vial de reactivo CK-MB con el volumen de
diluyente de CK-MB especificado en la etiqueta del vial.
Agite para disolver.

Almacenamiento y Estabilidad:

El reactivo sin reconstituir y el diluyente deben almacenarse
a 2-8°C. Los reactivos son estables hasta la fecha de

caducidad. El reactivo reconstituido es estable durante al
menos 7 dias en nevera (2-8°C) y 24 horas a temperatura
ambiente (15-30°C).

Recogida de Muestras:

El suero es la muestra de eleccion para este ensayo. Evite
la exposicion de las muestras a luz intensa. Almacene las
muestras en nevera (2-8°C), pero no mas de una semana.
La congelacién de las muestras (-20°C) se traduce en una
pérdida minima de actividad.

Sustancias que Pueden Interferir:

Muestras hemolizadas extremadamente no son adecuadas
para la prueba, ya que pueden contener altos niveles de
adenilato quinasa, ATP y glucosa-6-fosfato, que interfieren
con el ensayo produciendo resultados falsos. Drogas y otras
sustancias que pueden interferir con la determinacién de la
actividad de la creatina quinasa, han sido enumeradas por
Young et al.10 El procedimiento descrito puede sobreestimar
los valores de CK-MB si la actividad CK-BB en el suero es
muy alta. Sin embargo, la actividad de CK-BB esta
generalmente ausente en suero de individuos normales y de
pacientes con infarto del miocardioir. Algunos
investigadores han observado una forma de BB macro
(complejo de inmunoglobulina), que se puede medir como
B en el ensayo1s, 13, 14. La presencia de BB macro en la
muestra se debe sospechar si la actividad de CK-B medida
por este procedimiento representa mas de 20% de la
actividad total de CK.

Materiales necesarios, pero no suministrados
1. De muestra y reactivo de pipetas.

2. Tubos de ensayo o cubetas.

3. Cronémetro.

4. Celda de flujo termorregulada.

5. Espectrofotémetro.

6. Suero de control.

Procedimiento Automatizado:

Consulte nuestras instrucciones de aplicacion de
instrumentos adecuados. Nota: Algunos instrumentos
requieren diferentes volimenes de reconstitucion de los
indicados en la etiqueta del vial. Consulte las hojas de
solicitud correspondientes.

Procedimiento Manual:

1. Reconstituir CK -MB reactivo de acuerdo con las
instrucciones.

2. Pipetear 1.0 mL de reactivo CK-MB en los tubos de
ensayo apropiados y pre-caliente a 37°C durante cinco (5)
minutos.

3. Cero el espectrofotdmetro con agua a 340nm.

4. Afnadir 0.050 mL (50 pL) de la muestra al reactivo,
mezclar, e incubar a 37°C durante cinco (5) minutos.

5. Después de cinco minutos, leer y registrar el cambio de
absorbancia por minuto durante dos (2) minutos.

6. Calcular la diferencia de absorbancia promedio por
minuto (AAbs. /min.).

7. La AAbs. /min. multiplicada por el factor 3376 (Ver
Célculos) dara resultados de CK-B en UlI/L.

8. Las muestras con valores por encima de 1500 UI/L se
deben diluir 1:1 con solucién salina, volverse a analizar, y
los resultados se multiplican por dos (2).

Nota:

Si el espectrofotometro siendo utilizado requiere un
volumen final de mas de 1.0 mL para lecturas precisas, se
puede utilizar 3.0 mL de reactivo y 0.15 mL (150 pL) de la
muestra. Si el espectrofotometro que se utiliza esta
equipado con una cubeta de temperatura controlada, la
mezcla de reaccién se puede dejar en la cubeta mientras se
toman las lecturas.

Limitaciones:
El procedimiento supone que la actividad de CK-BB en la
muestra es insignificante. Si una cantidad significativa de

actividad de CK-BB esta presente, entonces también la
actividad de CK-MB sera sobreestimada.

Calculos:

1. Actividad CK Total:

Determinar la actividad total de CK en suero de acuerdo con
las instrucciones que se facilitan en el prospecto de CK
reactivo.

2. Actividad CK-B:

Ul/L = AAbs./min. x TV x 1000 = AAbs./min. x 1.050 x 1000
X €SV 1 x6.22 x0.050

=AAbs. /min. x3376

Donde:

AAbs./Min. =Cambio medio de absorbancia por minuto TV

=Volumen total de reaccién (1.050)

1000 = Conversiéon de Ul/mla IU/L

d = paso de luzen cm (1.0)

€ = absorciéon milimolar del NADH (6.22)

SV = volumen de muestra en ml (0.050)

3. Actividad CK -MB:

La actividad de CK-MB se calcula a partir de la actividad de
CK-B de la siguiente manera: Actividad de CK-MB (U/L) =
CK-B U/L x 2*

* La molécula CK-MB es un dimero que consta de una
subunidad B y una subunidad M. Complejos de anticuerpo
con la subunidad M resultan en la pérdida de la mitad de la
actividad catalitica de la molécula de CK-MB. Por lo tanto,
la actividad de CK-MB en la muestra es igual a dos veces la
actividad de la CK-B.

Ejemplo:

Si el cambio de absorbancia por minuto promedio es 0.020,
entonces: 0.020 x 3376 = 67.5 UI/L (Actividad de CK-B)

Nota:

Actividad de CK-MB (IU/L) = Actividad de CK-B (IU/L) x 2
Por ejemplo, si la actividad de CK-B es 67.5 Ul/L, entonces
CK-MB =67.5x2=135.0

Porcentaje de actividad de CK-MB en la muestra es:

% de actividad de CK-MB = Actividad de CK-MB x 100
La actividad total de CK

Por ejemplo, si la actividad de la CK total es 1007 UI/L, la
actividad de CK-B es 67.5 UI/L, y la actividad de CK-MB es
de 135 UI/L entonces;
la actividad de CK-MB = 135% x 100% = 13.5 %
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Calibracion:

La actividad de CK en la muestra se calcula sobre la base
de la capacidad de absorcion milimolar de NAD. El reactivo
CK-MB es adecuado para el ensayo de la isoenzima CK
cuando la actividad total de CK en la muestra no excede de
1500 UI/L a 37°C.

Control de Calidad:

Utilizar sueros de control con valores conocidos normales y
anormales para monitorear la integridad de la reaccién en
cada conjunto de ensayo. Los valores deben ser aceptables
para este método y temperatura.

Factores de Conversiéon de Temperatura:
Para convertir la actividad de CK-MB a 37°C a valor de
30°C, multiplicar el resultado por 0.60.

Valores Esperadosais:

0-24 UI/L (37°C)

0-14 UI/L (30°C)

% CK-MB < 5.5%

Se recomienda que cada laboratorio establezca su propio
rango de valores esperados, ya que existen diferencias
entre instrumentos, laboratorios y poblaciones locales.

Caracteristicas de Rendimiento:

1. Linealidad: 1500 UI/L

2. Sensibilidad: Basado en una resolucién de instrumento
de A =0.001, este procedimiento tiene una sensibilidad de
4 UIL.

3. Comparacién: Los estudios realizados entre este
procedimiento y el procedimiento de Sigma dan un
coeficiente de correlacién de 0.98 con una ecuacién de
regresion de y = 0.98 x -0.823 (N = 40).

4. Precision:

Dentro de Corrida:

Media (IUL) S.D. CV. (%
Normal 34 2.8 8.2
Anormal 132 9.9 75

Corrida-a-Corrida:

Media (IU/L) S.D. CV. (%
Normal 32 31 9.8
Anormal 122.8 9.2 7.4
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