CPK
Vet

Método UV otimizado para a determinagdo de Creatina Quinase
(CPK) em soro ou plasma.

Significado Clinico

A CPK esta envolvida no metabolismo de alta energia. Esta presente
como um dimero e é encontrada em dois tipos de subunidades — M e
B. Portanto, hd trés formas de isoenzimas possiveis — MM, MB e BB.
CK-MM é a forma do musculo esquelético e responsédvel pelo
aumento observado em lesdes musculares generalizadas, tais como
rabdomidlise ou trombose iliaca no gato. A atividade total de CPK
pode ter um aumento exorbitante em casos graves. Entretanto, é
importante observar que dois dias em decutbito sobre uma grande
massa muscular por si s6 aumenta a CPK até 3000 U/L em um animal
de grande porte deitado. Clinicamente, o esfor¢o muscular e injecdes
intramusculares também produzem um aumento discreto a
moderado na atividade plasmatica de CK-MM.

Uma atividade de CPK total ligeiramente elevada é tipica de
hipotireoidismo, pois o catabolismo da CPK é aparentemente
promovido pela tiroxina. Geralmente, a mensuragdo da CPK total
reflete a isoenzima MM, que é a mais abundante.

Fundamento do método
Baseado no seguinte esquema de reagdo:

. creatina auinase .
creatina fosfato + ADP —————— P creatina +ATP

ATP + glicose he_xoqw’ ADP + glicose-6-P

glicose-6-P + NADP* M} gliconato-6-P + NADPH + H*

No esquema de reagBes intervém a N-acetilcisteina (NAC) como
ativador da creatina quinase.

Reagentes Fornecidos

A. Reagente A: solucdo de tampdo imidazol.

B. Reagente B: solugdo de componentes contendo creatina fosfato e
componentes reativos em quantidades suficientes para obter as
seguintes concentragdes finais:

T8 a1Te T4 ] O 100 mmol/L; pH 6,7
30 mmol/L
2 mmol/L
20 mmol/L

hexoquinase.................... ...>2500 U/L
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH)... >2000 U/L
acetato de magnésio 10 mmol/L

5 mmol/L
di-(adenosina-5') pentafosfato.... 10 umol/L
[N B Tol=] 4] (o] (=1 - PR 20 mmol/L

Instrugoes de Uso

Reagentes Fornecidos: prontos para uso. Podem ser utilizados
separadamente ou como Reagente Unico, misturando 5 partes de
Reagente A com 1 parte de Reagente B (ex. 5 mL Reagente A + 1 mL
Reagente B).

Precaugdes

Os reagentes sdo para uso diagndstico in vitro veterinario.

Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais de trabalho
no laboratério de analises clinicas.

Todos os reagentes e amostras devem ser descartados conforme a
legislagdo local vigente.

Estabilidade e instru¢des de armazenamento

Reagentes Fornecidos: estaveis sob refrigeragdo (2-102C) até a data
de vencimento indicada na embalagem.

Uma vez abertos, ndo devem permanecer fora do refrigerador por
periodos prolongados. Evitar contaminagdes.

Reagente Unico (pré-misturado): estavel por 20 dias sob refrigeragdo
(2-109C) a contar da data de sua preparacgdo.

Indicios de instabilidade ou deteriora¢do dos reagentes

Quando o espectrofotdometro for zerado com agua destilada e as
leituras de absorbancia do Reagente Unico forem > 0,800 D.O. (a 340
nm) sdo indicio de deterioragdo.

Amostra

Soro ou plasma heparinizado.

a) Coleta: deve ser realizada de forma habitual.

b)  Aditivos: caso seja utilizado o plasma como amostra, utilizar
heparina como anticoagulante.

c) Estabilidade e instrugdes de armazenamento: a amostra deve
ser preferencialmente recém coletada. Pode ser conservada
por até 7 dias entre 2-10°C.

Interferéncias
N3o interferem bilirrubina até 39 mg/dL, triglicerideos até 1250
mg/dL e hemoglobina até 0,15 g/dL (150 mg/dL).

Material necessario (ndo fornecido)

- Espectrofotometro;

- Micropipetas e pipetas capazes de medir os volumes indicados;
- Banho-maria a temperatura indicada no procedimento e,

- Cronémetro.

Condigdes da reagdo

(Aumento de absorbancia)

- Comprimento de onda: 340 nm

- Temperatura de reagdo: 372C

Os volumes de Amostra e Reagente podem mudar
proporcionalmente sem que variem os fatores de calculo.

Procedimento

| - Técnica com reagente Unico

Zerar o aparelho com 4gua destilada.

Em uma cubeta mantida a 372C, colocar:

Reagente Unico | 1,0 mL

Pré-incubar por 3 a 4 minutos. Apds, acrescentar:

Amostra | 40 pL

Misturar imediatamente e esperar 3 minutos. Ajustar a absorbancia
a uma leitura de referéncia e disparar simultaneamente o
crondmetro. Registrar a absorbancia depois de 1, 2 e 3 minutos da
primeira leitura. Determinar a diferenga média de absorbancia/min
(AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e calculando a média
destes valores. Utilizar esta média para os célculos.

Calculo dos Resultados
CPK (U/L) = AA/min x fator
Fator = 4127

Exemplo:
(Os dados apresentados a seguir sdo ilustrativos)

Amostra Diferencga Média
Absorbancia A1 0,289
Absorbancia A2 0,324 0,035
Absorbancia A3 0,358 0,034
Absorbancia A4 0,395 0,037 0,035

Utilizando Fator tedrico:

CPK (U/L) = 0,035 x 4127 = 144 U/L

Caso seja utilizado o calibrador Laborcal Vet:
Concentracdo de CPK no calibrador: 329 U/L

Calibrador Diferencga Média

Absorbéancia A1 0,247
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Absorbancia A2 0,329 0,082
Absorbancia A3 0,409 0,080
Absorbancia A4 0,488 0,079 0,080

Obtencdo do fator de calibragdo:
[CPK calibrador]
Fator = = 329U -1
AA/mln calibrador 0:080

CPK (U/L) = AA/min amostra X Fator = 0,035 x 4112 = 144 U/L

Método de Controle de Qualidade

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Laborcontrol Vet 1 e 2) com atividades conhecidas de creatina
quinase, com cada determinagéo.

Valores de Referéncia
Espécie (U/L)

Canina 1,15-28,4
Felina 7,2-28,2
Bovino 4,8-12,1
Equina 2,4-23,4

Os valores de referéncia devem ser usados apenas como orientagdo.
Recomenda-se que cada laboratério estabelega, na populagdo de
animais atendida, seus proprios valores de referéncia.

Limitages do procedimento
Vide “Interferéncias”.

Desempenho

a) Reprodutibilidade:  processando 20  determinagdes
simultaneamente de uma amostra canina e outra equina
com valores dentro do intervalo de referéncia, obteve-se o

seguinte:
Amostra Canina:
Concentragao D.P. C.V.
265,4 4,18 1,57
15,3 1,01 6,60
Amostra Equina
Concentragao D.P. C.V.
93,5 3,65 3,90
441 4,81 1,09

b) Linearidade: normalmente, a reacdo é linear até um AA/min de
0,130 D.O. (aproximadamente 550 U/L). Para valores superio-
res, diluir a amostra 1/2 ou 1/5 com solugdo fisioldgica e repetir
a determinagdo, respeitando as mesmas condi¢Bes de ensaio e
multiplicando os resultados pela diluigdo efetuada. Em
analisadores automaticos pode-se observar una linearidade até
1800 U/L.

c) Sensibilidade analitica: depende do fotdmetro empregado e do
comprimento de onda. Em espectrofotometros a 340 nm com
cubas de faces paralelas de 1 cm de espessura, para um AA/min
de 0,001 a mudanga minima de atividade detectavel sera de 8
U/L.

Parametros para analisadores automaticos

Para a programacdo consultar o manual de uso do analisador a ser
utilizado.

Apresentacao

1 x50 mL Reagente A

1 x 10 mL Reagente B

(Céd. 1774074)
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SIMBOLOS

Este produto preenche os requisitos da Diretiva Européia 98/79 CE
para dispositivos médicos de diagndstico "in vitro"

[ECREF]  Representante autorizado na Comunidade Européia
[we] Uso médico-diagndstico "in vitro™
k74 Conteddo suficiente para <n= testes

Data de validade

Limite de temperatura (conservar a)

}K NZo congelar

& Risco biolégico

— Volume apds da reconstituigdo
Cont. Conteddo

[Ler] Namero de lote

+l Elaborado por:

;n Nocivo

. Corrosivo / Calstico

>f| Irritante

LIy Consultar as instrugdes de uso

[Casie [ ]|  calibrador

E

| EI O Controle

[

paeed +] Controle Positivo

fosTRa -

Controle Negativo

[rer] Namero de catdlogo

Termo de garantia

Este Kit como um todo tem garantia de troca, desde que esteja dentro
do prazo de validade e seja comprovado pelo Departamento Técnico
da Laborlab Produtos para Laboratérios Ltda. que ndo houve falhas
técnicas na execug¢do e manuseio deste kit, assim como em sua
conservagao.

d Laborlab Produtos para Laboratérios Ltda.
Estrada do Capdo Bonito, 489

Guarulhos/SP — Brasil — CEP: 07263-010

CNPJ: 72.807.043/0001-94

Atendimento ao cliente:

+55(11) 2480-0529/+55(11) 2499-1277
sac@laborlab.com.br

www.laborlab.com.br
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