KREATIN KINAZA MB / (CK-MB)

Namjena

Test CK-MB u sustavu i-STAT dijagnosticki je test namijenjen kvantitativnom mjerenju mase kreatin kinaze MB u
punoj krvi ili plazmi in vitro. Mjerenje vrijednosti CK-MB moze se rabiti kao pomo¢ pri dijagnosticiranju i lijecenju
infarkta miokarda (Ml).

Objasnjenje metode

Testni uloZzak za CK-MB sustava i-STAT upotrebljava imunoenzimsku metodu ELISA s dvije aktivne lokacije (engl.
two-site enzyme-linked immunosorbant assay). Antitijela specifi¢cna za epitop koji je jedinstven za podjedinicu
CK-MB koja se stoga ne povezuju s podjedinicama CK-MM ni CK-BB smjestena su na elektrokemijski senzor na
silicijskom cipu. Na drugoj lokaciji na silicijskom ¢ipu senzora nalazi se i antitijelo / konjugat enzima alkalne fosfataze
specifican epitop podjedinice B kreatin kinaze. Specificnost antitijela konjugata za podjedinicu B omogucuje
konjugatu prepoznavanje podjedinica CK-MB i CK-BB, ali ne i CK-MM. Uzorak pune krvi ili plazme dovodi se u
dodir sa senzorima, $to omogucuje otapanje konjugata enzima u uzorku. Alkalna fosfataza oznacava CK-MB u
uzorku koji se potom veZe za povrsinu elektrokemijskog senzora tijekom inkubacijskog razdoblja od priblizno tri
minute. Uzorak se, zajedno s viskom konjugata enzima, ispire sa senzora. U tekucini za ispiranje nalazi se supstrat za
enzim alkalne fosfataze. Enzim, vezan za sendvi¢ antitijelo/antigen/antitijelo cijepa supstrat otpustajuci proizvod
cijepanja koji se moze otkriti elektrokemijskim putem. Elektrokemijski (ampermetrijski) senzor mjeri taj enzimski
proizvod koji je proporcionalan koncentraciji tvari CK-MB u uzorku.

Sadrzaj

Svaki uloZak za CK-MB u sustavu i-STAT opremljena je otvorom za unos uzorka, senzorima koji otkrivaju CK-MB kako
je gore opisano i svim reagensima potrebnim za izvodenje testa. UloZak sadrzi pufer i konzervanse. Slijedi popis
reaktivnih sastojaka:

Reaktivni sastojak Bioloski izvor Minimalna koli¢ina
antitijelo / konjugat alkalne fosfataze murini IgG : goveda crijeva 0,013 ug
lgG kozji IgG: murini IgG 4 ug
natrijev aminofenil fosfat nije primjenjivo 0,9 mg
heparin svinjska crijeva 0,451V
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Mijeriteljska sljedivost

Test kreatin kinaze-MB (CK-MB) u sustavu i-STAT mjeri masenu koncentraciju mnozine tvari u plazmiili plazmatskoj
frakciji venske pune krvi (mjera ng/mL) za dijagnosti¢ku upotrebu in vitro. Vrijednosti kreatin kinaze-MB dodijeljene
kontrolama sustava i-STAT sljedive su do rekombinantnog ljudskog CK-MB tvrtke Seradyn Inc. i kalibratora
Americkog drustva klinickih kemicara (AACC) za standardizaciju analiza mase kreatin kinaze. Valjanost kontrola i
materijala za provjeru kalibracije sustava i-STAT provjereni su samo za upotrebu sa sustavom i-STAT i dodijeljene
vrijednosti mozda se ne mogu prenijeti u druge metode. Dodatne informacije o mjeriteljskoj sljedivosti dostupne
su od tvrtke Abbott Point of Care Inc.

Izvjestajni raspon

Test za CK-MB sustava i-STAT izvjeS¢uje u rasponu od 0,0 do 150,0 ng/mL (ug/L). Za uzorke s vrijednostima visim od
izvjeStajnog raspona zaslon analizatora prikazuje,,>150,0 ng/mL".

Referentni raspon

Uzorci pune krvi i plazme naoko zdravih 161 davatelja analizirani su u duplikatu uz upotrebu triju razli¢itih serija
ulozaka za CK-MB sustava i-STAT. Rezultati raspona od 0 do 95 % kretali su se u rasponu od 0,0 ng/mL (ug/L) do
3,5 ng/mL (ug/L).

Napomena: Svaka bi ustanova trebala ustanoviti vlastiti referentni raspon upotrebom testa CK-MB u sustavu i-STAT.

Klinicki znacaj
Masa parametra CK-MB smatra se korisnom u dijagnosticiranju infarkta miokarda i ponovnog infarkta te u procjeni
ozbiljnosti infarkta.

Kako bi bio maksimalno koristan u dijagnostici, sr¢ani biljeg mora biti specifican za sr¢ano tkivo, mora se brzo
otpustati u krvotok u kolicinama koje su izravno proporcionalne stupnju ozljede miokarda te se u krvi mora

zadrzati dovoljno dugo da bi mogao pruziti prihvatljiv viemenski okvir za dijagnosti¢ki postupak.’

Kreatin kinaza (CK) dimerski je enzim koji se pretezno nalazi u tkivu mozga i misiénom tkivu. Kreatin kinaza

sadrze izooblik MM, aliivise koli¢ine izooblika MB, ve¢inom priblizno 20 % aktivnosti CK.2 Serum zdravih pojedinaca
obi¢no sadrziizooblik MM i malu koli¢inu izooblika MB. CK-MB se u krv mozZe otpustiti zbog vise razloga, ukljucujudi
ozljede skeletnih misica i oste¢enje miokarda.

Povisena koli¢ina izoenzima CK-MB u krvotoku pojavljuje se 4 - 6 sati nakon infarkta miokarda (MI). Nakon priblizno
24 sata postiZe se najvisa koncentracija, a vrijednost se na temeljnu razinu vraca tijekom 36 — 72 sata. Bududi da
razina enzima CK-MB nije specifi¢na za srce, rezultati pojedinacnog testa nisu dovoljna indikacija infarkta miokarda
(MI). Infarkt miokarda obic¢no se dijagnosticira na temelju vise analiza vrijednosti CK-MB provedenih u intervalima
od po 3 sata tijekom 6- do 9-satnog razdoblja ili u intervalima od 6 do 8 sati u 24-satnom razdoblju.

lako se troponini specifi¢ni za srce, troponin | (cTnl) i troponin T (cTnT) smatraju se najboljim biokemijskim biljezima
za procjenu akutnih srcanih sindroma (ACS) ukljucujuci infarkt miokarda s povisenjem ST-segmenta, infarkt
miokarda bez povisenja ST-segmenta i nestabilnu anginu, CK-MB se takoder moze upotrijebiti kao sekundarni
biljeg koji moze pomodi pri dijagnosticiranju infarkta miokarda i mjerenju stupnja nekroze miokarda. Bududi da
se niske razine izoenzima CK-MB mogu otkriti u krvi zdravih osoba, bilo koja vrijednosti CK-MB visa od 95. centila
moze upucivati na izvjesnu razinu nekroze miokarda.' Svaka bi ustanova trebala odrediti referentni raspon za svoju
populaciju pacijenata te na temelju njega odrediti prikladnu granicu koja upucuje na akutan infarkt miokarda (AMI).

CKMB - 2 Art: 716675-26A Rev. Date: 07-Oct-19



Dokument suglasnosti Europskog kardioloskog drustva (ESC) / Americkog kardioloskog drustva (ACC) navodi da
za klinicku sliku ponovnog infarkta pracenje izoenzima CK-MB moze biti korisnije od pracenja sr¢anog troponina
| (cTnl) ili sréanog troponina T (cTnT) jer razina enzima CK-MB ostaje povisena samo 2 — 4 dana nakon infarkta
miokarda, dok cTnl ostaje povisen 5 dana, a cTnT 10 dana.>*>%7 Klinicka ispitivanja pokazala su i povezanost stupnja
ozljede miokarda (veli¢ina infarkta) nakon infarkta miokarda i povecanja masene koncentracije izoenzima CK-

MB u serumu.® Sli¢no tomu, primije¢ene su znacajne korelacije izmedu velicine infarkta procijenjene na temelju
izoenzima CK-MB i podataka ehokardiografije lijeve klijetke.?

Druga stanja povezana s ostecenjem skeletnih misi¢a poput nezgoda, tupih trauma, teskih opeklina i ekstremne
fizicke aktivnosti ili miopatskih poremecaja kao $to je miokarditis koji nisu sekundarne pojave ishemijskih
bolesti koronarnih arterija takoder mogu dovesti do ozljede skeletnih misica ili srcanog misi¢a te mogu povisiti
koncentracije CK-MB u krvi. Pri interpretaciji rezultata ta se stanja trebaju uzeti u obzir, a razinu vrijednosti CK-MB
treba povezati s klinickim simptomima, znacima, povijesti bolesti i promjenama EKG-a.'®

Radne znacajke

Podaci o preciznosti prikupljeni su na razli¢itim lokacijama kako slijedi: duplikati svake kontrolne tekucine ispitivani
su svakodnevno tijekom 20 dana sa svakom od tri serije uloZzaka, dajuci ukupno 120 replika. Usrednjeni statisticki
podaci prikazani su u nastavku.

Podaci o usporedbi metoda prikupljeni su prema smjernici EP9-A2' instituta CLSI. Uzorci venske krvi prikupljeni
su u heparinizirane epruvete za vakuumsko prikupljanje krvi i analizirani u duplikatu s pomocu sustava i-STAT. Dio
je uzorka centrifugiran, a separirana plazma analizirana je u duplikatu u sustavu i-STAT i putem usporedive metode
u roku od 1 sata od prikupljanja.

Analiza Demingovom regresijom'" izvrSena je na prvoj replici svakog uzorka. U tablici s usporedbom metoda n
je broj uzoraka u prvom skupu podataka; Sxx i Syy odnose se na procjene nepreciznosti na temelju duplikata u
usporedivim metodama, odnosno metodi i-STAT. Sy.x je koeficijent varijacije regresije; a r je koeficijent korelacije.*

Usporedbe metoda mogu biti razli¢ite od lokacije do lokacije zbog razlika u rukovanju uzorcima, kalibracije
usporedivih metoda i drugih varijabli specifi¢nih za svaku pojedinu lokaciju.

Ispitivanja smetnji temeljena su na smjernici EP7-A' instituta CLSI.

*Uobic¢ajeno upozorenje povezano s upotrebom regresijske analize ovdje se donosi u sazetom obliku kao podsjetnik. za bilo koji analit: ,ako je raspon podataka
uzak, procjena regresijskih parametara relativno je neprecizna i moze biti pristrana (pokazati odstupanje). Stoga predvidanja koja se temelje na tako dobivenim
procjenama mozda nece biti valjana“.'® Koeficijent korelacije r moze se upotrijebiti kao smjernica u procjeni prikladnosti raspona usporedive metode kako bi se taj
problem nadi$ao. Raspon podataka moZe se opéenito smatrati odgovarajucim ako je r >0,975.

Podaci o preciznosti (ng/mL)

Plazmatska kontrola Srednja vrijednost SD % CV
Razina 1 59 0,7 11,9
Razina 2 25,8 2,7 10,4
Razina 3 90,1 9,0 10,0
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Usporedba metoda (ng/mL)

Abbott AxXSYM
n 263
Sxx 1,84
Syy 2,66
Nagib 1,01
Int't -0,19
Sy.x 3,98
Xmin 0,04
Xmax 224
r 0,994

Analiticke osjetljivosti

Osjetljivost metode CK-MB iznosi 0,6 ng/mL, $to je najniza razina CK-MB koja se moze razlikovati od nule. Analiti¢ka
osjetljivost definira se kao dva standardna odstupanja povezana s nultim kalibratorom. Za procjenu analiticke
osjetljivosti upotrijebljen je kontrolni materijal koji sadrzi <1 ng/mL CK-MB tijekom 20-dnevnog ispitivanja
preciznosti u kojemu su rabljene tri serije ulozaka za CK-MB u duplikatu na skupini od Sest analizatora i-STAT 1,
dajudi ukupno 120 rezultata ispitivanja.

Analiticka specifi¢nost

Metoda CK-MB specifi¢na je za izoenzim kreatin kinazu MB. Ispitani su sljedeci misi¢ni proteini te je otkriveno da
nemaju znadajan utjecaj na izmjerenu vrijednost CK-MB.

Krizno reaktivna tvar Koncentracija Postotak krizne reaktivnosti
CK-MM (skeletni) 10000 ng/mL ne moze se otkriti
CK-BB (mozak) 100 ng/mL ne moze se otkriti
Analiticki povrat

Linearnost razrjedivanja testa CK-MB u sustavu i-STAT ispitana je na uzorcima heparinizirane pune krvi i plazme
uzetim od tri razlic¢ita davatelja. S uzorkom svakog davatelja pripremljen je izvorni negativni uzorak vrijednosti CK-
MB i uzorak kojem je dodan (engl. spiking) CK-MB. Tim su postupkom dobivena tri uzorka pune krvi pozitivna na
CK-MB koja su poslije analizirana u duplikatu uz upotrebu triju razlicitih serija ulozaka za CK-MB sustava i-STAT. Ti
su uzorci pune krvi potom razrijedeni jednakom masom izvorne pune krvi bez dodatka i analizirane u duplikatu.
Iz tih podataka dobivenih iz pune krvi izracunan je analiticki povrat za CK-MB.

Plazma navedenih triju davatelja kombinirana je u jednakim masama i svim kombinacijama parova. Te su
kombinacije poslije analizirane u duplikatu uz upotrebu triju razli¢itih serija ulozaka za CK-MB sustava i-STAT.
Analiticki povrat vrijednosti CK-MB za svaki par izracunan je upotrebom prosjec¢ne vrijednosti tih Sest dobivenih
rezultata. Postotak analitickog povrata naveden je u tablicama u nastavku.

Puna krv
Uzorak Koncentracija Razrijedena koncentracija % analitickog povrata
(ng/mL) (ng/mL)
73,24 40,73 108,7 %
B 8,90 6,07 101,5 %
47,74 26,91 109,3 %
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Plazma

Uzorak Koncentracija Razrijedena koncentracija % analitickog povrata
(ng/mL) (ng/mL)

73,24 — —

B 8,90 — —

C 47,74 — —
A+B — 42,17 102,7 %
B+C — 30,85 108,9 %
A+C — 63,95 105,7 %

Ogranicenja testa

Atmosferski tlak utjece na ucestalost suprimiranih rezultata. Stope suprimiranih rezultata mogu se povecati na
vis$im nadmorskim visinama (snizen barometarski tlak) te mogu postati perzistentne ako se ispitivanje vrsi na
nadmorskim visinama vec¢im od 7500 stopa. U slucajevima kad nedostupnost rezultata nije prihvatljiva i-STAT
preporucuje mogucnost pristupa alternativnoj metodi testa.

Uzorci pacijenata koji su bili izloZeni Zivotinjama ili terapijskim, odnosno dijagnosti¢kim postupcima koji rabe
imunoglobuline ili reagense dobivene iz imunoglobulina mogu sadrZavati antitijela, npr. HAMA ili neka druga
heterofilna antitijela, koja mogu medudjelovati s imunoanalizama i dati pogresne rezultate.’*'® Postoje izvjesca o
tome da izlaganje bakterijskim infekcijama moZze dovesti do generiranja antitijela koja mogu utjecati na rezultate.”
lako ovaj proizvod sadrzi reagense koji minimiziraju takve utjecaje i algoritme za kontrolu kvalitete namijenjene
otkrivanju takvih efekata, u slu¢ajevima kad postoji nedosljednost u klini¢ckim informacijama potrebno je pozorno
razmotriti moguénost postojanja smetnji koje uzrokuju pogresne rezultate.

Djelomi¢no zgrusani uzorci mogu dati povisene vrijednosti CK-MB iznad referentnog raspona, ali i Sifre pogresaka
pri provjeri kvalitete. Kako do toga ne bi doslo, po uzimanju uzorka pune krvi u hepariniziranu epruvetu za
prikupljanje uzoraka treba njezno preokrenuti najmanje 10 puta kako bi se osiguralo ujednaceno otapanje
heparinskog antikoagulansa.

Vidljivo hemolizirani uzorci mogu dovesti do smanjene aktivnosti alkalne fosfataze, sto dovodi do nize razine
otkrivanja vrijednosti CK-MB, povisenog pozadinskog Suma i/ili generiranja 3ifri pogresaka pri provjeri kvalitete.

Hematokriti u rasponu od 0 do 70 % PCV dokazano ne utjecu na rezultate. Uzorci s razinom hematokrita visom od
navedenog raspona dokazano povecavaju nepreciznost testa i u vecoj mjeri generiraju Sifre pogresaka pri provjeri
kvalitete.

Tijekom ispitivanja analizator mora ostati na ravnoj povrsini sa zaslonom okrenutim prema gore. Pomicanje

analizatora tijekom ispitivanja moZe povecati ucestalost suprimiranih rezultata ili generiranih Sifri pogresaka.
Vodoravna povrsina obuhvaca i smjestanje ru¢nog uredaja u spojnu jedinicu / punjac.
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Ispitivanje smetnji

Utvrdeno je da sljedece tvari nemaju znacajan ucinak (nizi od 10 %) na metodu mjerenja vrijednosti izoenzima MB

kad se dodaju mijesanoj plazmi (engl. plasma pool) koja sadrzi priblizno 20 ng/mL kreatin kinaze MB u navedenim
koncentracijama

Spoj . Test.na razinam
(nmol/L osim ako je drugacije navedeno)
acetaminofen (paracetamol) 1660
alopurinol 294
ampicilin 152
askorbinska kiselina 227
acetilsalicilna kiselina 3330
atenolol 37,6
kofein 308
kaptopril 23
kloramfenikol 155
diklofenak 169
digoksin 6,15
dopamin 5,87
enalaprilat 0,86
eritromicin 81,6
furosemid 181
natrij heparin 90 U/mL
ibuprofen 2425
izosorbid dinitrat 636
metildopa 71
nikotin 6,2
nifedipin 1156
fenitoin 198
propranolol 7,71
salicilna kiselina 4340
teofilin 222
verapamil 4,4
varfarin 64,9
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