CREATINA CHINASI MB/
(CK-MB)

Uso previsto

Il test i-STAT® CK-MB & un test diagnostico in vitro per la misurazione quantitativa della massa di creatina
chinasi MB in campioni di sangue intero o plasma. La misurazione della CK-MB pu0 essere utilizzata come
aiuto nella diagnosi e nel trattamento dell’infarto miocardico (Ml).

Spiegazione del metodo

La cartuccia per il test i-STAT CK-MB utilizza il metodo dei test di immunoassorbimento enzimatico su
due punti (ELISA). Gli anticorpi, specifici per I'epitopo esclusivo della sottounita CK-MB, che non si legano
alle sottounita CK-MM o CK-BB, sono inclusi nel sensore elettrochimico costituito da un chip al silicio.
Un altro punto del chip di silicio del sensore contiene un coniugato anticorpo/fosfatasi alcalina, specifico
per un epitopo della sottounita B di creatina chinasi. La specificita dell’anticorpo del coniugato rispetto
alla sottounita B consente al coniugato di riconoscere le sottounita CK-MB e CK-BB, ma non le sottounita
CK-MM. Il campione di sangue intero o plasma viene portato a contatto con i sensori per consentire lo
scioglimento del coniugato enzimatico nel campione. La CK-MB nel campione viene contrassegnata con la
fosfatasi alcalina e catturata sulla superficie del sensore elettrochimico durante un periodo di incubazione
di circa tre minuti. Il campione, cosi come il coniugato con I'enzima in eccesso, vengono rimossi dal
sensore mediante lavaggio. Nel fluido di lavaggio vi & un substrato per la fosfatasi alcalina. L'enzima
legato al sandwich anticorpo-antigene-anticorpo spacca il substrato rilasciando un prodotto rilevabile
elettrochimicamente. Il sensore elettrochimico (amperometrico) misura questo prodotto enzimatico
proporzionale alla concentrazione di CK-MB nel campione.

Contenuto

Ogni cartuccia i-STAT CK-MB € munita di una porta per il campione, di sensori per la rilevazione della
CK-MB come descritto in precedenza, nonché di tutti i reagenti necessari per eseguire il test. La cartuccia
contiene un tampone e dei conservanti. Di seguito € riportato un elenco di ingredienti reattivi:

Ingrediente reattivo Origine biologica Quantita minima
Coniugato anticorpo/fosfatasi alcalina | 1gG murina : intestino bovino 0,013 ug
IgG IgG caprina : IgG murina 4 ug
Sodio amminofenil fosfato Non applicabile 0,9 mg
Eparina Intestino di maiale 0,45 1U
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Tracciabilita metrologica

L’analisi della creatina chinasi (CK-MB) del sistema i-STAT misura la concentrazione in volume della
creatina chinasi nel plasma o nella frazione plasmatica del sangue intero venoso (in ng/mL) per 'uso
diagnostico in vitro. | valori della creatina chinasi-MB assegnati alle soluzioni di controllo del sistema
i-STAT sono tracciabili e conformi al metodo di calibrazione impiegato dall’American Association of Clinical
Chemists (CK-MB umana ricombinante AACC prodotta da Seradyn Inc.) per la standardizzazione delle
analisi quantitative della creatina chinasi. Le soluzioni di controllo e di verifica della calibrazione i-STAT
sono stati convalidati per I'uso solo con il sistema i-STAT, pertanto i valori assegnati non possono essere
usati in sostituzione di quelli ottenuti con altri metodi. Ulteriori informazioni sulla tracciabilita metrologica
possono essere richieste direttamente a Abbott Point of Care Inc.

Range rilevabile

Il test i-STAT CK-MB dara come risultato un valore compreso fra 0,0 e 150,0 ng/mL (ug/L). Per i campioni con
valori superiori al range di valori rilevabili verra visualizzato “>150,0 ng/mL” sul display dell’analizzatore.

Range di riferimento

Campioni di sangue intero e plasma provenienti da 161 donatori apparentemente sani sono stati analizzati
in doppio, utilizzando tre diversi lotti di cartucce i-STAT CK-MB. Il range di risultati compreso fralo 0 e il
95% variava fra 0,0 ng/mL (ug/L)e 3,5 ng/mL (ug/L).

Nota: ciascuna struttura deve stabilire il proprio range di riferimento per I'uso del test i-STAT CK-MB.

Importanza clinica

La misurazione della CK-MB ¢ utile per diagnosticare gli infarti miocardici e i reinfarti nonché per determinare
la gravita degli infarti.

Per essere utile ai fini diagnostici, il marker cardiaco deve essere specifico per il tessuto cardiaco, deve
essere rilasciato velocemente nel flusso sanguigno con un rapporto direttamente proporzionale tra
la gravita della lesione miocardica e il livello di misurazione del marker, e deve permanere nel sangue
abbastanza a lungo da offrire un comodo periodo di finestra diagnostica.’

La creatina chinasi (CK) € un enzima dimerico presente prevalentemente nei tessuti del cervello e dei muscoli.
La creatina chinasi € disponibile in tre isoforme: BB, MM e MB. Lisoforma BB & presente prevalentemente nel
cervello. | muscoli scheletrici contengono principalmente 'isoforma MM, con tracce di MB (stimate paria 1-4%
dell'attivita della CK). Anche i muscoli cardiaci contengono principalmente I'isoforma MM, ma quantita piu
elevate di MB, generalmente pari al 20% dell’attivita della CK.2 Il siero di soggetti sani contiene generalmente
l'isoforma MM e una piccola quantita di isoforma MB. Il rilascio della CK-MB nel flusso sanguigno puo avvenire
per molte cause, ad esempio per lesioni ai muscoli scheletrici o al miocardio.

Lincremento della CK-MB nel flusso sanguigno si verifica 4-6 ore dopo un infarto miocardico. La
concentrazione raggiunge il valore picco dopo circa 24 ore e torna al valore di base dopo 36-72 ore.
Poiché il livello della CK-MB non & specificatamente correlato all’attivita cardiaca, i risultati di un’unica
analisi non sono sufficienti per diagnosticare I’esistenza di un infarto miocardico. Gli infarti miocardici
vengono generalmente diagnosticati sulla base dell’landamento delle analisi della CK-MB effettuate ogni 3
ore per un periodo di 6-9 ore oppure ad intervalli di 6-8 ore per un periodo di 24 ore.

Benché le troponine cardiache specifiche, comelatroponinal (cTnl) e latroponina T (cTnT), siano considerate
marker biochimici di elezione nella valutazione delle sindromi coronariche acute (ACS), compresi I'infarto
miocardico con sopraslivellamento del segmento ST, I'infarto miocardico senza sopraslivellamenti del
segmento ST e I'angina instabile, € possibile usare la CK-MB come marker secondario per la diagnosi
degli infarti miocardici e la misurazione del grado di necrosi miocardica. Poiché i livelli della CK-MB nel
sangue di soggetti sani sono normalmente bassi, qualsiasi valore superiore al 95° percentile puo indicare
un determinato livello di necrosi miocardica.! Ciascuna istituzione deve stabilire il range di riferimento
applicabile alla propria popolazione di pazienti e usarla per determinare un limite adeguato indicativo di
un infarto miocardico acuto.
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Il documento approvato dalla European Society of Cardiology e dall’American College of Cardiology
indica che nei casi clinici di reinfarto, la CK-MB € generalmente piu efficace della troponina cardiaca |
(cTnl) o T (cTnT) ai fini del monitoraggio degli infarti miocardici poiché la CK-MB mostra valori elevati solo
per 2-4 giorni dopo un infarto miocardico, contro i 5 giorni della CTni o i 10 giorni della cTnT.34567 Gli
studi clinici hanno dimostrato anche una stretta correlazione tra la gravita della lesione miocardica (gravita
dell’infarto) dopo un infarto miocardico e I'incremento della concentrazione del volume di CK-MB nel
siero.® Correlazioni simili sono state osservate tra la gravita degli infarti stimati con la CK-MB e i risultati
ottenuti con ecocardiografie del ventricolo sinistro.®

Anche altre condizioni che provocano lesioni ai muscoli scheletrici - come incidenti, traumi da contusione,
ustioni gravi, attivita fisica intensa o disturbi miocardici come la miocardite, che non sono secondari rispetto
alla patologia ischemica dell’arteria coronarica - possono causare lesioni miocardiche e I'aumento delle
concentrazioni di CK-MB del sangue. Queste condizioni devono essere esaminate quando si interpretano
i risultati; € inoltre necessario valutare il livello di CK-MB unitamente ai sintomi, ai segni clinici, all’anamnesi
del paziente ed ai cambiamenti registrati nel’lECG."*°

Caratteristiche

| dati Precision sono stati raccolti in siti diversi secondo le seguenti modalita: le copie di ogni controllo
sono state analizzate quotidianamente per un periodo di 20 giorni, per ciascuno dei tre lotti di cartucce e
per un totale di 120 cicli di test. Di seguito sono riportati i dati statistici medi.

| dati di confronto metodologico sono stati raccolti usando le linee guida CLSI EP9-A2."° Campioni di
sangue sono stati raccolti in provette eparinizzate a vuoto ed analizzati in doppio con il sistema i-STAT.
Una parte del campione € stata centrifugata e il plasma cosi isolato & stato analizzato in doppio sul
sistema i-STAT e con metodi di confronto entro 1 ora dal prelievo.

L’analisi di regressione di Deming' & stata eseguita sulla prima copia di ogni campione. Nella tabella del
confronto metodologico, n corrisponde al numero di campioni nel primo gruppo di dati, Sxx ed Syy si
riferiscono alle stime di imprecisione basate sulle copie rispettivamente del metodo comparativo e del
metodo i-STAT. Sy.x e I’errore standard della stima ed r ¢ il coefficiente di correlazione.”

Il confronto metodologico varia da sito a sito, a seconda delle differenze di manipolazione dei campioni,
della calibrazione del metodo di confronto e di altre variabili specifiche del sito.

Gli studi sulle interferenze sono stati eseguiti in base alle linee guida CLSI EP7-A."

*Si riassume di seguito come promemoria I'usuale avvertimento relativo al’impiego dell’analisi di regressione. Per ogni analita, “se i dati vengono
raccolti su un range limitato, la stima dei parametri di regressione ¢ relativamente imprecisa e puo essere soggetta a errore. Quindi le previsioni ricavate
da queste stime possono non essere valide”.° Il coefficiente di correlazione, r, puo essere utilizzato come guida per la valutazione dell’adeguatezza del
range del metodo di confronto nel superare il problema. Orientativamente il range di dati puo essere considerato adeguato se r>0,975.
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Dati Precision (ng/mL)

Controllo del plasma Media DS %CV
Livello 1 59 0,7 11,9
Livello 2 25,8 2,7 10,4
Livello 3 90,1 9,0 10,0

Confronto metodologico (ng/mL)

Abbott AxSYM
n 263
Sxx 1,84
Syy 2,66
Ionr::;inazi— 1,01
Int’t -0,19
Sy.x 3,98
Xmin 0,04
Xmax 224
r 0,994

Sensibilita analitica

La sensibilita analitica del metodo CK-MB & di 0,6 ng/mL, il livello di CK-MB piu basso che si riesce
a distinguere dallo zero. La sensibilita analitica viene definita come la concentrazione a due deviazioni
standard da un campione con calibrazione pari a zero. La sensibilita analitica & stata stimata utilizzando
liquidi di controllo contenenti < 1 ng/mL CK-MB nel corso di uno studio Precision della durata di 20 giorni,
in cui tre diversi lotti di cartucce per test CK-MB sono stati analizzati in doppio utilizando sei i-STAT
Analyzer per un totale di 120 test.

Specificita analitica

I metodo CK-MB e specifico per I'isoenzima della creatina chinasi MB. Le analisi effettuate sulle seguenti
proteine muscolari hanno dimostrato che queste non influiscono sui valori della CK-MB misurata.

Reagente Concentrazione Reattivita incrociata
incrociato percentuale
CK-MM (nello 10000 ng/mL Non rilevabile
scheletro)
CK-BB (nel cer- 100 ng/mL Non rilevabile
vello)
Recupero

La linearita di diluizione del test i-STAT CK-MB ¢ stata studiata utilizzando campioni di sangue intero
eparinizzato e di plasma provenienti da tre donatori diversi. Per ogni donatore, sono stati preparati il
campione originale con CK-MB negativa e un campione arricchito con CK-MB. Questo processo ha
prodotto tre campioni di sangue intero con CK-MB positiva, successivamente sottoposti a test in doppio
per ognuno dei tre lotti di cartucce i-STAT CK-MB. Questi campioni di sangue intero sono stati poi diluiti
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utilizzando una massa uguale al sangue intero originale non arricchito, e sottoposti a test in doppio. Il
recupero di CK-MB é stato calcolato usando i dati riferiti al campione di sangue intero.

Il plasma proveniente da questi tre donatori & stato unito in masse uguali e in tutte le combinazioni in
coppia. Queste combinazioni sono state poi sottoposte a test in doppio per ognuno dei tre lotti di cartucce
i-STAT CK-MB. Il recupero di CK-MB per ogni coppia € stato calcolato utilizzando la media dei sei risultati.
Le percentuali di recupero sono elencate nella tabella che segue.

Sangue intero

Campione Concentrazione Concentrazione diluita Recupero %
(ng/mL) (ng/mL)
A 73,24 40,73 108,7%
B 8,90 6,07 101,5%
C 47,74 26,91 109,3%
Plasma
Campione Concentrazione Concentrazione diluita Recupero %
(ng/mL) (ng/mL)
A 73,24 — -
B 8,90 - -
C 47,74 — —
A+B - 4217 102,7%
B+C — 30,85 108,9%
A+C — 63,95 105,7%
Limiti del test

La frequenza di risultati eliminati € influenzata dalla pressione atmosferica. La percentuale di risultati
eliminati pud aumentare ad altitudini elevate (pressione barometrica bassa) e pud diventare persistente
qualora I'analisi venga effettuata oltre i 2286 metri sopra il livello del mare. Nel caso in cui la mancata
disponibilita dei risultati sia inaccettabile, i-STAT raccomanda di avvalersi di un metodo analitico alternativo.

I campioni provenienti da pazienti che sono stati esposti ad animali o che sono stati oggetto di procedure
terapeutiche o diagnostiche che impiegano immunoglobuline o reagenti derivati da immunoglobuline
possono contenere anticorpi, ad esempio HAMA o altri anticorpi eterofili, che possono interferire con
i test immunodiagnostici e produrre risultati errati.’*™® E stata segnalata la generazione di anticorpi
potenzialmente interferenti in risposta alle infezioni batteriche.’™ Anche se questo prodotto contiene
reagenti che minimizzano I'effetto di questi interferenti e algoritmi QC progettati per rilevarne gli effetti,
la possibilita di interferenze in grado di causare risultati errati dovrebbe essere valutata con attenzione in
caso di incoerenze nelle informazioni cliniche.

Campioni parzialmente coagulati possono dare letture elevate di CK-MB al di sopra del range di riferimento,
nonché errori nei codici di controllo della qualita. Per evitare che cido accada, dopo aver iniettato il campione
di sangue intero in una provetta di raccolta eparinizzata, capovolgere delicatamente il campione almeno
10 volte, per garantire la miscelazione uniforme dell’anticoagulante eparina.

| campioni emolizzati grossolanamente possono provocare una riduzione dell’attivita della fosfatasi
alcalina, riducendo cosi il rilevamento di CK-MB, aumentando gli antecedenti del’esame e/o i codici di
controllo della qualita.

Gli ematocriti nel range 0-70 % PCV non influiscono sui risultati. Per i campioni con livelli di ematocriti al

di sopra di questo range, & stato riscontrato un aumento dell’imprecisione del test e dei codici di controllo
della qualita.
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Durante I'analisi, collocare I’'analizzatore su una superficie piana con il display rivolto verso I'alto. Se
I’analizzatore viene spostato durante il test, € possibile che aumenti la frequenza di risultati eliminati o
di codici di controllo della qualita. La posizione orizzontale viene mantenuta anche qualora I'analizzatore
venga collocato nell’alloggiamento del downloader/recharger.

Test delle interferenze

Se aggiunte a un pool di plasma contenente circa 20 ng/mL di isoenzima della creatina chinasi MB, le
seguenti sostanze non incidono significativamente (meno del 10%) sul metodo CK-MB, alle concentrazioni

indicate

Composto LvelGversamentc inaeatoy "
Acetaminofene 1660
Allopurinolo 294
Ampicillina 152
Acido ascorbico 227
Acido acetilsalicilico 3330
Atenololo 37,6
Caffeina 308
Captopril 23
Cloramfenicolo 155
Diclofenac 169
Digoxina 6,15
Dopamina 5,87
Enalaprilato 0,86
Eritromicina 81,6
Furosemide 181
Eparina di sodio 90 U/mL
Ibuprofene 2425
Dinitrato di isosorbido 636
Metildopa 71
Nicotina 6,2
Nifedipina 1156
Fentoina 198
Propranolol 7,71
Acido salicilico 4340
Teofillina 222
Verapamile 4.4
Warfarin 64,9
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