CREATININA

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para quantificacdo da creatinina no
soro e urina.

Somente para uso diagndéstico in vitro.

PRINCIPIO
G(:\ A creatinina reage com picrato alcalino, formando um com-
/')\51 plexo de cor amarelo avermelhado (reacdo de Jaffé).

\F PARTICULARIDADES DO SISTEMA
/¥ O kit de Creatinina Doles pode ser utilizado para dosagem
pelas metodologias Cinética e Ponto Final.

METODOLOGIA

Jaffé modificado.

REAGENTES i

Reagente tangstico: Acido Tungstico 0,034M.
Reagente picrico: Acido Picrico  0,028M.
Solugao alcalina: Hidroxido de Soédio 6M.

Solugcao Padrao creatinina 5mg/dL: utilizada na deter-
minagdo da creatinina sérica.
Solugcao Padrao creatinina 50mg/dL: utilizada na determi-
nacdo da creatinina urinaria.

APRESENTACAO

Reagente tungstico 1 x210mL
Reagente picrico 1 x 105mL
Solugao alcalina 1x 25mL
Solugdo padrao creatinina 5mg/dL 1x 3mL
Solugdo padrao creatinina 50mg/dL 1x 3mL

NUMERO DE TESTES

Manual

Reacdo de Jaffé com precipitacdo (ponto final)
105 testes/200uL de soro ou 20uL de urina
210 testes/100UL de soro ou 10UL de urina

Reacdo de Jaffé sem precipitagdo (cinético)
525 testes/100UL de soro ou 10UL de urina

Automacgdo (*) - Somente para o modo Cinético
1.700 testes

(*) A quantidade de testes na automagdo é varidvel de acor-
do com o equipamento.

"/ Protocolos de automacdo encontram-se disponiveis
no site Doles ou através do Servico de Atendimento
ao Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NAO FORNECIDOS

® Espectrofotdmetro ou fotocolorimetro, capaz de medir a
absorvancia em 520nm. (ponto final)

® Fotocolorimetro com filtro de 505nm e cubeta

termostatizada. (cinético)

Tubos para centrifuga.

Pipetas graduadas.

Pipeta semiautomatica de 100UL e 200LL.

Ponteiras descartaveis.

Agua destilada ou deionizada.

Crondmetro.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Reagente tungstico: armazenar em temperatura ambien-
te (20-30°C). Estavel até a data de vencimento indicada no
rétulo do frasco, se obedecidas as condigdes de
armazenamento.

Reagente picrico: armazenar em temperatura ambiente
(20-30°C). Estavel até a data de vencimento indicada no ré-
tulo do frasco, se obedecidas as condigdes de
armazenamento.

\-

Solugdo alcalina: armazenar em temperatura ambiente
(20-30°C). Estavel até a data de vencimento indicada no ro-
tulo do frasco, se obedecidas as condigbes de
armazenamento.

Solugao padrao creatinina 5mg/dL: armazenar em tem-
peratura ambiente (20-30°C). Estavel até a data de venci-
mento indicada no rétulo do frasco, apds aberto manter sob
refrigeragdo (2-8°C), afim de evitar evaporagao.

Solugdo padrdo creatinina 50mg/dL: armazenar em tem-
peratura ambiente (20-30°C). Estavel até a data de venci-
mento indicada no rétulo do frasco, apds aberto manter sob
refrigeragdo (2-8°C), afim de evitar evaporagao.

CUIDADOS E PRECAUCOES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdao somente para uso diagndstico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se con-
tato com pele e mucosas. Os reagentes sao corrosivos. Em
caso de contaminacgdo acidental, lavar a area afetada em
agua corrente. O descarte do material utilizado devera ser
feito obedecendo-se aos critérios de biosseguranca estabe-
lecidos pelo laboratério, de acordo com as normas locais,
estaduais ou federais.

Observar ainda a simbologia constante =
nos rotulos do produto: ;c_;[

Corrosivo Irritante
AMOSTRA
Soro, plasma e urina. Evitar hemdlise, pois existem quanti-
dades significativas de cromoégenos ndo especificos nos
eritrocitos. A creatinina permanece estavel por 7 dias, entre
2-8°C.
Urina de 24 horas devera ser colhida sem conservantes e
mantida sob refrigeragao durante a coleta. Centrifugar no
momento do teste.
Liquido amnidtico deve ser mantido sob refrigeracdo e ao
abrigo da luz. Centrifugar no momento do teste.
Todas as amostras biolégicas devem ser considera-
das como potencialmente infectante.

PROCEDIMENTO TECNICO

\

CINETICO - JAFFE (adequado para equipamentos de semi<’ =

automacgdo e automagao completa).

Preparo do Reagente de Trabalho:

Em um béquer adicionar os seguintes reagentes:

2,5mL de Reagente Picrico

10mL de agua destilada ou deionizada

10 gotas de solugdo alcalina

Homogeneizar e aguardar 5 minutos.

A solugdo é suficiente para a realizagcdo de 12 testes e per-
manece estavel por 05 dias se mantida entre 2-8°C.

Na utilizacdo da metodologia de jaffé cinético ndo
se utiliza o reagente tungstico.

Realizacao do Teste no Soro/Plasma:

1.Transferir 1mL do reagente de trabalho para um tubo de
ensaio.

2.Adicionar 100uL de padrio (5mg/dL) ao reagente de
cor e homogeneizar com ligeira agitagdo.

3.Transferir para cubeta termostatizada a 37°C (por aspira-
¢ao em equipamentos dotados de cubeta de fluxo), com-
primento de onda de 505nm, zerado contra agua.

4.Esperar 30 segundos.

5.Fazer a leitura inicial (A inicial) em absorvancia, disparan-
do simultaneamente o cronémetro. Anotar o achado.

6.Repetir a leitura (A final) 60 segundos apo6s a primeira
leitura.

7.Anotar o achado

8.Repetir as etapas acima quando da dosagem do padrdo
em duplicata ou triplicata.

9.Para dosagem das amostra repetir as etapas acima subs-
tituindo o padrao pela amostra.
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Realizagdao do Teste na Urina
1.Transferir 1mL do reagente de trabalho para um tubo de
ensaio.

2.Adicionar 10uL de padrdo (50mg/dL) ao reagente de cor
e homogeneizar com ligeira agitagao.

3.Transferir para cubeta termostatizada a 37°C (por aspira-
¢ao em equipamentos dotados de cubeta de fluxo), compri-
mento de onda de 505nm, zerado contra agua.

4.Esperar 30 segundos.

5.Fazer a leitura inicial (A inicial) em absorvancia, disparando
simultaneamente o cronémetro. Anotar o achado.

6.Repetir a leitura (A final) 60 segundos apds a primeira leitu-
ra.

7.Anotar o achado

8.Repetir as etapas acima quando da dosagem do padrdao em
duplicata ou triplicata.

9.Para dosagem da amostra repetir as etapas acima substitu-
indo o padrdao pela amostra.

CALCULOS - CINETICO

SORO/PLASMA
Creatinina (mg/dL) = (A final — A inicial) amostra x F

S
F=
(A final — A inicial) padrdo
Exemplo:
Leituras:

(A final — A inicial) padrdo = 0,131
(A final — A inicial) amostra = 0,020

5
Fe =3817

0,131

Creatinina (mg/dL) = 0,020 x 38,17 = 0,8
URINA

Creatinina (mg/dL) = (A final — A inicial) amostra x F

50
F=
(A final — A inicial)padrdo
Exemplo:
Leituras:

(A final — A inicial) padrdo = 0,131
(A final — A inicial) amostra = 0,250

50
F= = 381,68
0,131

Creatinina (mg/dL) = 0,250 x 381,68 = 95

‘7PONTO FINAL - JAFFE (adequado para espectrofotd-
" metro).

Realizacdao do Teste no Soro/Plasma
12 Etapa - Desproteinizagao

Ndo é necessario proceder a desproteinizagdo do padréo.
Vide 22 etapa - colorimetria

Em um tubo de ensaio proceder como segue:
2,0mL
200pL

Agitar e centrifugar, em alta rotagdo, durante 5 minutos.

Reagente Tungstico

Amostra

* O sobrenadante pode apresentar-se turvo. A ocorréncia de
turvacao nao interfere nos resultados finais.

-

2@ Etapa - Colorimetria

B P T

Decantar todo o sobrenadante da |/ |
etapa anterior para um tubo limpo e
prosseguir a reagdo com 0 mesmo.

Descartar o tubo com precipitado.

Amostra - -

Agua destilada 2mL | 2mL -
Solugao padrao - 200pL -
5mg/dL

Reagente Picrico| 0,5mL| 0,5mL 0,5mL
Solugao Alcalina|2 gotas|2 gotas 2 gotas

Homogeneizar e deixar repousar a temperatura ambiente (20-
30°C) durante 7 minutos. Ler as absorvancias em 520nm,
acertando o zero com o branco.

N3o realizar leituras em outros comprimentos de onda.
A cor final permanece estavel por 20 minutos, a temperatura
ambiente (20-30°C).

Realizacao do Teste na Urina

B P T
Agua destilada 2mL 2mL 2mL
Urina - - 20uL
Solugao padrao - 20uL -
50mg/dL
Reagente Picrico 0,5mL 0,5mL 0,5mL
Solugao Alcalina 2 gotas | 2 gotas | 2 gotas

Homogeneizar e deixar repousar a temperatura ambiente (20-
30°C) durante 7 minutos. Ler as absorvancias em 520nm,
acertando o zero com o branco.

N&ao realizar leituras em outros comprimentos de onda.
A cor final permanece estavel por 20 minutos, a temperatura
ambiente (20-30°C).

CALCULOS - PONTO FINAL
SORO/PLASMA
Creatinina (mg/dL) = absorvancia do teste x F

5
Fator (F) =

absorvancia padrdo (média)
Exemplo:
Leituras:
Padrdo: 0,160; 0,161; 0,169
Teste 0,033

0,160 + 0,161 + 0,169

Média (padrdo) = 3

5

0,163
Creatinina (mg/dL) = 0,033 x 30,67 = 1,0
URINA:

= 30,67

Creatinina (mg/dL) = absorvdncia x F
50

Fator (F) =
absorvincia padrdo (média)
Exemplo:
Leituras:
Padrdao: 0,160; 0,161; 0,169
Teste 0,350

0,160+ 0,161 + 0,169

Média (padrdo) = =0,163
3
50
F =—— =306,75
0,163

Creatinina (mg/dL) = 0,350 x 306,75 = 107
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DEPURACAO (CLEARANCE) DA CREATININA ENDOGENA
(24HORAS)

1. Instruir o paciente para que faga uma coleta correta da urina de 24 horas.
2. Dosar a creatinina no soro e na urina.
Depuragdo da creatinina endégena =
U 1,73
— xVMx — (mL/minuto/1,73m? superficie corporal)
P S
U = creatinina urina mg/dL.
P = creatinina soro mg/dL.
VM = volume minuto urindrio: dividir o volume urindrio (colhido) em
mL por 1440, para se obter o volume minuto.
S = superficie corporal do paciente. E necessdrio a utilizacdo de
nomograma para o cdlculo da superficie corporal do paciente. Caso ndo
possua, solicite o seu junto ao Servigo de Atendimento ao Consumidor.
Exemplo:
Creatinina no soro (mg/dL) = 1,08
Creatinina na urina (mg/dL) = 109

Volume de 24 horas = 1500mL
Volume minuto = 1500 + 1440 = 1,042.
Peso = 70Kg Altura = 175cm
S= 1,85m?
109 1,73
Depuragdo da creatinina endogena = x 1,042 x
1,08 1,85

Depuragdo da creatinina endiogena = 98,5  (mL/minuto/1,73m? su-

perficie corporal)

CALCULO CREATININA URINARIA mg/kg de peso/24horas
Creatinina Urina = 105mg/dL

Volume Urindrio de 24 Horas = 1500mL

Peso kg =70

® 1°Passo - Calcular a quantidade em mg/24horas

Creatinina urina (mg/dL) x Volume urindrio 24horas(mL)

Urina mg/24horas
100

105 x 1.500
100

Urina mg/24horas = 1575

® 2° Passo — Calcular a quantidade mg/kg de peso/24horas

Creatinina Urina mg/24horas
Peso (kg)

Urina mg/kg de peso/24 horas =

Urina mg/kg de peso/24 horas = 1575 =225

70
CURVA DE CALIBRAGAO

0.500 —

oano Padrio |Absorvancia (n?g.?:ici‘)
8 0.300 _ 1 0.000 0
5 2 0.039 1
§ 000 |- 3 0.096 2.5
5 4 0.190 5
i 5 0282 75
0000 b L L L L 1 6 0.385 10
0 2 4 6 8 10 12 14
concentragdo (mg/dl) 7 0.445 12.5

Curva de calibragdao realizada modo ponto final.
Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o resul-
tado de seu ensaio.

\-

® A curva de calibracdo é a representacdo grafica da relagdo

entre os valores das absorvancias com os valores das con-
centragdes de um conjunto de solugdes padrdo. Sdo ne-
cessarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo das
solugBes padrdo; (2) medicdo dos valores de absorvancia
das solugbes padrdo, de acordo com o especificado no pro-
cedimento técnico da presente instrugdo de uso, e (3) mon-
tagem de um grafico em papel especial, linear, onde sdo
relacionados os valores de absorvancia com os de concen-
tragdo, conforme demonstrado na figura acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em um
espectrofotometro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec, com-
primento de onda de 520nm e cubetas com passagem de
luz de 10mm.

® A curva de calibragdo demonstra a linearidade da reagao
até uma determinada concentragdo, na qual pode ser de-
terminado um fator de calibragao (F), de acordo com a Lei
de Beer.

® A reacdo é linear até 10mg/dL para dosagem sérica
e até 200mg/dL para dosagem urinaria.

e O kit de Creatinina Doles possui padrao no interva-
lo de linearidade da metodologia de Jaffé modifica-
do. O laboratério deve realizar o ensaio com o pa-
drdo que acompanha o kit e calcular seu fator de
calibragao (F), a exemplo do demonstrado
nos calculos abaixo.

® O fator deve ser refeito periodicamente e a cada
lote do produto.

® As solugles padrdes utilizadas foram ajustadas em seus
valores com os recursos do “Sistema Cobas Mira plus” e
com “Calibrador Roche” lote T1237A.

EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM UNIDADES S.I.
Creatinina (umol/L) = Creatinina (mg/dL) x 88,4.

Depuragdo da creatinina (mL/s) = Depuragao da creatinina (mL/
min) x 0,0167.

LIMITAC@ES DO SISTEMA

® As reagdes de modo final devem ser lidas impreterivelmente
a 520nm.

® Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugdes de uso. Qualquer alteragdo podera
levar a resultados erréneos.

® Exercicios fisicos podem causar valores elevados de
creatinina.

® Coleta incompleta ou errbnea em relagdo a urina pode
causar valores falsamente baixos.

® Algumas drogas como: aminoglicosideos, cimetidina, agen-
tes quimioterapicos e drogas nefrotdxicas como as
cefalosporinas e acido ascérbico entre outras, podem cau-
sar valores elevados de creatinina.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1. A limpeza e a secagem adequada do material a ser utiliza-
do sdo de fundamental importancia para a estabilidade
dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A agua utilizada na limpeza do material, no preparo dos
reagentes e na dosagem, deve ser de boa qualidade.

3. Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos,
aminas e agentes oxidantes, que deterioram os reagentes.

4. As pipetagens devem ser precisas.

5. O uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade (soro con-
trole N - Doles) e outro soro controle de valor elevado
(soro controle P - Doles).

() SAC: (62) 3269 0000 (Grande Goiania)
SAC: 0800 644 6433 (Demais localidades)
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VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério estabeleca sua propria
faixa de valores de referéncia na populagdo atendida.
Como orientagdo, sugerimos os seguintes valores:

Soro

Adultos Mulheres 0,5 - 1,1mg/dL
Homens 0,6 - 1,2mg/dL
Recém-nascido 0,3 - 1,2mg/dL
Urina
Mulheres 16 a 22mg/kg peso/24 horas
Homens 21 a 26mg/Kg peso/24 horas

DEPURACAO DE CREATININA
Adultos (< 40 anos) :
Mulheres 88 - 128mL/min/1,73m?
Homens 97 -137mL/min/1,73m?
Recém-nascidos40 - 65mL/min/1,73m?2
As taxas de depuragdo diminuem com a idade, na ordem de
6,5mL/minuto/década.

SIGNIFICADO CLINICO

A creatinina é eliminada pelos rins em velocidade relativamente
constante, através de filtragdo glomerular e excregdo tubular
ativa. Sua concentragdo independe da ingestdo de proteinas
na alimentacdo e ndo é afetada pelo volume urinario. A con-
centracdo de creatinina sérica € mais sensivel e especifica do
que a concentracdo de ureia sérica no estudo da fungdo renal.
Valores aumentados indicam problemas de fungdo renal. Ge-
ralmente o nivel sérico de creatinina é proporcional a severi-
dade da enfermidade.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 45 testes em amostras cujo teor de creatinina
se situava no intervalo de 0,6 a 10mg/dL. Esses ensaios foram
realizados em paralelo com uma metodologia de referéncia. A
comparacgao do kit de Creatinina Doles (Y) com a metodologia
mencionada (X) deu origem a seguinte equagdo de regressdo
linear: Y= 0,11 + 0,983X, sendo o coeficiente de correlagdo r =
0,98.

Testes mostram uma recuperagao de 96 - 104%.

Erro da média foi de 2,34%.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
com 2 amostras, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1| Amostra 2
Concentragdao (mg/dL) 1,11 5,77
Desvio padrao 0,04 0,14
Coeficiente de variagcao (%) 3,60 2,42

Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens, durante
20 dias consecutivos, obtendo-se os seguinte resultados:

Amostra 1| Amostra 2
Concentragdao (mg/dL) 1,29 6,52
Desvio padrao 0,05 0,20
Coeficiente de variacao (%) 3,88 3,07

Especificidade: a presente metodologia esta sujeita a in-
terferéncia de algumas substancias cromoégenas (ver em subs-
téncias interferentes).

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,004,
corresponde a 0,1mg/dL de concentragdo de creatinina, quando
realizados os testes em espectrofotometro, a 520nm. A sen-
sibilidade do sistema estad diretamente relacionada com a do
aparelho utilizado no laboratorio.

Diluicao da matriz: estudos sucessivos de diluicdo da ma-
triz mostraram que ndo ha interferéncia na sensibilidade
diagnostica da presente metodologia de Jaffé modificado.

Substancias interferentes: a presente metodologia esta
sujeita a interferéncias de varios compostos. Algumas subs-
tancias que interferem na reacdo: Acido Ascérbico, piruvato,
acetona, Acido Acetoacético e antibidticos do grupo
aminoglicosideo. Tais substdncias desenvolvem cor na pre-
senca do reagente, fornecendo resultados até 10% mais ele-
vados. Soros ictéricos podem ser causa de resultados falsa-
mente diminuidos de creatinina. Alguns medicamentos inter-
ferem nos niveis de creatinina, alterando assim os seus valo-
res (ver em limitagdes do sistema). Para controle de tal inter-
feréncia, é recomendado que o paciente seja questionado
quanto ao uso de medicamentos.
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TERMOS E CONDICOES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem estritamente

as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de setembro de 1.990 -

Codigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para diagnds-

tico sdo garantidos na sua performance, reprodutibilidade e

qualidade até a data de vencimento dos mesmos, se obedeci-

das as condigbes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimen-
to técnico.

2.As condigdes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condigdes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas téc-

nicos comprovados serdo substituidos, sem 6nus para

o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratorios Ltda.
CNPJ: 01.085.513/0001-05

Rodovia BR 153, Km 1273, Lt.07, Chacara Retiro

CEP: 74001-970 Goiania - GO - Brasil

Caixa Postal 1051

email: doles@doles.com.br

M.S.: n° 10231810014

Revisao: 21 (08/2009)

NEBER ISO 9001

Sistema da Qualidade
certificado desde 1999
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