QUIMICREA - Creatinina

Creatinina Picrato Alcalino
ANVISA: 10159820243

Finalidade
Reagdo cinética para determinagdo quantitativa de creatinina em amostras de soro, plasma, urina e
liquido amnidtico animais. Somente para uso diagnéstico “in vitro”.

Principio

A reagdo de Jaffé estd sujeita a interferéncias, por uma série de substancias, incluindo a proteina e gli-
cose. Modificagdes do procedimento foram desenvolvidas para combater essa desvantagem. Os pro-
cedimentos cinéticos tornaram-se populares por causa de sua rapidez, simplicidade e a vantagem de
evitar interferéncias. Este método esté baseado em uma modificagdo do procedimento, incorporando o
surfactante e outras substancias a fim de minimizar a interferéncia de proteina e de carboidratos.
Temos entdo a reagdo:

Meio Alcalino
Creatinina + Picrato de Sédio ————— > Complexo Creatinina Picrato

A Creatinina reage com é&cido picrico em condig¢des alcalinas, formando um complexo de cor lido a
510 nm. A razéo de formagéo da cor é proporcional a creatinina na amostra.

Metodologia

Reagdo de Jaffé modificado.

Significado Clinico

A Creatinina é eliminada do plasma por filtragdo glomerular e ndo é reabsorvida nos tdbulos em grau
significativo, resultando em uma velocidade de depuragdo mais elevada do que a da uréia, cuja reab-
sorgdo nos tubulos atinge, em condi¢des normais, 40% do que é filtrado nos glomérulos. Além dis-
s0, quando os niveis de creatinina no plasma ultrapassam seu valor normal, o rim pode eliminar essa
substéncia por excregdo tubular ativa. Por conseguinte, as elevagdes da taxa de creatinina no sangue
s80, em geral, mais tardias do que as de uréia.

Reagentes
Reagente Unico pronto para uso, conservar entre 2 - 8°C e mantélo ao abrigo da luz.
Contém: Acido picrico 10 mM, hidréxido de sédio 250 mM, pH 13,0.

Padrdo (c6d 3004): Conservar entre 2 - 30°C. Solugdo aquosa contendo concentragdo padréo de
creatinina. Verifique a concentragéo do padréo no rétulo do frasco.

Os reagentes ndo abertos sdo estéveis até a data de vencimento impressa no rétulo do produto e on
board (em um compartimento refrigerado do analisador) possuem estabilidade de aproximadamen-
te 5 dias. Em alguns analisadores que n3o apresentam boa vedag&o nos discos de reagentes, apds
24 horas é possivel observar uma discreta queda nos resultados. Durante o manuseio, os reagentes
estdo sujeitos a contaminagdo de natureza quimica e microbiana que podem provocar redugéo da
estabilidade.

Precaucoes e Cuidados Requeridos

Este reagente deve ser usado somente para diagnéstico “in vitro”.

O reagente de Creatinina deve ser mantido sob refrigeragéo entre 2-8°C, evitando locais da geladeira
sujeitos a jatos de ar frio ou risco de congelamento localizado, pois a exposigéo ao frio extremo pode
favorecer a formagao de cristais. Para garantir o desempenho adequado, recomenda-se armazenar o
frasco em area protegida dentro da geladeira, deixar o reagente atingir a temperatura ambiente antes
do uso e homogeneizar suavemente o contetido.

O &cido picrico é um agente fortemente oxidante. Evite contato com a pele. No caso de contato, la-
var com dgua em abundéncia. Uma vez evaporado, o 4cido picrico é explosivo. Deve-se monitorar a
temperatura do ambiente de trabalho bem como o tempo de reagé@o para obtengdo de resultados
corretos.

N3o usar o reagente se estiver visualmente turvo (contaminado), se a absorbancia do branco ultra-
passar 0,330 (convertido para 1,0 cm de espago 6tico) quando medido em 500-510nm ou se houver
dificuldade em conseguir os valores estabelecidos para o soro controle fresco. A estabilidade do rea-
gente de creatinina (Picrato Alcalino) é reduzida de modo imprevisivel quando mantido em frasco
aberto fora da temperatura de armazenamento.

Material Necessario nao Fornecido
1. Banho-maria ou analisador capaz de manter uma temperatura de 37°C e capaz de medir ab-
sorbancia em 510 nm (505-515 nm).

2. Pipetas para medigédo de amostras e reagente.
3. Agua destilada/deionizada.

4. Consumiveis do analisador quando usado.

5. Soros Controle e Calibrador.

6. Crondémetro.

Amostra

Soro: Amostras de soro livre de hemédlise. A creatinina no soro é estével por 7 dias se estiver refrige-
rado a temperatura de 2 - 8°C.

Para periodos mais prolongados, congelar a amostra (-20°C).

Plasma: Amostras de plasma devem ser colhidas em tubo com heparina, EDTA, fluoreto, oxalato, ci-
trato.

Urina: E recomendada uma diluigdo de 1:25. Amostras de urina s3o estaveis por 7 dias a 4°C.
Amostras de urina e liquido amnidtico devem ser centrifugados antes da dosagem. Todas as amos-
tras e controles sdo considerados potencialmente infectantes, portanto sugerimos manusea-las se-
guindo as normas estabelecidas de Biosseguranga.

Preparo do Paciente

Caes e Gatos

Jejum recomendado é de 8 a 12 horas (bioquimica) e em filhotes de 4 a 6h podendo beber dgua. Dei-
xar em repouso por 30 minutos.

Bovinos

Jejum geralmente nao obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.

Equinos

Jejum geralmente nao obrigatério.

Evitar estresse pois pode alterar o lactato.

Aves

Jejum recomendado de 2 a 4 horas.

Evitar estresse do animal.

Mamiferos pequenos

Jejum geralmente ndo recomendado. Evitar estresse do animal.

Interferéncias

Bilirrubina até 24,3 mg/dL, hemoglobina até 200 mg/dL e lipemia (triglicérides) até 1020 mg/dL ndo
interferem significativamente no resultado. Algumas drogas e substéncias afetam a concentragdo
da creatinina,sugerimos consultar Young et al.

Parametros do Sistema

Temperatura 37°C
Comprimento de Onda 510 nm
Tipo de Reagdo Cinética
Diregéo Crescente

Relagdo Amostra/Reativo | 110

Vol. Amostra 100 uL

Vol. Reagente 1,0 mL

Tempo de Incubagéo 60 segundos (retardo)
Intervalo de leitura 120 segundos
Nlmero de intervalos 1

Calibragao

Utilizar Quimicalib Ebram C6d.7023/12023 ou o padrao que acompanha o kit do céd 3004. A con-
centragdo de creatinina no calibrador é rastredvel ao material de referéncia NIST 909¢/NIST SR-
M967d (rastreaveis ao método ID-GC/MS) e no padrdo ao UNE-EN ISO 17511.

Procedimento Automatizado

Aplicagdo no sistema automatizado: vide manual para utilizagado do equipamento e instrugdes de uso
do reagente.

Aplicagdo no sistema semi-automatico: proceder como demonstrado a seguir no procedimento ma-
nual somente até o item 1 (preparagéo dos tubos), em seguida utilizar o equipamento para leitura,
seguindo protocolo analitico especifico baseado no item Pardametros do Sistema.

Nota: Adicionar as amostras no tubo somente no momento que antecede a aspiragdo do equipamento.

Procedimento Manual
1. Separar 3 tubos de ensaio e realizar os procedimentos conforme abaixo:
Branco Padrdo Amostra/S.C.
Agua destilada 100pL - -
Padrédo - 100uL -
Amostra / SC. - - 100uL
Reagente 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Nota: Realizar a incubagdo das amostras, padréo e soro controle (SC.) individualmente.

2. Colocar 1,0 mL do reagente em cada tubo e deixar em banho - maria (BM) a 37°C por 60 segundos.
O nivel de 4gua no BM deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio.

3. Zerar o espectrofotémetro a 510 nm ( 505 - 515 nm) com o branco.

4. Cuidadosamente, adicionar 100uL do padrdo no tubo correspondente, homogeneizar e incubar
em BM a 37°C. Acionar o cronémetro.

5. Registrar as absorbancias, inicial (A1) aos 60 segundos de incubagao e final (A2) aos 180 segundos.

Proceder em seguida do mesmo modo com os soros controle e as amostras.
Obs.: Procedimento sugerido para espectrofotdmetros que requerem volume minimo de 1,0 mL e podem
ser ajustados proporcionalmente sem influéncia no desempenho do teste.
Salientamos que volumes de amostra menores do que 10 pL aumentam a imprecisdo da medi¢do em
aplicagdes manuais.



Calculos
(Abs. = Absorbancia) / (Conc. = Concentragdo) / (A Abs. /min = A2 - A1)

Método ndo compensado
Creatinina da Amostra (mg/dL) =
A Abs /min (amostra)

x concentragdo do Padrdo (mg/dL)
A Abs /min (padréo)

Método compensado
Creatinina da Amostra (mg/dL) =
A Abs /min (amostra)

x concentragdo do Padrdo (mg/dL) - 0,37
A Abs /min (padréo)

Calculo para Urina de 24 horas:
Urina = Creat. Amostra (g/L) x fator diluigdo x Volume (L)
Obs>g/L=mg/dL x 0,01

Depuracéo da creatinina endégena
Depuragéo (mL/min) =

U 173

— xVMx—

S A
U = Creatinina na urina (mg/dl)
S = Creatinina no soro (mg/dl)
1,73 = superficie corporal padréo
A = valor de surperficie corporal do paciente (m?) - obtido através do nomograma correlacionando
peso (kg) e altura (cm).

VM = volume urinario em 24horas (ml)

1440 ( tempo de coleta em minutos)

Exemplo:

A Abs /min(amostra) = 0.01

A Abs /min(padrdo) = 0.05

Conc. padrdo = 5.0 mg/dL

Volume urinério 24 hs =1,25L

OBS:g/L =mg/dlx 0,01

Creatinina Amostra = (0,01/ 0,05) x 5,0 =10 mg/d|
Creatinina Amostra = 1,0 mg/dl = 0,01g/L
Creatinina na Urina=0,01x 25 x 125

Creatinina na Urina = 0,32 g/24hs

Linearidade

Quando executado de acordo com o recomendado, o teste é linear até 20 mg/dL. Amostras com valor
superior a 20 mg/dL devem ser diluidas com NaCl a ponto de ficarem entre 0,1 - 20 mg/dL e os resul-
tados devem ser multiplicados pelo fator de diluigéo.

Controle de Qualidade

Cada laboratério deve manter um programa interno de qualidade que defina objetivos, procedimentos,
normas, limites de toleréncia e agdes corretivas. Deve-se manter também um sistema definido para se
monitorar a variagdo analitica do sistema de medigdo. Aconselhamos o uso dos soros controle Quimi-
control Normal e Quimicontrol Anormal Ebram Céd. 7024/12024 e 7031/12031.

Valores Esperados
Caninos: 0,5 - 15 mg/dL
Felinos: 0,7 - 1,8 mg/dL
Bovinos: 1,0 - 1,8 mg/dL
Equinos:12 - 19 mg/dL
Caprina: 0,6 - 14 mg/dL
Ovina: 06 - 14 mg/dL
Suina:0,5 - 2,1 mg/dL

Urina=06 - 16 g/24 h (600 - 1600 mg/24 h)

As concentragdes de creatinina no liquido amniético foram inicialmente descritas como marcador de
maturidade renal no feto, sendo que, atualmente representa o marcador de maior acuracia para fun-
¢3do renal na gestagdo. Os niveis de creatinina medidos no liquido amnidtico também s3o adequados
para o estabelecimento da maturidade fetal. Baildo et al. (1975) estabeleceram em 1,8 mg/dL o valor
de referéncia para maturidade fetal.

Estes valores s&o dados unicamente como titulo orientativo. E recomendado que cada laboratério
estabelega seu préprio intervalo de referéncia.

Estudos Comparativos
Estudos executados entre este procedimento e uma metodologia similar produziram os seguintes resul-
tados estatisticos:

‘ Ebram Produtos Laboratoriais Ltda.

Rua Julio de Castilhos, 500 - Belenzinho - Sdo Paulo - SP
Tel.: +551122912811 - CEP 03059-001 - IndUstria Brasileira
CNPJ.: 50.657402/0001-31

Responsavel Técnica
Dra. Nadjara Novaes Longen - CRF-SP - 37451

SAC Ebram

Para mais informagdes, entrar em contato
com o SAC 0800 500 2424 ou (O 112574 7110
sac@ebram.com | ebram.com.br

Ndmero de amostras 49

Intervalo dos resultados 0,40 -19,80

Coeficiente de correlagdo | 09994

Inclinagdo 098
Intercepta 0,03 (mg/dL)
Precisao

Estudos de precisdo foram executados com dois niveis (normal e patolégico) sendo que cada amostra
fora processada por 40 vezes e os seguintes dados estatisticos foram encontrados:

N=40 Nivel 1 Nivel 2

Média (mg/dL) 128 424

D.P. (mg/dL) 0,08 0,06

CV. (%) 63 09
Exatidao

As amostras foram processadas em duplicata por 10 dias consecutivos, duas vezes por dia. Os seguin-
tes dados estatisticos foram encontrados:

N=10 Nivel1 Nivel 2
Média (mg/dL) 128 424
D.P. (mg/dL) 0,08 010
CV. (%) 63 13

Sensibilidade Metodolégica
01 mg/dL

Especificidade
Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatério e hospitalizados,
pode-se inferir que o método tem uma especificidade metodolégica adequada.

Observacoes

1. A limpeza e a secagem adequadas do material utilizado sdo fatores fundamentais para estabi-
lidade dos reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2. A &gua utilizada no laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para

preparar reagentes e usar nas medic¢des, deve ter resistividade >1 mega ohm ou condutividade
<1 microsiemens e concentragéo de silicatos < 0,1 mg/L (dgua purificada). Para o enxague da
vidraria a 4gua pode ser purificada, com resistividade > 0,1 megaohms ou condutividade <10
microsiemens. No enxague final também utilizar &gua purificada.

Apresentagao
Linha Bioquimica Geral: 1x 200mL +1x1,0mL
Linha Bulk: 1x 500mL
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