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CREATININA-PP
FUNDAMENTO
A creatinina e os interferentes presentes na amostra reagem com o picrato em meio alcalino originando um complexo colorido. Mede-se a velocidade de formação desse complexo em períodos iniciais curtos, evitando-se assim a interferência de outros compostos.

Uma primeira leitura é realizada aos 30 segundos iniciais da reação para eliminar o efeito dos interferentes de reação rápida. Aos 90 segundos de reação é realizada uma segunda leitura, antes que os interferentes de reação lenta possam ter efeitos significativos. Dessa forma, isola-se a formação do complexo creatinina-quelante e a determinação colorimétrica do produto final torna-se livre de interferentes, referindo-se exclusivamente à creatinina presente no teste.

Os principais interferentes são representados pela glicose, frutose, ácido úrico, ácido ascórbico, corpos cetônicos e proteínas plasmáticas.

APLICAÇÃO CLÍNICA

A dosagem da Creatinina, juntamente com o clearance de creatinina, é empregada principalmente para avaliar a função renal. 

AMOSTRA

Preparo do Paciente

Colher sangue pela manhã após jejum de 8 horas, salvo orientações médicas.

Amostras utilizadas

Soro, Plasma, Urina e Líquido Amniótico.

Urina e líquido amniótico devem ser centrifugados antes da dosagem.

Estabilidade e armazenamento da amostra
O analito no soro ou plasma é estável por 7 dias entre 2-8°C.
A amostra de urina de 24 horas deve ser conservada em geladeira, durante o período de coleta até o momento da dosagem.

Volume ideal utilizado para análise

(Definir o volume ideal a ser encaminhado para análise).

Volume mínimo utilizado para análise
(Definir o volume mínimo a ser encaminhado para análise).

Critérios para rejeição da amostra

Anticoagulantes como heparina, EDTA, oxalato, citrato e fluoreto não interferem.

Fazer referência ao manual ou POP de coleta, separação e distribuição de material.

REAGENTE UTILIZADO

CREATININA-PP

CAT. 435

MS 80022230066

GOLD ANALISA DIAGNÓSTICA LTDA

CNPJ – 03.142.794/0001-16

Av. Nossa Senhora de Fátima, 2363         Belo Horizonte – MG – Brasil

Farmacêutico Responsável: Homero Jackson de Jesus Lopes
CRF – MG - 2010

Componentes do kit

Conservar em temperatura ambiente (15-30(C).

1.Padrão - Contém creatinina 4 mg/dL. Padrão rastreável ao Standard Reference Material (SRM) 914 do National Institute of Standards and Technology (NIST).
2.Ácido Pícrico - Contém ácido pícrico 22,2 mmol/L. 
3.Tampão - Contém hidróxido de sódio 200 mmol/L.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até o vencimento da data de validade impressa no rótulo do produto e na caixa quando conservados na temperatura recomendada, bem vedados e se evite a contaminação durante o uso.

Sinais de Deterioração dos Reagentes

1-Presença de partículas e turbidez indicam deterioração dos reagentes.

2-A absorbância do Reagente de Trabalho lida contra a água em 510 nm superior a 0,200.

Precauções e Cuidados Especiais 

1- Aplicar os cuidados habituais de segurança na manipulação dos reagentes e amostra biológica.

2- Recomendamos o uso das Boas Práticas de Laboratórios Clínicos para a execução do teste.

3- O Tampão (3) é corrosivo. Contato com os olhos, pele e mucosas deve ser evitado. Não aspirar ou ingerir.

4- De acordo com as instruções de biossegurança, todas as amostras devem ser manuseadas como materiais potencialmente infectantes.
5- Descartar os regentes e as amostras de acordo com as resoluções normativas locais, estaduais e federais de preservação do meio ambiente.

EQUIPAMENTOS

Procedimento Técnico Manual

· Espectrofotômetro com cubeta termostatizada (leitura em 490 a 520 nm);

· Tubos e Pipetas;
· Cronômetro.
Procedimento Técnico Automatizado

Citar nome, modelo e o local onde se encontra o equipamento. Fazer referência ao manual ou POP para utilização do mesmo.

Procedimento Técnico Alternativo

Citar o equipamento alternativo e os procedimentos para medição dos ensaios. Indicar as possíveis diferenças quando os procedimentos manuais substituírem os procedimentos automatizados.

Procedimento em Analisadores Automáticos

Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar o guia de aplicação dos reagentes para o sistema automático.

Interferências

A bilirrubina até 5 mg/dL, hemólise (hemoglobina até 180 mg/dL) e lipemia (triglicérides até 900 mg/dL) não produzem interferências.

Amostras com valores de bilirrubina acima de 5 mg/dL produzem resultados falsamente diminuídos.

Amostras com valores de triglicérides entre 900 e 1800 mg/dL produzem resultados falsamente elevados que podem ser eliminadas através do procedimento com desproteinização. Quando a taxa de triglicérides estiver entre 1800 e 3500 mg/dL, diluir a amostra a ½ com solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%) e seguir o procedimento com desproteinização.

Multiplicar o resultado final por 2.

Preparo de Reagente de Trabalho
De acordo com o consumo, misturar 1 volume de Àcido Pícrico (2) com 4 volumes de Tampão (3). Estável por 15 dias entre 2-8°C.
PROCEDIMENTO

Procedimento Manual
A-Condições de Reação

               Leitura: Comprimento de onda 510nm

               Temperatura: 37°C

               Tipo de reação: Cinética de dois pontos

B-Técnica de Análise Direta

1- Deixar a temperatura do fotômetro e a do Reagente de Trabalho atingir a temperatura de 37°C.

2- Ajustar o comprimento de onda do fotômetro em 510 nm (490 a 520nm) e acertar o Zero de absorbância com água deionizada.

3- Em um tubo rotulado Padrão e em outro rotulado Teste pipetar:

1000 µL de Reagente de Trabalho + 100 µL de Padrão ou Amostra.

4- Misturar e transferir imediatamente para a cubeta termostatizada em 37°C e acionar o cronômetro.

5- Fazer uma leitura fotométrica do Padrão (AP) e do Teste (AT) aos 30 segundos (A30) e uma segunda leitura aos 90 segundos (A90).

6- Calcular diferença de absorbância entre 90 e 30 segundos (A90 – A30) para o Padrão e para o Teste.

CÁLCULOS 

Ver linearidade
∆A do Teste ou do Padrão = A90 segundos – A30 segundos

Como a metodologia obedece á lei de Lambert-Beer, pode-se efetuar os cálculos através do Fator de Calibração (FC).

∆P = (A90 - A30) Padrão

∆T = (A90 - A30) Teste

CP = Concentração do Padrão = 4,0 mg/dL

CT = Concentração do Teste em mg/dL

FC = CP ÷ ∆P

CT = FC × ∆T

Exemplo

Se A30 Padrão = 0,094

Se A90 Padrão = 0,142

Se A30 Teste = 0,122

Se A90 Teste = 0,136

∆P = 0,142 – 0,094 = 0,048

∆T = 0,136 – 0,122 = 0,014

FC = 4,0 ÷ 0,048 = 83
CT = FC × ∆T = 83 × 0,014 = 1,16 mg/dL

C-Técnica de Análise com Desproteinização

1- Misturar 0,2 mL de soro com 0,4 mL de Ácido Pícrico (2).
Agitar e centrifugar durante 10 minutos.

2- Deixar a temperatura do fotômetro e a do Reagente de Trabalho atingir a temperatura de 37°C.

3- Ajustar o comprimento de onda do fotômetro em 510 nm (490 a 520 nm) e acertar o Zero de absorbância com água deionizada.

4- Em um tubo rotulado Teste pipetar:

0,8 mL de Tampão (3) + 0,3 mL do sobrenadante límpido.

5- Misturar e transferir imediatamente para a cubeta termostatizada em 37°C e acionar o cronômetro.

6- Fazer uma leitura fotométrica do Teste (AT) aos 30 segundos (A30) e uma segunda leitura aos 90 segundos (A90).

7- Calcular diferença de absorbância entre 90 e 30 segundos (A90 - A30) para o Teste.

8- Para os cálculos de concentração do Teste, utilizar o mesmo Fator de Calibração obtido na Técnica de Análise Direta.

Cálculos

Seguir os mesmos cálculos do Procedimento Direto.

Dosagem na Urina

A-Preparo da Amostra

Instruir o paciente para coletar corretamente a urina no período de tempo estipulado pelo médico (12 – 24 horas ou outro).

Homogeneizar bem a amostra de urina. Centrifugar e diluir a urina a 1:25 (0,2 mL de urina + 4,8 mL de água destilada ou deionizada).

B-Dosagem e cálculos

Seguir a mesma metodologia para a dosagem no soro.

Multiplicar o valor obtido por 25.

CT em mg/dL = valor obtido na dosagem × 25

Atenção

• As técnicas apresentadas são adequadas para fotômetros cujo volume mínimo de solução para a leitura é igual ou menor que 1000 µL.

• O analista sempre deve fazer uma verificação da necessidade de ajuste do volume para o fotômetro empregado no seu laboratório.

• Volumes da amostra menores do que 10 µL são críticos em aplicações manuais e devem ser usados com cautela porque aumentam a imprecisão da medição.

• Os volumes de Amostra e de reagente podem ser modificados proporcionalmente, sem prejuízo para o desempenho do teste e o procedimento de cálculos permanece inalterado. Em caso de redução dos volumes é fundamental que se observe o volume mínimo necessário para a leitura fotométrica.

Clareamento (Depuração) Da Creatinina

Instruir o paciente para que faça uma coleta correta da urina de 24 horas.

O soro pode ser obtido em qualquer momento do período de coleta da urina.

Dosar a creatinina do soro e da urina utilizando as metodologias propostas.

Aplicar os resultados das dosagens no soro e na urina na equação abaixo:

Clareamento = (U ÷ S) × VM

U = creatinina na urina (mg/dL)

S = creatinina no soro (mg/dL)

VM = volume minuto (volume urinário de 24h em mL dividido por 1440 min)
Atenção

O clareamento deverá ser corrigido para a superfície corporal do paciente, que é obtida através de nomograma correlacionando peso e altura. Multiplicar o valor da depuração por 1,73 e dividir pela superfície corporal do paciente.

Exemplo

U = Creatinina na urina = 118 mg/dL

S = Creatinina no soro = 1,2 mg/dL

Volume de 24 horas = 1680 mL

VM = Volume minuto = 1680 ÷ 1440 = 1,17 = 115 mL/min

Peso do paciente = 60 kg
Altura do paciente = 165 cm

Superfície corporal do paciente = 1,66 m2

Clareamento corrigido = (115 × 1,73) ÷ 1,66 = 120 mL/ min
RESULTADOS

Não Aplicável.
CONTROLE DA QUALIDADE

Materiais

Identificar os materiais de controle interno e externo da qualidade, citando fabricante e número de catálogo.

Referenciar POP para limpeza e secagem dos materiais utilizados. 

Controle Interno

Descrever a calibração periódica de pipetas, equipamentos utilizados, controle de temperatura ambiente e geladeiras para armazenamento dos kits.

Citar a utilização de soros controles (nível normal –código --------- e patológico –código -------) nas análises realizadas juntamente com a freqüência da utilização dos mesmos. Descrever o procedimento de verificação de novos lotes de controles e reagentes.

Citar POP para controle interno.

Controle Externo 

Descrever os procedimentos utilizados nas avaliações de qualidade feitas por programas de comparação entre laboratórios ou outros controles de qualidade: PNCQ-SBAC e/ou PELM-SBPC

Gerenciamento dos dados obtidos no Controle Interno e Externo

Definir como os dados de controle são arquivados e gerenciados.

Fazer referência ao manual ou POP de garantia da qualidade.

VALORES DE REFERÊNCIA

Soro ou Plasma

Homens: 0,9 a 1,3 mg/dL

Mulheres: 0,6 a 1,1 mg/dL
Urina

Homens: 14 a 26 mg/kg peso /24h

Mulheres: 11 a 20 mg/kg peso/24h

Nota

mg/kg de peso = mg/24horas dividindo pelo peso (kg) corporal do paciente.

Clareamento da Creatinina

Homens: 97 a 137 mL/ minuto/ 1,73 m2
Mulheres: 88 a 128 mL/ minuto/ 1,73 m2
Estes valores devem ser usados como uma orientação. É recomendado que cada laboratório estabeleça seus próprios valores de referência.

SIGNIFICADO CLÍNICO

A creatinina, sendo um dos produtos do metabolismo nitrogenado, deve ser removida do corpo continuamente através dos rins. A constância na formação e excreção da creatinina faz dela um marcador muito útil de função renal, principalmente da filtração glomerular, em virtude da sua relativa independência de fatores como dieta, grau de hitratação e metabolismo protéico. A determinação da creatinina plasmática é um teste de função renal mais seguro do que a uréia. Nas doenças renais, a creatinina se eleva mais vagarosamente do que a uréia, e se reduz mais vagarosamente com a hemodiálise. 

A dosagem elevada indica disfunção renal e o grau de evolução da enfermidade.

LINEARIDADE 
Linearidade

A reação é linear até 12 mg/dL. Para valores maiores diluir a amostra com solução de NaCL 150 mmol/L (0,85%) e repetir a determinação. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de diluição.
SENSIBILIDADE ANALÍTICA
O limite de detecção é igual a 0,14 mg/dL, equivalente a média mais dois desvios padrão de vinte ensaios de uma amostra protéica não contendo creatinina.

LIMITAÇÕES DO MÉTODO

Os resultados deverão ser usados em conjunto com informações disponíveis da avaliação clínica e outros procedimentos diagnósticos.
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