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CREATININA
PRINCÍPIO DE AÇÃO

Metodologia: Jaffé modificado.

Colorimétrica de Ponto Final : a Creatinina reage com o Ácido pícrico, formando um complexo de cor amarelo-avermelhado. Nesse pH ocorre a máxima formação do complexo corado Creatinina-picrato e também com outros elementos plasmáticos. Com a adição do Reagente Ácido, o pH é diminuído e a cor devida à Creatinina é desfeita, permanecendo a cor devida aos cromogênios. 
Por diferença entre as leituras obtidas no pH alcalino e no Ph ácido, obtém-se o valor real da Creatinina.

Cinética de Tempo Fixo: a variação na velocidade de formação do Picrato alcalino, sem acidificação do produto formado, é obtida através de duas leituras espectrofotométricas nos primeiros minutos. As leituras assim obtidas são livres da reação do Picrato com os cromogênios, permitindo assim a determinação da Creatinina.
AMOSTRA

Preparo do Paciente

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

Amostras utilizadas

Soro ou plasma colhido com heparina, oxalato, fluoreto, citrato ou EDTA Bioclin.

. A urina deve ser colhida por um período de 24 horas e conservada em geladeira até o momento da dosagem.
Estabilidade e armazenamento da amostra

O analito é estável 07 dias entre 2 e 8 ºC.
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

Não usar amostras com fortes sinais de hemolise e nem com presença de contaminação bacteriana.

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

REAGENTE UTILIZADO
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Componentes do kit

Número 1 - Padrão - conservar entre 15 e 30 ºC. Após o manuseio, conservar na geladeira entre 2 e 8 ºC para evitar evaporação. Contém: 
Creatinina 3 mg/dL

Número 2 - Ácido Pícrico - conservar entre 15 e 30°C. Contém :
 Ácido pícrico 60 mmol/L.

Número 3 - Reagente Alcalino - conservar entre 15 e 30°C. O reagente em baixas temperaturas pode apresentar turvação; para eliminá-la, aquecê-lo a 37 ºC.

Homogeneizar antes de usar. Contém: Hidróxido de sódio 110 mmol/L, Carbonato de sódio 75 mmol/L e surfactante.

Número 4 - Reagente Ácido - conservar entre15 e 30°C. Contém : 
Ácido acético 12,25 mol/L.
Preparo do Reagente de Trabalho

Misturar uma parte do Reagente No 2 (Ácido pícrico) com quatro partes do Reagente Nº 3 (Reagente alcalino). Armazenar em frasco âmbar. Estável 24 horas entre 15 e 30 ºC. Homogeneizar o Reagente de Trabalho antes de iniciar a técnica.
Estabilidade

Os reagentes são estáveis até a da data de validade impressa no rótulo quando conservados de acordo com a temperatura recomendada. Evitar a contaminação do produto durante o uso para não afetar a sua estabilidade.

Sinais de Deterioração dos Reagentes

Presença de partículas, turbidez e absorção do Reagente de Trabalho superior a 0,250 em 500 nm.

CUIDADOS E PRECAUÇÕES ESPECIAIS

1 - Somente para uso diagnóstico in vitro;

2 - Seguir com rigor a metodologia proposta para obtenção de resultados exatos;

3 - A água utilizada na limpeza do material deve ser recente e isenta de agentes contaminantes;

4 - Colunas deionizadoras saturadas liberam água alcalina, íons diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de forma significativa os resultados;

5 - O nível de água no banho-maria deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos de ensaio;

6 - O Reagente Nº 3 é cáustico; evitar contato com a pele. O Reagente Nº 4 deve ser manipulado com cuidado, pois é irritante para pele e mucosas, podendo causar queimadura leve;

7 - O descarte do material utilizado deverá ser feito obedecendo-se os critérios de biossegurança de acordo com a legislação vigente.
EQUIPAMENTOS

Técnica Manual

Condições de Reação

· Equipamento: Espectrofotômetro ou colorímetro
· Leitura: Comprimento de onda 510 nm (500-540)
· Banho – maria a 37°

· Cubeta termostatizada a 37 ºC caminho óptico de 1 cm
· Pipetas para medir amostras e reagentes
· Cronômetro
Procedimento Técnico Automatizado

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

Procedimento Técnico Alternativo

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

PROCEDIMENTO

Procedimento Manual

TÉCNICA I – PONTO FINAL

Marcar 3 tubos B (Branco), P (Padrão) e A (Amostra) e proceder como a seguir:
                                                 Branco          Padrão          Amostra
Reagente Nº 3                            2,0 mL         2,0 mL           2,0 mL

Água destilada                            250 μL             —                  —

Amostra                                        —                 —               250 μL

Reagente Nº 1                               —              250 μL              —-

Reagente Nº 2                            500 μL          500 μL            500 μL
Homogeneizar e incubar em banho-maria 37°C por 10 minutos. Ler as absorbâncias da Amostra e do Padrão em 510 nm (500 - 540), acertando o zero com o Branco.

A absorbância da Amostra será A1 e do Padrão P. Em seguida adicionar:
                                                Branco            Padrão         Amostra
Reagente Nº 4                           100 μL                —              100 μL
Homogeneizar e aguardar 5 minutos entre 15 e 30 ºC. Ler a absorbância A2 da Amostra em 510 nm (500 - 540), acertando o zero com Branco. A reação de cor é estável por 30 minutos.
DOSAGEM NA URINA

Anotar o volume colhido em mL, centrifugar uma alíquota da amostra de urina a ser dosada e proceder uma diluição de 1:25 (0,1 mL de urina e 2,4 mL de água destilada ou deionizada). Em seguida fazer a dosagem como na técnica descrita acima, omitindo a segunda etapa (acidificação). Multiplicar o resultado obtido por 25
TÉCNICA II- MÉTODO CINÉTICO DE TEMPO FIXO

PREPARAÇÃO DO REAGENTE DE TRABALHO

Misturar uma parte do Reagente Nº 2 (Ácido pícrico) com quatro partes do Reagente Nº 3 (Reagente alcalino). Armazenar em frasco âmbar. Estável 24 horas entre 15 e 30 ºC. 
Homogeneizar o Reagente de Trabalho antes de iniciar a técnica.
REAÇÃO:

Adicionar 0,1 mL de Padrão ou Amostra ( soro, plasma ou urina) a 1 mL de Reagente de Trabalho (previamente homogeneizado), homogeneizar e transferir imediatamente para uma cubeta termostatizada a 37°C. Medir as absorbâncias do Padrão e da Amostra em 510 nm (500-540) aos 30 e 60 segundos.
Procedimento Automatizado
Mencionar o manual ou POP para utilização do equipamento analítico. Anexar a programação dos reagentes para o equipamento automático.

CÁLCULOS

TÉCNICA I
Creatinina (mg/dL) =             A1 - A2                 x 3

                                   Absorbância do padrão
Como a reação segue a lei de Lambert-Beer, o Fator de calibração pode ser usado.
Fator de Calibração = Concentração do padrão (3 mg/dL)

                                        Absorbância do padrão
Creatinina (mg/dL) = ( A1 – A2 ) x Fator de Calibração
Creatinina na Urina (mg/24 h) = mg/dL x Volume de 24 h (mL)
                                                                    100
TÉCNICA II

Δ A do Padrão ou da Amostra = Abs. 60 segundos – Abs. 30 segundos
Fator de calibração = Concentração do padrão (3 mg/dL)

                                             Δ A do Padrão
Creatinina (mg/dL) = Δ A da Amostra x Fator de calibração
A reação de cor é linear até a concentração de 10 mg/dL. Para valores maiores, diluir a amostra com Cloreto de sódio 0,85% e repetir a determinação. Multiplicar o valor obtido pelo fator de diluição.
RESULTADOS

Unidade de Medida: mg/dL
Fator de Conversão de Unidades (mg/dL para SI): multiplicar por 0,0884.
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.

Deve ser prática rotineira do Laboratório Clínico o uso de soro controle para checar a precisão e exatidão das dosagens. Deve ser de 5% o erro máximo permitido em relação aos valores pré-estabelecidos para os controles.

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.
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
Os valores de referência em mg/dL, para o presente método, foram obtidos através da determinação de Creatinina em populações sadias do sexo masculino e feminino.
Soro ou plasma ............................ 0,4 a 1,4 mg/dL

Urina - Homem ........................ 21 a 26 mg/kg/24h

           Mulher ......................... 16 a 22 mg/kg/24h

Depuração - Homem ..... 97 a 137 mL/min/1,73 m2

                   Mulher ...... 88 a 128 mL/min/1,73 m2
mg/Kg peso = mg/24h dividido pelo peso corporal
SIGNIFICADO CLÍNICO

A Creatinina, sintetizada principalmente no fígado e nos rins, é produzida e excretada em um ritmo constante independente da dieta, grau de hidratação e metabolismo protéico. Com a falência da função renal, os dados laboratoriais proporcionam índices seguros quanto a capacidade renal de excretar, reabsorver e secretar.

A Creatinina está elevada na insuficiência renal aguda e crônica, na obstrução do trato urinário, na insuficiência cardíaca congestiva, na desidratação, no choque, no diabetes melittus.

Níveis diminuídos podem ser observados: nas distrofias musculares, desnutrição, diminuição da massa muscular, doença renal severa.
LINEARIDADE 

Linearidade

A reação de cor é linear até a concentração de 10 mg/dL
LIMITAÇÕES DO MÉTODO

O processo cinético só poderá ser realizado em espectrofotômetro com cubeta termostatizada à 
37 ºC, devido ao pequeno intervalo de tempo de reação. As metodologias descritas não deverão ser utilizadas para amostras extremamente lipêmicas.
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