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LINEA LIQUIDA

Creatinina

cinética AA

Método cinético para la determinacion de creatinina
en suero, plasma u orina

SIGNIFICACION CLINICA

La creatinina, compuesto sumamente difusible, se elimina
del organismo casi exclusivamente por filtracion renal. Su
determinacién en suero, asi como la depuracion de creati-
nina enddégena constituyen pardametros importantes para el
diagnéstico de diversas afecciones renales.

FUNDAMENTOS DEL METODO

La creatinina reacciona con el picrato alcalino (reaccion de
Jaffe) produciendo un cromogeno rojo. La velocidad de esta
reaccion, bajo condiciones controladas, es una medida de
la concentraciéon de creatinina de la muestra puesto que
se comporta como una reaccién cinética de primer orden
para la creatinina. Por otra parte, se ha demostrado que los
cromogenos no-creatinina que interfieren en la mayor parte
de las técnicas convencionales, reaccionan dentro de los 30
segundos de iniciada la reaccion. De manera que entre los 30
segundos y los 5 minutos posteriores al inicio de la reaccion,
elincremento de color se debe exclusivamente a la creatinina.

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucién de acido picrico 12,7 mmol/l y lau-
rilsulfato de sodio 8,4 mmol/l.

B. Reactivo B: solucién de borato 53 mmol/l e hidréxido de
sodio 970 mmol/l.

S. Standard*: solucion de creatinina 20 mg/I.

REACTIVOS NO PROVISTOS
Calibrador A plus de Wiener lab.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Reactivo A: listo para usar. A baja temperatura puede pre-
sentar turbidez o sedimento. En tal caso, colocar en bafio
de agua a 37°C unos minutos antes de usar.

Reactivo B: listo para usar.

Reactivo de Trabajo: de acuerdo al volumen de trabajo,
mezclar cuatro partes de Reactivo Ay una parte de Reacti-
vo B. Rotular y fechar. A baja temperatura puede presentar
turbidez o sedimento. En tal caso, colocar en bafio de agua
a 37°C unos minutos antes de usar.

PRECAUCIONES

El kit es para uso diagnostico "in vitro".

Reactivo A: EUH210: Puede solicitarse la ficha de datos
de seguridad.

Reactivo B: H318: Provoca lesiones oculares graves.
P280: Llevar gafas/guantes/prendas de proteccion.
P305+P351+P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS
0OJOS: Enjuagar con agua cuidadosamente durante va-

* No provisto en todas las presentaciones

rios minutos. Quitar las lentes de contacto cuando estén
presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el
lavado. P310: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico.

Utilizar los reactivos guardando las precauciones habituales
de trabajo en el laboratorio de analisis clinicos.

Todos los reactivos y las muestras deben descartarse de
acuerdo a la normativa local vigente.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE
ALMACENAMIENTO

Reactivos Provistos: son estables a temperatura ambiente
(menor a 25°C) hasta la fecha de vencimiento indicada en la caja.
Reactivo de Trabajo: premezclado y en envase plastico, es
estable una semana a temperatura ambiente. En analizadores
automaticos que emplean Reactivo de Trabajo Unico (premezcla-
do), referirse a las adaptaciones especificas de cada analizador.
Evitar la exposicion prolongada al aire, manteniendo el frasco
bien tapado cuando no sea utilizado.

MUESTRA

Suero, plasma u orina

a) Recoleccion: el suero o plasma se deben obtener de la
manera usual.

Puede emplearse también orina de 2 horas o de 24 horas.
Su recoleccion debe efectuarse en un recipiente perfecta-
mente limpio que se mantendra en el refrigerador (2-10°C)
durante el tiempo de la recoleccion. Medir la diuresis, tomar
una alicuota y efectuar una dilucién 1:50 de la misma en
agua destilada. En caso de que la diuresis sea de 2 horas,
multiplicar el volumen medido por 12 para calcular la cantidad
de creatinina eliminada durante 24 horas.

b) Aditivos: en caso de utilizar plasma, recogerlo Unicamen-
te con heparina o EDTA.

c) Sustancias interferentes conocidas: cuando la mues-
tra es suero o plasma, no se observan interferencias por
hemoglobina hasta 0,78 g/dl (7,8 g/l), triglicéridos hasta
1.700 mg/dl (17 g/l) ni bilirrubina hasta 24 mg/dl (240 mg/l);
cuando la muestra es orina, no se observan interferencias
por proteinas hasta 500 mg/dl (5 g/l), acido ascoérbico hasta
100 mg/dl (1 g/l) ni cetonas hasta 4 mmol/l.

Referirse a la bibliografia de Young para los efectos de las
drogas en el presente método.

d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: el
suero o plasma debe ser separado de los globulos rojos
antes de las dos horas de la extraccion. Conservados en
refrigerador (2-10°C) su estabilidad es de 3 dias.

La orina puede mantenerse hasta 4 dias en refrigerador
(2-10°C) sin agregado de conservantes.
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MATERIAL REQUERIDO (no provisto)

- Espectrofotémetro capaz de leer a 500 + 10 nm.

- Micropipetas y pipetas para medir los volumenes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas.

- Bafio de agua a 25°C.

- Cronoémetro.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 500 nm

- Temperatura de reaccion: 25°C
El control de la temperatura no es critico, pudiendo oscilar
entre 22 y 28°C. Ver Limitaciones del Procedimiento.

- Volumen de muestra: 0,2 ml

- Volumen de Reactivo de Trabajo: 1,2 ml

- Volumen final de reaccion: 1,4 ml

PROCEDIMIENTO

|- TECNICA PARA SUERO O PLASMA

Equilibrar el Reactivo de Trabajo a la temperatura de
reaccion (25°C). Antes de agregar la muestra, llevar
el aparato a cero con agua destilada. En dos cubetas
espectrofotométricas marcadas S (Standard) y D (Des-
conocido), colocar:

S D
Reactivo de Trabajo 1,2ml 1,2ml
Standard 0,2ml -
Muestra - 0,2ml

Mezclar inmediatamente, iniciando al mismo tiempo el
cronémetro y proseguir la incubacion. A los 30 segundos
exactos medir la absorbancia (S, y D,) y continuar la
incubacion. Medir nuevamente la absorbancia (S, y D,)
a los 5 minutos (4 minutos 30 segundos después de la
primera lectura).

II- TECNICA PARA ORINA

Recolectar y preparar la muestra como se describié en
“Recoleccion”, efectuando una dilucion 1:50 de la misma
en agua desionizada. Aplicar luego la técnica I.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
1) Creatinina en suero (mg/l) = (D, - D,) xf
20 mg/I

S,-S,

2) Creatinina en orina (g/24 hs) = 82

siendo:
V = volumen de la diuresis expresado en litros/24 hs
La féormula surge de:

Dz - I:)1
S x 0,020 g/l x50 x V

Creatinina en orina (g9/24 hs) =

donde:

0,020 g/l = concentracion del Standard
50 = factor de dilucién

Para expresar la creatinina en orina en “mg/Kg/24 hs”:
Creatinina en orina (g/24 hs) x 1000 mg/g

Peso del paciente (Kg)

3) Depuracion de Creatinina Endégena (D.C.E.):

Creatinina en orina (g/24 hs)

D.C.E. ml/min= x 694 ml/min

Creatinina en suero (mg/l)

donde:

g/24 hs 1.000 mg x 1.000 ml  1.000.000 mi

694 ml/min= = =
mg/| 1 mg x 1.440 min

1.440 min

Para expresar D.C.E. en “ml/min/1,73 m?”:
D.C.E. (ml/min) x 1,73

Superficie corporal del paciente (m?)

CALIBRACION

El método ha sido estandarizado frente al material de refe-
rencia SRM 967-NIST (National Institute of Standards and
Technology).

METODO DE CONTROL DE CALIDAD

Procesar 2 niveles de un material de control de calidad
(Standatrol S-E 2 niveles) con concentraciones conocidas
de creatinina, con cada determinacion.

VALORES DE REFERENCIA
Suero o plasma:

Hombre: 7 - 13 mg/I

Mujer: 6 - 11 mg/l

Orina:

Hombre: 14 - 26 mg/Kg/24 hs
Mujer: 11 - 20 mg/Kg/24 hs

D.C.E.:
Hombre: 94 - 140 ml/min/1,73 m?
Mujer: 72 - 110 ml/min/1,73 m?

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios
valores de referencia.

CONVERSION DE UNIDADES AL SISTEMA SI
Creatinina (mg/l) x 8,84 = Creatinina (umol/l)

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Ver Sustancias interferentes conocidas en MUESTRA.

Otras causas de resultados erréneos son:

- Temperatura: si bien la temperatura de reaccion admite
una variaciéon entre 22 y 28°C, una diferencia entre la
temperatura de incubacion del Standard respecto de las
muestras disminuye la precision del método.

- Tiempo de lectura: ligeras variaciones en la medicion del
tiempo afectan notablemente la exactitud del método. Las
lecturas deberan realizarse exactamente a los 30 segundos
luego de haber mezclado la muestra con el reactivo y a los 5
minutos (4 minutos 30 segundos luego de la primera lectura).
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DESEMPENO -Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",
a) Reproducibilidad: procesando de acuerdo al documento AACC Press, 5" ed., 2000.
EP15-A del CLSI (ex-NCCLS), se obtuvo lo siguiente: - CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-

Precision intraensayo (n = 20) NCCLS) - Protocol EP15-A, 2001/ EP 17A, 2004.

Nivel D.S. C.V.
7,1 mgl/l + 0,27 mg/l 3,8 %
Suero 14,7 mg/l + 0,32 mg/l 22%
54,9 mgl/l +1,09 mg/l 2,0%
440 mgl/l +9,35 mgl/l 21 %
Orina 2.620 mgl/l + 62,4 mgl/l 2,4 %
5.060 mg/I + 136 mg/l 2,7 %

Precision total (n = 20)
Nivel D.S. C.V.
7,1 mgl/l + 0,30 mg/l 4,3 %
Suero 14,7 mgl/l + 0,48 mgl/l 3,3 %
54,9 mg/l + 1,47 mg/l 2,7 %
440 mgl/l + 20,5 mg/l 4.6 %
Orina 2.620 mgl/l + 119 mg/I 4.5 %
5.060 mgl/l + 177 mg/l 3,5%

b) Linealidad: la reaccion es lineal hasta 90 mg/l de crea-
tinina. Para valores superiores, diluir la muestra 1:2 6 1:4
con solucién salina y repetir la determinacion. Corregir los
célculos multiplicando por el factor de diluciéon empleado.
c) Limite de deteccion: el minimo cambio de concentracion
detectable es 4,5 mgl/l.

PARAMETROS PARA ANALIZADORES AUTOMATICOS
Para las instrucciones de programacion debe consultarse el
Manual del Usuario del Analizador en uso. Para la calibra-
cion, debe usarse Calibrador A plus de Wiener lab.

PRESENTACION

- 180 ml (4 x 36 ml Reactivo A + 4 x 9 ml Reactivo B)
(Cod. 1008107)

- 200 ml (4 x 40 ml Reactivo A + 2 x 20 ml Reactivo B)
(Cod. 1009329)

- 200 ml (4 x 40 ml Reactivo A + 2 x 20 ml Reactivo B)
(Cod. 1009254)

- 250 ml (2 x 100 ml Reactivo A + 2 x 25 ml Reactivo B
+ 1 x 30 ml Standard) (Céd. 1260360)

- 300 ml (4 x 60 ml Reactivo A + 3 x 20 ml Reactivo B)
(Cod. 1009611)

- 100 ml (4 x 20 ml Reactivo A + 2 x 10 ml Reactivo B)
(Cod. 1009810)

BIBLIOGRAFIA

- Owen, J.A; et al. - Biochem. J. 58:426 (1954).

- Henry, R.J. et al. - Clinical Chemistry, Principles and Tech-
nics, 2" ed., Harper and Row Publishers Inc., N.Y. (1974).

- Butler, A.R. - J. Chem. Soc. (Perkin Trans. Il), 853 (1975).

- Labbé, D et al. - Ann. Biol. Clin. 54:285 (1996).

- Burtis, CA; Ashwood, ER - Tietz Fundamentals of Clin.
Chem., 5" ed., 2001.
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LINHA LiQUIDA

Creatinina

cinéetica AA

Método cinético para a determinagao de creatinina em
soro, plasma ou urina

SIGNIFICADO CLINICO

A creatinina, composto muito difundivel, elimina-se do orga-
nismo quase exclusivamente por filtracéo renal.

Sua determinagdo em soro, assim como a depuragéo de
creatinina endégena constitui pardmetros importantes para
o diagnostico de variadas afecgdes renais.

FUNDAMENTOS DO METODO

A creatinina reage com o picrato alcalino (reagéo de Jaffe) pro-
duzindo um cromogénio vermelho. Avelocidade desta reacéo,
sob condi¢des controladas, € uma medida da concentragao
de creatinina da amostra, posto que esta comporta-se como
uma reagao cinética de primeira ordem para a creatinina.
Por outro lado, demonstrou-se que os cromogénios nao-
creatinina que interferem na maior parte das técnicas
convencionais reagem dentro de 30 segundos apds o inicio
da reacdo. Assim, entre os 30 segundos e os 5 minutos
posteriores ao inicio da reagao, o incremento da coloragéo
deve-se exclusivamente a creatinina.

REAGENTES FORNECIDOS

A. Reagente A: solucdo de acido picrico 12,7 mmol/l e
laurilsulfato de sodio 8,4 mmol/l.

B. Reagente B: solucéo de borato 53 mmol/l e hidréxido de
sodio 970 mmoll/l.

S. Padrao*: solucéo de creatinina 20 mg/l.

REAGENTES NAO FORNECIDOS
Calibrador A plus da Wiener lab.

INSTRUGOES PARA USO

Reagente A: pronto para uso. A baixa temperatura pode
apresentar turbidez ou sedimento. Em tal caso, colocar em
banho-maria a 37°C uns minutos antes de seu uso.
Reagente B: pronto para uso.

Reagente de Trabalho: de acordo com o volume de traba-
Iho, misturar quatro partes de Reagente A e uma parte de
Reagente B. Rotular e datar.

Abaixa temperatura pode apresentar turbidez ou sedimento. Emftal
caso, colocarem banho-maria a 37°C uns minutos antes de seu uso.

PRECAUGOES

Os reagentes sdo para uso diagndstico "in vitro".
Reagente A: EUH210: Ficha de seguranca fornecida a pedido.
Reagente B: H318: Provoca lesdes oculares graves. P280: Use
luvas de proteccéo ocular/luvas de protecg¢ao/vestuario de pro-
tegdo. P305+P351+P338: EM CASO DE CONTATO COM OS

* Néo fornecido em todas as apresentacées

OLHOS: Enxaguar cuidadosamente com agua durante varios
minutos. No caso de uso de lentes de contato, remova-as, se for
facil. Continue a enxaguando. P310: Contacte imediatamente
um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS/médico.
Utilizar os reagentes observando as precaugdes habituais
de trabalho no laboratério de andlises clinicas. Todos os
reagentes e as amostras devem ser descartadas conforme
a regulagéo local vigente.

ESTABILIDADE E INSTRUGOES DE
ARMAZENAMENTO

Reagentes Fornecidos: sdo estaveis sob temperatura ambiente
(menor a 25°C) até a data de vencimento indicada na embalagem.
Reagente de Trabalho: pré-misturado e em embalagem
plastica, é estavel por uma semana a temperatura ambiente.
Em analisadores automaticos que empregam Reagente de
Trabalho unico (pré-misturado), deve-se referir as adapta-
¢Oes especificas de cada analisador.

Evitar a exposigéo prolongada ao ar, mantendo o frasco bem
fechado quando néo seja utilizado.

AMOSTRA

Soro, plasma ou urina

a) Coleta: obter o soro ou plasma do modo usual.

Pode-se utilizar também urina de 2 horas ou de 24 horas. Sua
coleta deve realizar-se num frasco perfeitamente limpo que
devera-se manter sob refrigeracéo (2-10°C) durante a coleta.
Medir a diurese, tomar uma aliquota e efetuar uma diluigéo
1:50 da mesma em agua destilada. Caso a diurese seja de
2 horas, multiplicar o volume medido por 12 para calcular a
quantidade de creatinina eliminada durante 24 horas.

b) Aditivos: caso a amostra seja plasma, utilizar somente
heparina ou EDTA como anticoagulante.

c) Substancias interferentes conhecidas: quando a amostra
& soro ou plasma, ndo se observam interferéncias por hemo-
globina até 0,78 g/dl (7,8 g/l)), triglicerideos até 1700 mg/dI
(17 g/l), nem bilirrubina até 24 mg/dl (240 mg/l); quando a
amostra € urina, ndo se observam interferéncias por proteinas
até 500 mg/dl (5 g/l), &cido ascorbico até 100 mg/dl (1 g/l), nem
corpos cetbnicos até 4 mmol/l.Referéncia bibliografica de
Young para efeitos de drogas neste método.

d) Estabilidade e instrugoes de armazenamento: o soro
ou plasma, devem-se separar dos globulos vermelhos antes
das duas horas da coleta. Sob refrigeragéo (2-10°C) sua
estabilidade é de 3 dias.

A urina pode-se manter até 4 dias sob refrigeragéo (2-10°C)
sem acréscimo de conservantes.
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MATERIAL NECESSARIO (n3o fornecido)

- Espectrofotémetro capaz de ler a 500 + 10 nm.

- Micropipetas e pipetas para medir os volumes indicados.
- Cubetas espectrofotométricas.

- Banho-maria a 25°C.

- Cronbmetro.

CONDIGOES DE REAGAO

- Comprimento de onda: 500 nm

- Temperatura de reagao: 25°C
O controle de temperatura nédo é critico, podendo oscilar
entre 22 e 28°C. Ver LIMITACOES DO PROCEDIMENTO.

- Volume de amostra: 0,2 ml

- Volume de Reagente de Trabalho: 1,2 ml

- Volume final de reagéo: 1,4 ml

PROCEDIMENTO

I- TECNICA PARA SORO OU PLASMA

Equilibrar o Reagente de Trabalho a temperatura de reagéo
(25°C). Antes de adicionar a amostra, zerar o aparelho com
agua destilada. Em duas cubetas espectrofotométricas
marcadas P (Padrado) e D (Desconhecido), colocar:

P D
Reagente de Trabalho 1,2 ml 1,2 ml
Padrao 0,2ml -
Amostra - 0,2 ml

Misturar imediatamente, disparando ao mesmo tempo o
crondmetro e prosseguir a incubacgao. Aos 30 segundos
exatos medir a absorbancia (P, e D,), e continuar a incu-
bagéo. Medir novamente a absorbancia (P, e D,), aos 5
minutos (4 minutos e 30 segundos apds a primeira leitura).

Il- TECNICA PARA URINA

Coletar e preparar a amostra como se descreveu em
"Coleta", efetuando uma diluicdo 1:50 da mesma em
agua desionizada. Empregar apods a técnica I.

CALCULOS DOS RESULTADOS
1) Creatinina no soro (mg/l) = (D, - D,) xf
20 mg/l

P,-P,

2
2) Creatinina na urina (g/24 hs) = B
2 1
onde:
V = volume da diurese expresso em litros/24 hs
A férmula surge de:
D,-D

1

Creatinina na urina (g/24 hs) = x 0,020 g/l x 50 x V

2"
onde:
0,020 g/l = concentragéo do Padréo

50 = fator de diluigao
Para expressar a creatinina na urina em “mg/Kg/24 hs”:

Creatinina na urina (g/24 hs) x 1000 mg/g

Peso do paciente (Kg)

3) Depuracgéao de Creatinina Endégena (D.C.E.):
Creatinina na urina (g/24 hs)

D.C.E. ml/min= x 694 ml/min
Creatinina no soro (mg/l)

onde:

g/24 hs 1.000 mg x 1.000 ml 1.000.000 ml
694 ml/min = = =
mgl/l 1 mg x 1.440 min 1.440 min

Para expressar D.C.E. em “ml/min/1,73 m?”:
D.C.E. (ml/min) x 1,73

Superficie corporal do paciente (m?)

CALIBRAGAO
O método foi padronizado com o material de referéncia SRM
967-NIST (National Institute of Standards and Technology).

METODO DE CONTROLE DE QUALIDADE

Processar 2 niveis de um material de controle de qualidade
(Standatrol S-E 2 niveles) com concentragdes conhecidas
de creatinina, com cada determinacao.

VALORES DE REFERENCIA
Soro ou plasma:

Homem: 7 - 13 mg/I

Mulher: 6 - 11 mg/|

Urina:
Homem: 14 - 26 mg/Kg/24 hs
Mulher: 11 - 20 mg/Kg/24 hs

D.C.E.:
Homem: 94 - 140 ml/min/1,73 m?
Mulher: 72 - 110 ml/min/1,73 m?

Recomenda-se que cada laboratério estabeleca seus pro-
prios valores de referéncia.

CONVERSAO DE UNIDADES AO SISTEMA SI
Creatinina (mg/l) x 8,84 = Creatinina (umol/l)

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

Vide Substancias interferentes conhecidas em AMOSTRA.

Outras causas de resultados errdneos sao:

- Temperatura: embora a temperatura de reagdo admita uma
variagao entre 22 e 28°C, uma diferenga entre a tempera-
tura de incubagéo do padrdo e a das amostras diminui a
precisdo do método.

- Tempo de leitura: ligeiras variagdes na medi¢do do tempo
afetam marcantemente a exatiddo do método. As leituras
deverao ser realizadas exatamente em 30 segundos apds
haver misturado a amostra com o reagente e aos 5 minutos
(4 minutos e 30 segundos apds a primeira leitura).

PERFORMANCE
a) Reprodutibilidade: processando segundo o documento
EP15-A do CLSI (ex-NCCLS), obteve-se o seguinte:
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Precisao intra-ensaio (n = 20)

Nivel D.P.
7,1 mg/l + 0,27 mg/l
Soro 14,7 mgl/l + 0,32 mg/l
54,9 mg/l + 1,09 mg/l
440 mgl/l + 9,35 mg/l
Urina 2.620 mg/I + 62,4 mg/l
5.060 mg/l +136 g/l
Precisao total (n = 20)
Nivel D.P.
7,1 mgl/l + 0,30 mg/l
Soro 14,7 mgl/l + 0,48 mg/l
54,9 mg/l + 1,47 mg/l
440 mgl/l + 20,5 mg/l
Urina 2.620 mg/l +119 mg/l
5.060 mg/I + 177 mg/l

C.V.
3,8%
22%
2,0%

21 %
2,4 %
2,7%

C.V.
4,3 %
3,3%
2,7 %

4,6 %
4,5 %
3,5%

c) Linearidade: a reacéo ¢ linear até 90 mg/l de creatinina.
Para valores superiores, diluir a amostra 1:2 ou 1:4 com
solucéo salina e repetir a determinagéo. Corrigir os calculos
multiplicando pelo fator de diluigdo empregado.
c) Limite de detecgao: a mudanga minima de concentragcéao

detectavel sera de 4,5 mg/l.

PARAMETROS PARA ANALISADORES AUTOMATICOS
Para a programagéo consultar o Manual do Uso do anali-
sador a ser utilizado. Para a calibragéo deve-se utilizar o

Calibrador A plus da Wiener lab.

APRESENTAGCAO

- 180 ml (4 x 36 ml Reagente A + 4 x 9 ml Reagente B)

(Céd. 1008107)

- 200 ml (4 x 40 ml Reagente A + 2 x 20 ml Reagente B)

(Céd. 1009329)

- 200 ml (4 x 40 ml Reagente A + 2 x 20 ml Reagente B)

(Cod. 1009254)

- 250 ml (2 x 100 ml Reagente A + 2 x 25 ml Reagente B

+1 x 30 ml Padr&o) (Cod. 1260360)

- 300 ml (4 x 60 ml Reagente A + 3 x 20 ml Reagente B)

(Céd. 1009611)

- 100 ml (4 x 20 ml Reagente A + 2 x 10 ml Reagente B)

(Cod. 1009810)

REFERENCIA

- Owen, J.A; et al. - Biochem. J. 58:426 (1954).
- Henry, R.J. et al. - Clinical Chemistry, Principles and Tech-

nics, 2" ed., Harper and Row Publishers Inc., N.Y. (1974).
- Butler, A.R. - J. Chem. Soc. (Perkin Trans. Il), 853 (1975).
- Labbé, D et al. - Ann. Biol. Clin. 54:285 (1996).
- Burtis, CA; Ashwood, ER - Tietz Fundamentals of Clin.

Chem., 5" ed., 2001.

-Young, D.S. - "Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests",

AACC Press, 5" ed., 2000.

- CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute (ex-
NCCLS) - Protocol EP15-A, 2001 / EP 17A, 2004.
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cinética AA
Kinetic method for the determination of creatinine in
serum, plasma or urine

SUMMARY

Creatinine, a highly diffusible compound, is eliminated from
the body almost exclusively by renal filtration.

Creatinine detection in serum as well as the endogenous
creatinine clearance are important parameters for the diag-
nosis of various renal disorders.

PRINCIPLE

Creatinine reacts with the alkaline picrate (Jaffe reaction)
yielding a red chromogen. Being this a first order kinetic
reaction, its velocity under controlled conditions, is directly
related to creatinine concentration in the sample. On the other
hand, it has been proved that non-creatinine chromogens,
which interfere with most of the conventional techniques,
react within 30 seconds from the beginning of the reaction.
Thus, increasing intensity of color reaction 30 seconds and
5 minutes is due exclusively to creatinine.

PROVIDED REAGENTS

A. Reagent A: 12.7 mmol/l picric acid and 8.4 mmol/l sodium
lauryl sulphate solution.

B. Reagent B: 53 mmol/l borate and 970 mmol/l sodium
hydroxide solution.

S. Standard*: 20 mg/I creatinine solution.

NON-PROVIDED REAGENTS
Wiener lab.'s Calibrador A plus.

INSTRUCTIONS FOR USE

Reagent A: ready to use. At low temperature, the reagent
may precipitate or form sediment. In that case, place in a
water bath at 37°C for a few of minutes before using.
Reagent B: ready to use.

Working Reagent: according to the working volume, mix four
parts Reagent A and one part Reagent B. Label and date.
At low temperature, the Working Reagent may precipitate or
form sediment. In that case, place in a water bath at 37°C
for a few of minutes before using.

WARNINGS

Reagents are for "in vitro" diagnostic use.

Reagent A: EUH210: Safety data sheet available on request.
Reagent B: H318: Causes serious eye damage. P280:
Wear eye protection/protective gloves/protective clothing.
P305+P351+P338: IF IN EYES: Rinse cautiously with wa-
ter for several minutes. Remove contact lenses, if present
and easy to do. Continue rinsing. P310: Immediately call a
POISON CENTER/doctor.

* Non-provided with all kit sizes

Use the reagents according to the working procedures for
clinical laboratories. The reagents and samples should be
discarded according to the local regulations in force.

STABILITY AND STORAGE INSTRUCTIONS

Provided Reagents: stable at room temperature (< 25°C)
until expiration date stated on the box.

Working Reagent: premixed and in plastic bottle, is stable
for one week at room temperature. For autoanalyzers that
use a single Working Reagent (premixed), refer to the specific
applications for each instrument.

Avoid prolonged exposure to air, keeping the Working Re-
agent tightly capped when unused.

SAMPLE

Serum, plasma or urine

a) Collection: obtain serum or plasma in the usual way. Two hour
or 24-hour urine could be employed. Use a thoroughly cleaned
container, which should be store at 2-10°C during collection. Mea-
sure diuresis, take an aliquot and perform a 1:50 dilution in distilled
water. For a 2-hour diuresis, multiply measured volume by 12 to
calculate the amount of creatinine eliminated during 24 hours.
b) Additives: heparin or EDTA.

c) Known interfering substances: no interference has been
observed in serum or plasma with hemoglobin up to 0.78 g/dl
(7.8 g/l), triglycerides up to 1700 mg/dl (17 g/I) and bilirubin up
to 24 mg/dl (240 mg/l). In urine sample, no interferences have
been observed with proteins up to 500 mg/dl (5 g/l), ascorbic
acid up to 100 mg/dl (1 g/l) nor ketones up to 4 mmol/l.
See Young, D.S. under References for effect of drugs on
the present method.

d) Stability and storage instructions: serum or plasma
should be separated from cells within 2 hours after collection
and stored at 2-10°C for up to 72 hours. Urine sample could
be stored at 2-10°C for up to 4 days without preservatives.

REQUIRED MATERIAL (non-provided)

- Spectrophotometer capable of reading at 500 + 10 nm.

- Micropipettes or pipettes for measuring the stated volumes.
- Spectrophotometric cuvettes.

- Water bath at 25°C.

- Stopwatch.

ASSAY CONDITIONS

- Wavelength: 500 nm

- Reaction temperature: 25°C
Temperature control is not critical, oscillating between 22
and 28°C. See PROCEDURE LIMITATIONS.
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- Sample volume: 0.2 ml
- Working Reagent volume: 1.2 ml
- Final reaction volume: 1.4 ml

PROCEDURE

|- TECHNIQUE FOR SERUM OR PLASMA

Bring the Working Reagent at room temperature (25°C).
Set the instrument to zero O.D. with distilled water. In two
spectrophotometric labelled cuvettes, place S (Standard)
and U (Unknown), as follows:

S u
Working Reagent 1.2 ml 1.2ml
Standard 0.2ml -
Sample - 0.2ml

Mix at once starting stopwatch and incubate for 5 minutes.
Measure absorbance (S, and U, ) after exactly 30 seconds
at 500 + 10 nm and measure absorbance again (S,and U,)
after 5 minutes (4 minutes 30 seconds after first reading).

II- TECHNIQUE FOR URINE
Measure diuresis and take an aliquot. Performed a 1:50
dilution in deionized water. Then follow the technique I.

CALCULATIONS
1) Creatinine in serum (mg/l) = (U, - U,) x f
20 mg/l
T s,-s,
U,-U,
2) Creatinine in urine (g/24 hrs) = xV
S,-S

2 1

where:
V = diuresis volume in liters/24 hrs

The formula comes from:

2 1

S,-S

2 1

Creatinine in urine (g/24 hrs) = x 0.020 g/l x 50 x V

where:
0.020 g/l = creatinine concentration in Standard
50 = dilution factor

To express creatinine in urine in “mg/kg/24 hrs”:
Creatinine in urine (g/24 hrs) x 1000 mg/g

Patient weight (kg)
3) Endogenous Creatinine Clearance (E.C.C.):

Creatinine in urine (g/24 hs)

E.C.C. (ml/min) = x 694 ml/min
Creatinine in serum (mg/l)
where:
g/24hs 1000 mg x 1000 ml 1,000,000 ml
694 ml/min = = =

mg/l 1 mg x 1440 min 1440 min

To express E.C.C. in “ml/min/1.73 m?”:
E.C.C. (ml/min) x 1.73

Patient’s body surface (m?)

CALIBRATION

The method has been standardized against the SRM 967-
NIST (National Institute of Standards and Technology)
reference material.

QUALITY CONTROL METHOD

Each time the test is running, analyze two levels of a qual-
ity control material (Standatrol S-E 2 niveles) with known
creatinine concentration.

REFERENCE VALUES
Serum or plasma:
Men: 7 - 13 mg/I
Women: 6 - 11 mg/|

Urine:
Men: 14 - 26 mg/kg/24 hrs
Women: 11 - 20 mg/kg/24 hrs

E.C.C.:
Men: 94 - 140 ml/min/1.73 m?
Women: 72 - 110 ml/min/1.73 m?

It is recommended that each laboratory establish its own
reference values.

S| SYSTEM UNITS CONVERSION
Creatinine (mg/l) x 8.84 = Creatinine (umol/l)

PROCEDURE LIMITATIONS

See Known Interfering Substances under SAMPLE.

Other sources of erroneous results are:

- Temperature: reaction temperature admits a variation
between 22 and 28°C, however a difference between the
incubation temperature of the Standard and the Samples
decreases method's precision.

- Reading time: slight variations in time measurement con-
siderably affect the method’s accuracy. Readings should
be performed exactly 30 seconds after mixing the sample
with the reagent and after 5 minutes (4 minutes 30 seconds
after first reading).

PERFORMANCE

a) Reproducibility: the following was obtained according
to the guidelines contained in CLSI (ex NCCLS) EP15-A
document:

Intra-assay precision (n = 20)

Level S.D. C.V.

7.1 mg/l +0.27 mg/l 3.8%

Serum 14.7 mgl/l +0.32 mg/l 22%
54.9 mgl/l +1.09 mg/l 2.0%

440 mgl/l +9.35 mg/l 21 %

Urine 2.620 mgl/l +62.4 mg/l 24 %
5.060 mgl/l + 136 mg/I 2.7 %
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Total precision (n = 20)

Level S.D. C.V.

7.1 mgl/l +0.30 mgl/l 4.3 %

Serum 14.7 mg/l +0.48 mgl/l 3.3%
54.9 mg/l + 1.47 mgl/l 2.7 %

440 mgl/l +20.5 mg/l 4.6 %

Urine 2,620 mgl/l + 119 mg/l 45 %
5,060 mgl/l +177 mgl/l 35%

b) Linearity: reaction in linear up to 90 mg/l creatinine. For
higher values, dilute sample 1:2 or 1:4 with saline solution
and repeat the test. Correct calculations multiplying by the
dilution factor used.

c) Detection limit: the minimum detectable activity change
is 4,5 mgl/l.

PARAMETERS FOR AUTOANALYZERS

For programming instructions check the User Manual of the
autoanalyzer in use. For calibration, it must be used Wiener
lab.'s Calibrador A plus.

WIENER LAB. PROVIDES

- 180 ml (4 x 36 ml Reagent A + 4 x 9 ml Reagent B)
(Cat. N° 1008107)

- 200 ml (4 x 40 ml Reagent A + 2 x 20 ml Reagent B)
(Cat. N° 1009329)

- 200 ml (4 x 40 ml Reagent A + 2 x 20 ml Reagent B)
(Cat. N° 1009254)

- 250 ml (2 x 100 ml Reagent A + 2 x 25 ml Reagent B
+ 1 x 30 ml Standard) (Cat. N° 1260360)

- 300 ml (4 x 60 ml Reagent A + 3 x 20 ml Reagent B)
(Cat. N° 1009611)

- 100 ml (4 x 20 ml Reagent A + 2 x 10 ml Reagent B)
(Cat. N° 1009810)
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SIMBOLOS // SIMBOLOS // SYMBOLS

Simbolos que podrian encontrarse en los kits de reactivos para
diagnostico de Wiener lab. // Simbolos que podem ser encontrados
nos kits de reagentes para diagndstico da Wiener lab. // Symbols that
might be found on Wiener lab diagnostic reagent kits.

Este producto cumple con los requerimientos previstos por la Direc-

c € tiva Europea 98/79 CE de productos sanitarios para el diagnéstico
"in vitro"// Este produto preenche os requisitos da Diretiva Europeia
98/79 CE para dispositivos médicos de diagnoéstico "in vitro"// This
product fulfills the requirements of the European Directive 98/79
EC for "in vitro" diagnostic medical devices

Representante autorizado en la Comunidad Europea // Represen-
tante autorizado na Comunidade Europeia // Authorized represen-
tative in the European Community

Uso diagnéstico "in vitro"// Uso médico-diagnoéstico "in vitro"// "In
vitro" diagnostic medical device

Contenido suficiente para <n> ensayos // Conteudo suficiente para
<n> testes // Contains sufficient for <n> tests

Fecha de caducidad // Data de validade // Use by

Limite de temperatura (conservar a) // Limite de temperatura (con-
servar a) // Temperature limitation (store at)

¥ < v < g

No congelar // Nao congelar // Do not freeze

Riesgo bioldgico // Risco biolégico // Biological risks

Volumen después de la reconstitucion // Volume apéds a reconsti-
tuicéo // Volume after reconstitution

Contenido // Contetdo // Contents

[<)
3 ‘
+ \2

,_
o]
3

Numero de lote / Nimero de lote // Batch code
Elaborado por:// Elaborado por:// Manufactured by:
Nocivo // Nocivo // Harmful

Corrosivo // Corrosivo // Corrosive

Irritante // Irritante // Irritant

Peligroso para el medio ambiente acuatico // Perigoso para o am-
biente aquatico // Hazardous to the aquatic environment

Peligro por aspiracion // Risco de aspiragéo // Aspiration hazard

Consultar instrucciones de uso // Consultar as instrugdes de uso //
Consult instructions for use

Calibrador // Calibrador // Calibrator

Control // Controle // Control

[ffRecooor

Control Positivo // Controle Positivo // Positive Control

Control Negativo // Controle Negativo // Negative Control

Numero de catalogo // Numero de catalogo // Catalog number
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