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JUEGO DE REACTIVOS DE CREATININA
(PROCEDIMIENTO DE PUNTO FINAL)

USO DIRIGIDO
M¢étodos cinéticos y de punto final para la
determinacion cuantitativa de creatinina en suero.

INTRODUCCION

La creatinina, un anhidrido de creatina, es un
producto de desperdicio formado por la
deshidratacion espontanea de los rifiones. La mayoria
de la creatinina se encuentra en el tejido del misculo
donde esta presente como fosfato de creatina y sirve
como una reserva de almacenamiento de alta energia
para la conversion a ATP. Independientemente de la
dieta, las concentraciones de creatinina en suero
dependen casi enteramente de su nivel de excrecion
por los riflones. Por esta razon, su elevacion a es
altamente especifica para detectar enfermedades
renales. El ensayo de creatinina ha sido basado en la
reaccion de la creatinina con picrato alcalino tal como
lo describe Jaffe. Se han desarrollado grandes
modificaciones a la reaccion de Jaffe hasta llegar a un
método cinético que es rapido, simple y evita
interferencias. En el método de punto final, se usa el
acido acético para destruir el complejo de picrato de
creatinina, lo que provoca una pérdida del color, los
componentes del suero no creatino retienen sus
colores derivados del picrato y asi las diferencias en
las absorbancias dan la concentracion de creatinina.
Este procedimiento ha sido modificado por Heinegard
y Tiderstrom para eliminar la interferencia sin el
tratamiento del acido.

PRINCIPIO
Alkali

Creatinina + Picrato de sodio -------- >Creatinina —
Complejo de picrato

(amarillo-naranja)

La Creatinina reacciona con el acido picrico en
condiciones alcalinas para formar un complejo de
color que absorbe a 510 nm. El coeficiente de la
formacion del color es proporcional a la
concentracion de creatina en la muestra. En el método
de punto final la diferencia en la medicion de
absorbancia después de la formacion del color
conduce a un valor de la creatinina corregido de
sustancias que interfieren.

REACTIVOS

1. Reactivo de Acido Picrico de Creatinina: una
solucion que contiene 10 mM de acido picrico.

2. Reactivo de buffer de Creatinina: una solucioén

que contiene 10 mM, borato de sodio, 240 mM.
Hidréxido de sodio y surfactante.
*Nota importante: Si el reactivo buffer de
creatinina ha sido sujeto a temperaturas frias, se
puede formar un precipitado blanco. Caliente el
reactivo a 37°C agitandolo para disolver todos
los precipitados antes de usar.

3. Estandar de creatinina (5.0 mg/dl): Una solucion
que contiene creatinina en acido hidroclorico
con preservantes.

PRECAUCIONES
1. Este reactivo es solamente para uso diagndstico
In Vitro.

2. El reactivo de acido picrico de creatinina es un
fuerte agente oxidante. Evite el contacto con la

piel. LIMPIE CUALQUIER
DERRAMAMIENTO, YA QUE EL ACIDO
PICRICO ES EXPLOSIVO.

3. El reactivo de buffer de Creatinina es un alcali.
El acido acético es un acido. Evite la ingestion y
el contacto.

PREPARACION DEL REACTIVO

Combine volimenes iguales de Reactivo de acido
picrico de creatinina y el reactivo buffer de creatinina,
mezcle bien.

ALMACENAMIENTO DEL REACTIVO

1. Ambos reactivos deben ser almacenados a
temperatura ambiente (18 — 25°C).

2. El reactivo combinado (de trabajo) es estable
hasta por una semana.

DETERIORO DEL REACTIVO

El reactivo debe ser desechado si:

1. Ha ocurrido turbidez; la turbidez puede ser un
signo de contaminacion.

2. El reactivo falla en alcanzar la linearidad a la que
debe llegar o falla al recupera los valores de
control en el rango establecido.

RECOLECCION DE
ALMACENAMIENTO.
1. Serecomienda el suero.
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2. La creatinina en suero es estable por veinticuatro
(24) horas a temperaturas refrigeradas (2 — 8§°C)
y por algunos meses cuando se lo congela y se lo
protege de la evaporacion y la contaminacion.

3. Las muestras de orina de 24 horas deben ser
preservadas con 15 gramos de 4cido borico.

MATERIALES PROVISTOS

1. Reactivo de acido picrico de creatinina.
2. Reactivo de buffer de creatinina.

3. Estandar de creatinina.

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO

INCLUIDOS.

1. Pipetas.

2. Crondémetro.

2. Rotule el frasco de la prueba, el reactivo del
blanco, estandar, control, y tubos de muestras
desconocidas.

3. Pipetee 3.0 ml de reactivo de trabajo en los tubos
de ensayo.

4. Transfiera 0.1 ml (100 pl) de muestra a su tubo
respectivo, agua destilada al reactivo del blanco y
mezcle.

5. Ponga todos los tubos a 37°C a bafio maria por
quince (15) minutos.

6. Fije la longitud de onda del espectrofotometro a
510 nm a ponga el instrumento a cero con el
reactivo de blanco. Lea y registre la absorbancia
de todos los tubos. (Rango de longitud de onda:
500 — 520 nm).

7. Calcule el valor de la creatinina: Vea “Calculos”.

e PUEDE USAR EL CALIBRADOR
MULTIPROPOSITO PARA REMPLAZAR EL
ESTANDAR.

VOLUMENES ALTERNATIVOS

Si el espectrofotometro que se estd usando requiere de
un volumen menor que 3.0 ml para lecturas precisas,
use 0.05 ml (50 pl) de muestra en 1.0 ml de reactivo.
Prosiga como ya se lo ha descrito.

CALCULOS

El valor de la creatinina desconocido se determina
comparando su cambio de absorbancia con el valor
conocido del estandar.

Abs (Desconocido) x Concentracion del
estandar
mg/dl =

Abs.(Estandar)
Donde:
Abs. = Absorbancia

Ejemplo:

Si Abs./Desconocida = 0.040
Abs./Estandar = 0.150
Conc. del estandar = 5.0 mg/dl.

W

Bafio/maria con gradillas.

Tubos de ensayo/gradillas.

5. Vaso para combinar los reactivos (plastico o
vidrio).

6. Espectrofotometro con una cubeta de

temperatura controlada.

>

PROCEDIMIENTO (AUTOMATIZADO)
No disponible

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

1. Combine volimenes iguales de Reactivo de
acido picrico de creatinina y Reactivo de buffer
de creatinina. Mezcle bien.

Entonces
------- x 5.0 = 1.3 mg/dl creatinina.

LIMITES DEL PROCEDIMIENTO

La albiimina, a una concentraciéon de 10.0 gm/dl
contribuye 0.2 mg/dl al valor de la creatinina, la
hemolisis moderada (0.2 gm/dl Hgb), muestras muy
ictéricas y lipémicas dardn resultados elevados. El
acetato descrito a 10 mg/dl interferird en los
resultados.

CALIBRACION

Use el estandar acuoso provisto. (También puede usar
el calibrador TC — multipropdsito para remplazar el
estandar.)

CONTROL DE CALIDAD

La integridad de la reaccion debe ser monitoreada
usando sueros de control normal y anormal con
valores conocidos de creatinina.

VALORES ESPERADOS
Suero: Hombre 0.9 — 1.50 mg/dl
Mujer 0.7 - 1.37 mg/dl

CARACTERISTICAS DE LA PRUEBA

1. Linearidad: 25 mg/dl.

2. Comparaciéon: Un estudio realizado entre este
procedimiento y un procedimiento cinético
similar condujo a un coeficiente de correlacion
de 0.99 con una ecuacion de regresion de y =
0.96x + 0.06. Las muestras de suero y de control
usadas en el estudio tuvieron valores que
variaban de 0.9 a 8.3 mg/dl.

3. Precision:

Dentro de la corrida
Promedio S.D. CV.%
1.9 0.05 2.6



8.2 0.60 73

De corrida a corrida
Promedio SD. CV.%

2.0 0.20 10.6

8.0 0.40 4.6



