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CLORETOS COLORIMETRICO
[rer] KO50
INSTRUQOES DE USO

FINALIDADE
Método para a determinagdo de Cloretos. Teste colorimétrico,
somente para uso diagndstico in vitro.

PRINCIPIO DE AGAO
Metodologia: Colorimétri%a
Hg (SCN ), + 2Cl ————=> HgCl, + 2SCN-

3(SCN ) + Fe* ———=> Fe(SCN),

Em presenca de ions Cloreto, o Tiocianato de Mercurio, em
meio acido, forma Cloreto Mercurico e ions Tiocianato. Os ions
Tiocianato reagem com os ions Férrico formando Tiocianato
Férrico, de cor amarelo-laranja, que é proporcional a concentragéo
de Cloretos da amostra.

REAGENTES

Numero 1 - Reagente de Cor - Conservar entre 15 e 30°C.
Contém: Tiocianato de Mercurio 2 mmol/L, Nitrato Férrico
17 mmol/L e solubilizante Acido Nitrico 0,2%. Manusear com
cuidado - Reagente toxico.

Numero 2 - Ativador - Conservar entre 15 e 30°C. Contém:
Acido Perclérico 1,50 mol/L.

Numero 3 - Padrdo - Conservar entre 15 e 30°C. Contém:
Cloretos 100 mEq/L e Azida Sdédica 7,7 mmol/L.

APRESENTAGAO
Reagentes Volume
N°1 350 mL
N° 2 10 mL
N°3 3mL

EQUIPAMENTOS E INSUMOS OPERACIONAIS
Espectrofotdmetro ou colorimetro, relégio ou crondmetro,
pipetas, tubos de ensaio, Biocontrol N e Biocontrol P Bioclin.
Encontram-se no mercado especializado de artigos para
Laboratérios de Analises Clinicas.

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
A temperatura de armazenamento devera ser de 15 a 30°C.
Manter ao abrigo da luz e evitar umidade.

CUIDADOS ESPECIAIS

1- Somente para uso diagnéstico in vitro profissional.

2- Seguir com rigor a metodologia proposta para obtengéo de
resultados exatos.

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

4- Colunas deionizadoras saturadas liberam agua alcalina, ions
diversos e agentes oxidantes e redutores, que podem alterar de
forma significativa os resultados.

5- O soro ou o plasma deve ser separado no maximo uma hora
apds a coleta. Tempo superior ao recomendado leva a perdas
de CO, que alteram a distribui¢éo de Cloretos entre as células
e o plasma.

6- Urina e liquor devem ser centrifugados.

7- Usar plasma heparinizado, pois os anticoagulantes comuns
interferem na determinagéo.

8- Manusear o Reagente N° 1 com cautela - reagente toxico.

9- Recomendamos aplicar as normas locais, estaduais e federais
de protegdo ambiental para que o descarte dos reagentes e do
material biolégico seja feito de acordo com a legislagéo vigente.
10- Para obtencéo de informagdes relacionadas a biosseguranca
ou em caso de acidentes com o produto, consultar as FISPQ
(Ficha de Informagdes de Seguranga de Produtos Quimicos)
disponibilizadas no site www.bioclin.com.br ou através de
solicitacdo pelo SAC (Servico de Assessoria ao Cliente) da
Quibasa.

11- N&o utilizar o produto em caso de danos na embalagem.

12- E imprescindivel que os instrumentos e equipamentos
utilizados estejam devidamente calibrados e submetidos as
manutengdes periddicas.

AMOSTRAS

Soro ou plasma (heparinizado), urina, suor, liquor. O analito é
estavel por 7 dias entre 2 e 8°C e 1 ano a -20°C. ° Ver cuidados
especiais.

DESCRICAO DO PROCESSO

TECNICA
A Bioclin recomenda, para uso do kit, utilizar como soro controle
os kits Biocontrol N e P Bioclin.

TECNICA | - Soro, plasma ou liquor:
Marcar 3 tubos de ensaio: B (Branco), A (Amostra), P (Padréo) e
proceder como a seguir:

Branco Amostra Padrao
Reagente N° 1 3,5mL 3,5mL 3,5mL
Reagente N° 2 100 uL 100 uL 100 uL
Amostra --- 10 uL -
Reagente N° 3 - - 10 uL

Homogeneizar e ler a absorbancia da Amostra e do Padrdo em
500 nm, acertando o zero com o Branco. A cor é estavel por 2
horas.

TECNICA Il - Urina e Suor:

Diluir a wurina 1:4 com 4&agua destilada ou deionizada
(0,1 mL de urina + 0,3 mL de &gua destilada ou deionizada).
Seguir o esquema abaixo, eliminando o Reagente N° 2 (Ativador).
Multiplicar o resultado obtido por 4.

Branco Amostra Padrao
Reagente N° 1 3,5mL 3,5mL 3,5mL
Urina diluida ou suor - 10 uL -
Reagente N° 3 - - 10 uL

Homogeneizar. Ler a absorbancia da Amostra e do Padrdo em
500 nm, acertando o zero com o Branco.

Obs.: Para dosar Cloretos no suor seguir a metodologia acima
(eliminando o Ativador), porém sem diluir o suor.

CALcuLOS

Efetuar calculos distintos para cada procedimento técnico:

Cloretos ( mEq/L ) =_Absorbancia da Amostra  x 100
Absorbancia do Padrao

g

Como a reagdo segue a Lei de Lambert-Beer, o fator de calibragao
pode ser usado.

Fatorde = Concentracdo do Padréo (100 mEqg/L)
Calibragao Absorbancia do Padrao

mEg/L = Absorbancia da Amostra x Fator de Calibragao
Urina ( mEqg/24 horas ) = mEg/L x Volume (em litro)

Os resultados serdo expressos em mEg/L ou mmol/L, para as
amostras (soro, plasma, liquor e suor) e em mEq/24 horas ou
mmol/24 horas para urina.

LIMITAGOES DO PROCESSO

Usar pipeta automatica devidamente calibrada para
pipetagem do Padrdo e da Amostra, a fim de minimizar
problemas de imprecisdo de volume.

CONTROLE INTERNO DE QUALIDADE

O Laboratério Clinico deve possuir um programainterno de controle
da qualidade, onde procedimentos, normas, limites e tolerancia
para variagdes sejam claramente estabelecidos. E importante
ressaltar que todos os sistemas de medigdo apresentam uma
variabilidade analitica caracteristica, que deve ser monitorada
pelos proprios laboratérios. Para tanto, € recomendavel a
utilizacdo de controles, que permitem avaliar a preciséo e a
exatiddo das dosagens.

RASTREABILIDADE
O padréo do kit é rastreavel ao material de referéncia SRM 919A
do NIST (National Institute of Standards and Technology).

VALORES DE REFERENCIA

Os valores de referéncia em mEq/L, para o presente método,
foram obtidos através da determinacdo de Cloretos em
populagdes sadias do sexo masculino e feminino.

Soro ou plasma (Todas as idades): 96 a 107 mEq/L

Urina: 150 a 250 mEq/24 horas

Liquor: 118 a 132 mEq/L

Suor: 5 a 35 mEqg/L

Estes valores devem ser usados como orientagdo, sendo que
cada laboratério devera criar sua faixa de valores de referéncia,
de acordo com a populacéo atendida.

Os resultados fornecidos por este kit devem ser interpretados
pelo profissional médico responsavel, ndo sendo Unico critério
para a determinacéo do diagnostico e/ou tratamento do paciente.

DESEMPENHO DO PRODUTO
CONTROLE DE QUALIDADE

Exatidao

RECUPERAGCAO

A andlise de recuperagao kit Cloretos Colorimétrico foi feita com
05 determinagdes de amostras. As exatiddes foram calculadas
e se encontraram em boa concordancia com os valores de
referéncia, obtendo uma recuperagéo entre 95% e 103%.



COMPARACAO DE METODOS E
METODOLOGICA

O kit Cloretos Colorimétrico foi comparado com outro método
para dosagem de Cloretos comercialmente disponivel. Foram
realizadas 07 analises e os resultados foram avaliados. A
equacao linear obtida foi Y = 1,022X - 1,0165 com coeficiente de
correlagdo igual a 0,9729. Com estes resultados pode-se concluir
que o kit apresenta boa especificidade metodolégica.

ESPECIFICIDADE

Precisao

REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes
sucessivas, utilizando 3 amostras com concentragdes diferentes,
obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Wdia (mEqll) 106,21 91,00 78,30
padgﬁs(ﬂ‘éqm 1,14 2,15 0,98
c\;)aerfiiacéggt(ecynd)e 1,07 2,36 1,25

REPRODUTIBILIDADE

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes
sucessivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 amostras
com concentragbes diferentes, obtendo-se o0s seguintes

resultados:
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Media (meglL) 106,05 %073 7837
Paeréis(:;oquL) 0,17 0,38 0,12
c\?aerfiz:;ggtz%d)e 0,16 0,42 0,15

Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada a partir de 20 determinagdes de uma
amostra isenta de Cloretos. A média encontrada foi de
0,694 mEq/L com desvio padrédo de 0,089 mEqg/L. Asensibilidade,
que indica o limite de detecgéo é do método, corresponde a média
mais 3 vezes o desvio padréo e ¢ igual a 0,960 mEq/L.

Linearidade

A reagéo é linear entre 20 e 120 mEqg/L. Para valores maiores,
diluir a amostra com agua destilada ou deionizada, repetir a
determinagéo e multiplicar o resultado pelo fator de diluigéo.

SIGNIFICADO DIAGNOSTICO

O Cloreto é o principal anion do liquido extra celular (LEC),
sendo importante na regulagdo da manutengdo e distribuicdo
de agua, no balango aniénico e catiénico do LEC e na presséo
osmética. Sua concentragdo no sangue é regulada pelos rins,
glandulas supra-renais, pulmdes, pele, trato gastro intestinal e pH
sanguineo.

Em vérias situagbes clinicas, pode ocorrer diminuigdo
(hipocloremia) ou aumento (hipercloremia) em sua concentragéo
plasmatica.

Hipocloremia - Em nefrites associadas com pielonefrites cronicas,
e pacientes em crise Addissoniana, encontram-se valores de
Cloretos diminuido. Vémitos prolongados ou persistente secregdo
gastrica podem levar a perdas de Cloro e valores plasmaticos
baixos. Ocorrem ainda hipocloremia na alcalose metabdlica,
intoxicagdo com brometo, lesdes cranianas, defeito na absorgédo
renal.

Hipercloremia - Podem ser citadas causas patoldgicas:
insuficiéncia renal aguda, acidose metabdlica, sindrome
nefrética. No diabetes insipidus, na hiperfungdo adreno-cortical
e no hiperparatireoidismo. Na fibrose cistica, doenga sistémica
que leva a obstrugdes intestinais, cirrose biliar e anormalidades
pulmonares, valores altos de Cloretos no suor sdo importantes
indicativos de diagndstico.

NUMERO DE TESTES
100 Testes / 10 uL de amostra / 3,5 mL de Reagente

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-SCHALES O.; SCHALES S., J. Biol. Chem., 1941, 140, 879.
2 - ZALL, D. M; FISHER, D.; GARNER, M. Q., Anal. Chem.,
1.956, 28,1665.

3 - BENNINGTON, L. James, Dict & Encycl. of Lab. Med. and
Tech., 1.984.

4 - BURTIS, A. Carl; Ashwood, R. Edward, Clin., Chem., Tietz Text
book of; 2nd. ed., 1.986, 1366.

5 - WHO. Use of anticoagulants in diagnostic laboratory
investigations and stability of blood, plasma and serum samples.
WHO/DIL/LAB/99.1 rev. 2, 2002:31

GARANTIA DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo, todos os reagentes
Bioclin sdo testados pelo Departamento de Controle de
Qualidade. A qualidade dos reagentes é assegurada até a data
de validade mencionada na embalagem de apresentacdo, desde
que armazenados e transportados nas condigbes adequadas.

H QUIBASA QUIMICA BASICA Ltda

Rua Teles de Menezes, 92 - Santa Branca

CEP 31565-130 - Belo Horizonte - MG - Brasil
Tel.: (31) 3439.5454 - Fax: (31) 3439.5455
E-mail: bioclin@bioclin.com.br

CNPJ: 19.400.787/0001-07 - Industria Brasileira

[ e [=] OBELIS S.A.

Bd. Général Wahis, 53
1030 Brussels, Belgium

ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR
Servigo de Assessoria ao Cliente
Tel.: 0800 0315454

E-mail: sac@bioclin.com.br

Numero de registro do kit de Cloretos Colorimétrico na ANVISA:
10269360118

Revisao: Abril/2018
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CLORUROS COLORIMETRICO
K050
INSTRUCCIONES DE USO

FINALIDAD
Método para la determinacién de Cloruros. Test colorimétrico,
solamente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO DE ACCION
Metodologia: Colorimétri%a
Hg (SCN ), + 2Cl ————=> HgCl, + 2SCN-

3(SCN ) + Fe* ————=> Fe(SCN),

En presencia de iones Cloruro, o Tiocianato de Mercurio, en
medio acido, forma Cloruro Mercurico e iones Tiocianato. Los
iones Tiocianato reaccionan con los iones Hiérrico formando
Tiocianato Hiérrico, de color amarillo-naranja, que es proporcional
a la concentracién de Cloruros de la muestra.

REACTIVOS

Numero 1 - Reactivo de color - Aimacenar entre 15 y 30°C.
Contine: Tiocianato de Mercurio 2 mmol/L, Nitrato Férrico 17 mmol/L
y solubilizante Acido Nitrico 0,2%. Manosear con cuidado -
Reactivo téxico.

Numero 2 - Activador - Aimacenar entre 15 y 30°C. Contiene:
Acido Perclorico 1,50 mol/L.

Numero 3 - Patrén - Almacenar entre 15 y 30°C. Contiene:
Cloruros 100 mEq/L y Azida Sdédica 7,7 mmol/L.

PRESENTACION

Reactivos Volumen
N°1 350 mL
N° 2 10 mL
N°3 3mL

EQUIPAMIENTOS E INSUMOS OPERACIONALES
Espectrofotdémetro o colorimetro, reloj o crondémetro, pipetas,
tubos de ensayo, Biocontrol N y Biocontrol P Bioclin. Se
encuentran en el mercado especializado de articulos para
Laboratorios de Anélisis Clinicos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE
La temperatura de almacenamiento debera ser de 15 a 30°C.
Mantener al abrigo de la luz y evitar humedad.

CUIDADOS ESPECIALES

1- Solamente para el uso diagnéstico in vitro profesional.

2- Seguir con rigor la metodologia propuesta para obtencion de
resultados exactos.

3- El agua utilizada en la limpieza del material debe ser reciente e
exenta de agentes contaminantes.

4- Columnas deionizadoras saturadas liberan agua alcalina, iones
diversos y agentes oxidantes y reductores, que pueden alterar de
forma significativa los resultados.

5- El suero o plasma debe ser separado en maximo una hora
luego de la colecta. Tiempo superior al recomendado lleva a
perdidas de CO, que alteran la distribucion de Cloruros entre las
células y o plasma.

6- Orina y liquor deben ser centrifugados.

7- Usar plasma heparinizado, pues los anticoagulantes comunes
interfieren en la determinacion.

8- Manipular el Reactivo N° 1 con cautela - reactivo téxico.

9- Se recomienda la aplicacion de la ley local, estatal y federal de
proteccion ambiental para la eliminacion de reactivos y material
biolégico se hace de acuerdo con la legislacién vigente.

10- Para obtener informacion relacionada con la seguridad
biolégica o en caso de accidentes con el producto, consultar la
FISPQ (Ficha de Informaciones de la Seguridad de Productos
Quimicos) disponibles en el site www.bioclin.com.br o solicitando
a través del SAC (Servicio de Asesoria al Cliente) de Quibasa.
11- No utilice el producto en caso de dafios en su embalaje.

12- Es esencial que los instrumentos y equipos utilizados estén
adecuadamente calibrados y sometidos a mantenimientos
periddicos.

MUESTRAS
Suero o plasma (heparinizado), orina, sudor y liquor. El analisis es
estable por 7 dias entre 2y 8°C y 1 afio a -20°C. ° Ver cuidados
especiales.

DESCRIPCION DEL PROCESO

TECNICA
La Bioclin recomienda, para uso del kit, utilizar como suero control
los kits Biocontrol N y P Bioclin.

TECNICA | - Suero, plasma o liquor:
Marcar 3 tubos de ensayo: B (Blanco), M (Muestra), P (Patréon) y
proceder como sigue:

Blanco Muestra Patron

Reactivo N° 1 3,5mL 3,5mL 3,5mL

Reactivo N° 2 100 ul 100 uL 100 uL
Muestra - 10 uL -

Reactivo N° 3 - - 10 ul

Homogenizar y leer la absorbancia de la Muestra y del Patrén
en 500 nm el, acertando cero con el Blanco. El color es estable
por 2 horas.

TECNICA Il - Orina y Sudor:

Diluir la orina 1:4 con agua destilada o deionizada (0,1 mL de orina
+ 0,3 mL de agua destilada o deionizada). Seguir el esquema
abajo, eliminando el Reactivo N° 2 (Activador). Multiplicar el
resultado obtenido por 4.

Blanco Muestra Patrén

Reactivo N° 1 3,5mL 3,5mL 3,5mL
Orina diluida o sudor - 10 uL -

Reactivo N° 3 - - 10 uL

Homogenizar. Leer la absorbancia de la Muestra y del Patrén en
500nm, acertando el cero con el Blanco.

Obs.: Para dosificar Cloruros en el sudor seguir la metodologia
encima (eliminando el Activador), entretanto sin diluir el sudor.

CALCULOS
Efectuar calculos distintos para cada procedimiento técnico:

Cloruros ( mEq/L ) = Absorbancia de la Muestra x 100
Absorbancia del Patron

Como la reaccion sigue la Ley de Lambert-Beer, el Factor de
Calibracién puede ser usado.

Factorde = Concentracion del Patrén (100 mEg/L)
Calibracion Absorbancia del Patrén

mEqg/L = Absorbancia de la Muestra x Factor de Calibracién
Orina ( mEqg/24 horas ) = mEg/L x Volumen (en litro)

Los resultados seran expresados en mEg/L ou mmol/L, para las
muestras (suero, plasma, liquor y sudor) y en mEqg/24 horas o
mmol/24 horas para orina.

LIMITACIONES DEL PROCESO

Usar pipeta automatica debidamente calibrada para
pipetear del Patron y de la Muestra, a fin de minimizar
problemas de imprecision de volumen.

CONTROL INTERNO DE CALIDAD

El Laboratorio Clinico debe poseer un programa interno de control
de calidad, donde procedimientos, normas, limites y tolerancia
para variaciones sean claramente establecidos. Es importante
resaltar que todos los sistemas de medicién presentan una
variabilidad analitica caracteristica, que debe ser vigilada por los
propios laboratorios. Por lo tanto, es recomendable la utilizacion
de controles, que permiten la evaluacion, la precision y la
exactitud de las dosificaciones.

TRAZABILIDAD
El patron del kit es trazable al material de referencia SRM 919A
del NIST (National Institute of Standards and Technology).

VALORES DE REFERENCIA

Los valores de referencia en mEq/L, para el presente método,
fueron obtenidos a través de la determinacion de Cloruros en
poblaciones sanas del sexo masculino y femenino.

Suero o plasma (Todas las edades): 96 a 107 mEq/L

Orina: 150 a 250 mEq/24 horas

Liquor: 118 a 132 mEq/L

Sudor: 5 a 35 mEq/L

Estos valores deben ser usados como orientacion de cada
laboratorio debera crear su rango de valores de referencia, de
acuerdo con la poblacién atendida.

Los resultados proporcionados por este kit deben ser interpretados
por el profisional médico responsable, no siendo el unico criterio
para determinar el diagnéstico y/o tratamiento del paciente.

DESEMPENO DEL PRODUCTO
CONTROL DE CALIDAD

Exactitud

RECUPERACION

El analisis de recuperacion kit Cloruros Colorimétrico fue hecha
con 05 determinaciones de muestras. Las exactitudes fueron
calculadas y se encontraron en buena concordancia con los
valores de referencia, obteniendo una recuperacion entre 95% y
103%.



COMPARACION METODOS Y
METODOLOGICA

El kit Cloruros Colorimétrico fue comparado con otro método
para dosificaciéon de Cloruros comercialmente disponible. Fueron
realizadas 07 andlisis y los resultados fueron evaluados. La
ecuacion linear obtenida fue Y = 1,022X - 1,0165 con coeficiente
de correlacién igual a 0,9729. Con estos resultados se puede
concluir que el kit presenta buena especificidad metodolégica.

DE ESPECIFICIDAD

Precisién

REPETIBILIDAD

La repetibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
sucesivas, utilizando 3 muestras con concentraciones diferentes,
obteniéndose los siguientes resultados:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Pi?::i?;:lii‘:l‘u 106,21 51,00 7820
Padrgfls(‘:;oquL) 14 218 0%

REPRODUCTIBILIDAD

La reproductibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones
sucesivas durante 3 dias consecutivos, utilizando 3 muestras
con concentraciones diferentes, obteniéndose los siguientes
resultados:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Pi‘r":‘::i';‘f:é‘;’/‘l_) 106,05 90,73 78,37
Padr[;(:ls(‘r,riloquL) 017 038 0.12
Gotcoree | o | 0w | o

Sensibilidad

La sensibilidad fue calculada a partir de 20 determinaciones de
una muestra exenta de Cloruros. El promedio encontrada fue de
0,694 mEq/L con desvio patron de 0,089 mEq/L. La sensibilidad,
que indica el limite de deteccién del método, corresponde al
promedio mas 3 veces el desvio patrén y es igual a 0,960 mEq/L.

Linearidad

La reaccion es linear entre 20 y 120 mEq/L. Para valores mayores,
diluir la muestra con agua destilada o deionizada, repetir la
determinacion y multiplicar el resultado por el factor de dilucion.

SIFNIFICADO DIAGNOSTICO

O Cloruro es el principal anién del liquido extra celular (LEC),
siendo importante en la regulacion de la mantencion y distribucion
de agua, en el balance anionico y catiénico del LEC y en la
presion osmotica. Su concentracion en la sangre es regulada por
los rifiones, glandulas suprarenales, pulmones, piel, trato gastro
intestinal y pH sanguineo. En varias situaciones clinicas, puede
ocurrir disminucion ( hipocloremia) o aumento (hipercloremia) en
su concentracion plasmatica.

Hipocloremia - En nefritis asociadas con pielonefritis crénicas, y
pacientes en crisis Adisoniana, se encuentran valores de Cloruros
disminuido. Vémitos prolongados o persistente secrecién gastrica
pueden llevar a perdidas de Cloro y valores plasmaticos bajos.
Ocurren aun hipocloremia en la alcalosis metabodlica, intoxicacion
con brometo, lesiones craneanas, defecto en la absorcion renal.

Hipercloremia - Pueden ser citadas causas patoldgicas:
insuficiéncia renal aguda, acidosis metabdlica, sindrome
nefrética. En la diabetes insipidus, en la hiperfuncion adreno
cortical y en el hiperparatiroidismo. En la fibrosis cistica, dolencia
sistémica que lleva a obstrucciones intestinales, cirrosis biliar y
anormalidades pulmonares, valores altos de Cloruros en el sudor
son importantes indicativos de diagndstico.

NUMERO DE PRUEBAS
100 Tests / 10 uL de Muestra / 3,5 mL de Reactivo

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1- SCHALES O.; SCHALES S., J. Biol. Chem., 1941, 140, 879.
2 - ZALL, D. M; FISHER, D.; GARNER, M. Q., Anal. Chem.,
1.956, 28,1665.

3 - BENNINGTON, L. James, Dict & Encycl. of Lab. Med. and
Tech., 1.984.

4 - BURTIS, A. Carl; Ashwood, R. Edward, Clin., Chem., Tietz Text
book of; 2nd. ed., 1.986, 1366.

5 - WHO. Use of anticoagulants in diagnostic laboratory
investigations and stability of blood, plasma and serum samples.
WHO/DIL/LAB/99.1 rev. 2, 2002:31

GARANTIA DE CALIDAD

Antes de ser liberado para el consumo, todos los
reactivos Bioclin sonprobados por el Departamento de Control de
Calidad. La calidad de los reactivos es asegurada hasta la fecha
de valides mencionada en el embalaje de presentacién, deben
ser almacenados y transportados en las condiciones adecuadas.
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CHLORIDE COLORIMETRIC
K050
USAGE INSTRUCTIONS

FUNCTION
Method for determination of Chloride. Colorimetric test, for in vitro
diagnostic only.

PRINCIPLE OF ACTION
Methodology: Colorimetric+

Hg (SCN ), + 2Ck ——=> HgCl, + 2SCN-
3(SCN ) + Fe¥* ———=> Fe(SCN),

In the presence of Chloride ions, the Mercury Thiocyanate, in an
acid environment, forms the Mercuric Chloride and Thiocyanate
ions. The Thiocyanate ions react with the Iron ions forming a Iron
Thiocyanate, of yellow-orange color, who is proportional to the
Chloride concentration in the sample.

REAGENTS

Number 1 - Color Reagent - Store between 15 and 30°C.
Contains: Mercury Thiocyanate 2 mmol/L, Iron Nitrate 17 mmol/L
and Nitric Acid solubilizer 0,2%. Handle carefully - Toxic reagent.
Number 2 - Activator - Store between 15 and 30°C. Contains:
Perchloric Acid 1,50 mol/L.

Number 3 - Standard - Store between 15 and 30°C. Contains:
Chloride 100 mEg/L and Sodium Azide 7,7 mmol/L.

PRESENTATION
Reagents Volume
N°1 350 mL
N° 2 10 mL
N°3 3mL

EQUIPMENTS AND OPERATIONAL INPUTS
Spectrophotometer or colorimeter, watch and stopwatch, pipettes,
test tubes, Biocontrol N and Biocontrol P Bioclin. Can be found at
market specialized on Clinical Analysis Laboratories.

TRANSPORTAION AND STORAGE CONDITIONS
The storage and transport temperature shall be between 15 and
30°C. Protect from light and avoid moisture.

SPECIAL CARE

1- For professional in vitro diagnostic use only.

2- Strictly follow the methodology proposed to obtain exact results.
3- Water used in material cleaning must to be recent and free of
contaminants.

4- Saturated deionizer columns release alkaline water, many
ions, oxidizing agents and reducers that may alter the results
significantly.

5- The serum or plasma shall be prepared in maximum one hour
after collection. A superior time produce CO, loss who interferes
with the chloride distribution between cells and plasma.

6- Urine and liquor must be centrifuge.

7- Use heparinized plasma, because the regular anticoagulants
interfere in the determination.

8- Handle reagent N° 1 carefully - toxic reagent.

9- We recommend applying the local, state and federal rules
for environmental protection, so that disposal of reagents and
biological material can be made in accordance with current
legislation.

10- To obtain information related to biosafety or in case of
accidents with the product, consult the MSDS (Material Safety
Data Sheet) available on the website www.bioclin.com.br or upon
request by the SAC (Customer Advisory Service) of Quibasa.

11- Do not use the product in case of damaged packaging.

12- It is essential that the instruments and equipments used are
properly calibrated and subjected to periodic maintenance.

SAMPLE

Sample or serum (heparinized), urine, sweat, liquor. The analytical
is stable for 7 days between 2 and 8°C and 1 year at -20°C. ° See
special care.

PROCESS DESCRIPTION

TECHNIQUE
Bioclin recommends, as control serum, Biocontrol N and P Bioclin
Kits.

TECHNIQUE | — Serum, plasma or liquor:
Mark 3 test tubes with letters B (Blank), A (Sample), P (Standard)
and proceed as follows:

Blank Sample Standard
Reagent N° 1 3,5mL 3,5mL 3,5mL
Reagent N° 2 100 uL 100 uL 100 uL
Standard - 10 uL -
Reagent N° 3 - - 10 uL

Homogenize and read the Sample and Standard absorbance at
500 nm, matching the zero with the Blank. The color is stable for
2 hours.

TECHNIQUE Il — Urine and sweat:

Dilute the urine 1:4 with distilled or deionized water (0,1 mL of
urine + 0,3 mL of distilled or deionized water). Follow the scheme
below, eliminating the reagent N° 2 (Activator). Multiply the
obtained result by 4.

Blank Sample Standard
Reagent N° 1 3,5mL 3,5mL 3,5mL
Diluted urine or seat - 10uL -
Reagent N° 3 - - 10 ul

Homogenize. Read the Sample and Standard absorbance at
500 nm, matching the zero with the Blank.

Attention: To dose Chloride in sweat please follow the methodology
above (eliminating the Activator), however without diluting the
sweat.

CALCULATIONS
Carry out distinct calculations for each technical procedure.

Chloride (mEqg/L) = _Sample Absorbance x 100
Standard Absorbance

C€

As the reaction follows the Lambert Beer Law, it can use the
Calibration Factor:

Calibration =
Factor

Standard Concentration (100 mEg/L)
Standard Absorbance

mEg/L = Sample Absorbance x Calibration Factor
Urine (MEQ/24 hours) = mEg/L x Volume (liters)

The results are expressed in mEg/L or mmol/L, for the samples
(serum, plasma, liquor and sweat) and in mEg/24 hours or
mmol/24 hours for urine.

PROCEDURE LIMITATIONS

The use of automatic pipette appropriately calibrated for pipetting
the Standard and Sample, in order to minimize problems with
inaccurate volume.

INTERNAL QUALITY CONTROL

The Clinical Laboratory must have an internal quality control,
where all procedures, rules, limits and tolerance to variations be
clearly established. It is important to mention that all measurement
systems present a analytical variety, and it must be monitor by
the laboratory. Therefore, it is recommendable the use of controls,
allowing the precision and accuracy of the dosages.

TRACEABILITY
The kit's standard is traceable to the reference material NIST
(National Institute of Standards and Technology) SRM 919A.

REFERENCE VALUES

The reference values in mEg/L, for this method, were
obtained through the determination of Chloride in healthy
populations of male and female.

Serum or plasma (Of all ages): 96 to 107 mEq/L

Urine: 150 to 250 mEqg/24 hours

Liquor: 118 to 132 mEqg/L

Sweat: 5 to 35 mEq/L

These values should be used as guidelines, each laboratory
should establish its range of reference values, according to the
population served.

The results provided by this kit must be interpreted by the medical
professional responsable, not being the only criterion for the
determination of diagnosis and/or treatment of the patient.

PRODUCT PERFORMANCE
QUALITY CONTROL

Accuracy

RECOVERY

The Chloride Colorimetric kit recovery analysis was made with
5 sample determinations. The accurate was calculated and was
found in a good agreement with the reference values, obtaining a
recovery between 95% and 103%.



COMPARISON OF METHODS AND METHODOLOGICAL
SPECIFICITY

Chloride Colorimetric kit was compared with
other method commercially available for dosage of
Chloride. 07 analyzes were performed and the results
were evaluated. The linear equation obtained was
Y =1,022X - 1,0165 with correlation coefficient equal to 0,9729.
With theses results, we can conclude that the kit shows good
methodological specificity.

Precision

REPEATABILITY

The repeatability was calculated from 20 successive
determinations, using 3 samples with different concentrations,
obtaining the following results:

Sample 1 sample2 | Sample 3
Concen?:’aetgzge(mquL) 106,21 91,00 78,30
Devizttiac::\d(ar;(:;q L) 1,14 2,15 0,98
Variation () 107 236 1,25

REPRODUCIBILITY

The reproducibility was calculated from 20 successive
determinations for 3 consecutive days, using 3 samples with
different concentrations, obtaining the following results:

Sample 1 Sample 2 Sample 3
Concenlt\:aetir:gimquL) 106,05 90,73 78,37
Devi::s)':\d(ar:\(:iqlL) 0.17 038 0,12
Variation (%) o6 | oa 015

Sensitivity

The sensitivity was calculated from 20 determinations of a sample
free of Chlorides. The average found was 0,694 mEg/L, with
standard deviation of 0,089 mEg/L. The sensitivity, which
indicates the indicative of methods detection limit, corresponds
the average plus 3 times the standard deviationand and is equal
to 0,960 mEq/L.

Linearity

The reaction is linear between 20 and 120 mEg/L. For larger
values, dilute the serum with distilled or deionized water, repeat
the determination and multiply the result by the dilution factor.

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE

The Chloride is the major of the extra cellular liquid (LEC) anion,
being important regulating the water maintenance and distribution,
in a anionic and cationic balance of LEC and in osmotic pressure.
Its concentration in blood is regulated by the kidneys, suprarenal
gland, lungs, skin, intestine gastric tract and blood pH.

In several clinical situations, can occur reduction (hypochloremia)
or increase (hyperchloremia) of the plasmatic concentration.
Hypochloremia - In nephritis associated to pyelonephritis, and
patients in Addisonian crisis, the values of Chloride are reduced.
Extended vomits or persistent gastric secretion can lead to chlorine
loss and low plasmatic values. It can also occur hypochloremia in
metabolic alkalosis, bromate intoxication, cranial injuries, kidney
absorption malfunction.

Hyperchloremia - Pathological causes can be quoted: acute
kidney insufficiency, metabolic acidosis, nephrotic syndrome.
In insipidus diabettes, in adrenocortical hyperfunction and
hyperparathyroidism. In cystic fibrosis, systemic diseases that
lead to intestinal obstruction, bile cirrhosis and lung abnormalities,
high values of Chloride in sweat are important indicatives of
diagnosis.

NUMBER OF TESTS
100 Tests / 10 uL of sample / 3,5 mL of Reagent
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1-SCHALES O.; SCHALES S., J. Biol. Chem., 1941, 140, 879.
2 - ZALL, D. M;; FISHER, D.; GARNER, M. Q., Anal. Chem.,
1.956, 28,1665.

3 - BENNINGTON, L. James, Dict & Encycl. of Lab. Med.

and Tech., 1.984.

4 - BURTIS, A. Carl; Ashwood, R. Edward, Clin., Chem.,

Tietz Text book of; 2nd. ed., 1.986, 1366.

5 - WHO. Use of anticoagulants in diagnostic laboratory
investigations and stability of blood, plasma and serum samples.
WHO/DIL/LAB/99.1 rev. 2, 2002:31

QUALITY ASSURANCE

Before being released for consumption, all Bioclin reagents
are tested by the Department of Quality Control. The quality
of reagents is assured until expiration date stated on the
presentation packaging, when stored and transported under
appropriate conditions.
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