CLORETOS COLORIMETRICO

BIOQUIMICA CLINICA

FINALIDADE

Sistema colorimétrico para determinagdo dos cloretos no soro,
plasma (heparina), liquor e urina.

Somente para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

Em meio acido, na presenca de Sulfocianeto de Mercurio e
Nitrato Férrico ,0s ions cloreto formam um complexo corado
de acordo com a seguinte reagdo:

6CI- + 3Hg (SCN), =——= 3HgCl + 6(SCN)"
6(SCN) + Fe® ———= 2Fe (SCN),

O complexo corado final (Sulfocianeto Férrico) absorve luz
em 510nm ou filtro verde.

O aumento de absorgdo de luz é proporcional a concentragdo
de cloretos na amostra.

REAGENTES

Reagente de cor: contém por litro; Sulfocianeto de Mercurio
1,4mmol, Nitrato Férrico 2,5mmol, Oxido Amarelo de Mercurio
0,13mmol e Acido Nitrico 50,5mmol. Contém ainda
estabilizantes e detergente ndo i6nico.

Solugdo padrao 100mmol/L: Cloreto de Sédio 100mmol/L
em meio protéico.

APRESENTAGAO
Reagente de cor 1x 100mL
Solugdo padrdao 100mmol/L 1x 3mL

NUMERO DE TESTES

Manual 50 testes (20uL amostra/2mL Reag. de Cor)
100 testes (10uL amostra/1mL Reag. de Cor)

Automacgao 260 testes

‘/Protocolos de automagédo encontram-se disponiveis no
" site Doles ou através do Servigo de Atendimento ao
Consumidor.

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS NAO
FORNECIDOS

e Espectrofotometro ou fotocolorimetro capaz de medir as
absorvéancias em 510nm ou filtro verde.

Tubos de ensaio.

Pipetas graduadas.

Pipeta semiautomatica de 20puL.

Ponteiras descartaveis.

Cron6metro.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Reagente de cor: armazenar a temperatura ambiente (20-
300C), ao abrigo da luz. Estavel até a data de vencimento
indicada no rétulo, obedecidas as condigbes de
armazenamento.

Solugdo padrao 100mmol/L: armazenar a temperatura
ambiente (20-300°C). Estavel até a data de vencimento indicada
no roétulo, se obedecidas as condices de armazenamento.
Apés aberto, manter sob refrigeragdo (2-8°C) para evitar
evaporagao.

CUIDADOS E PRECAUGCOES COM O USO DOS REAGENTES
Todos os reagentes sdo somente para uso diagnéstico in
vitro. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se contato
com pele e mucosas. Em caso de contaminagao acidental,
lavar a area afetada em agua corrente. O descarte do material
utilizado deverd ser feito obedecendo-se aos critérios de
biosseguranca estabelecidos pelo laboratério, de acordo com
as normas locais, estaduais ou federais.

Observar ainda a simbologia m
constante nos rétulos do produto:

AMOSTRA

Soro (ndo hemolisado), liquor, urina e plasma com heparina.
Outros anticoagulantes podem interferir com a reagao. O cloro
permanece estavel no soro por uma semana a temperatura
de 2-8°C. Logo que seja possivel, separar o soro ou o plasma
, para evitar alteragdo no equilibrio i6nico por modificacoes
metabdlicas e de pH .

Todas as amostras biolégicas devem ser consideradas
como potencialmente infectantes.

PROCEDIMENTO TECNICO
Identificar 3 tubos de B (branco), T (teste) e P (padrao).

Proceder como segue:

B T P
Reagente de cor 2,0mL 2,0mL 2,0mL
Solugdo padrao - - 20pL
Amostra - 20pL -

Misturar e deixar repousar durante 2 minutos a temperatura
ambiente (20-30°C). Proceder a leitura das absorvancias em
espectrofotometro ou fotocolorimetro, em 510nm ou filtro
verde, zerando o aparelho com o branco (B). A cor final
permanece estavel por 1 hora, a temperatura ambiente (20-
300C).

CURVA DE CALIBRAGAO
. .. Conc.
Padrao|Absorvancia
0,400 - (mmol/L)
" 1 0.000 0
§ e 2 0.066 25
z , 3 0.133 50
g e 4 0.199 75
s 5 0.266 100
6 0.332 125
40 80 80 . 100 20 140 160 7 0.350 150
CONCENTRAGCAO (mmol/L)

Obs.: Nao utilizar esta curva para determinar o
resultado do seu ensaio.

e A curva de calibragdo é a representacdo grafica da relagdo

entre os valores das absorvéncias com os valores das
concentragdes de um conjunto de solucdes padrdao. Sao
necessarios trés passos para confecciona-la: (1) preparo
das solugbOes padrao; (2) medicdao dos valores de
absorvancia das solucGes padrdo, de acordo com o
especificado no procedimento técnico da presente instrugdo
de uso, e (3) montagem de um grafico, em papel especial,
linear, onde sdo relacionados os valores de absorvancia
com os de concentragao, conforme demonstrado na figura
acima.
As dosagens para montagem da curva foram feitas em um
espectrofotometro “Ultrospec III”, Pharmacia Biotec,
comprimento de onda de 510nm e cubetas com passagem
de luz de 10mm.

e A curva de calibragdo demonstra a linearidade da reagao
até uma determinada concentragdo, na qual pode ser
determinado um fator de calibragdo (F) de acordo com a
Lei de Beer.

* A reacdo é linear até a concentragdo de 125mmol/L
(ver curva acima). Obtendo-se valores mais
elevados, diluir a amostra com agua destilada ou
deionizada e proceder-se a nova dosagem.

J

Irritante Multiplicar o valor encontrado pelo fator de diluigao.
-
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e O kit de Cloretos Doles possui padrao no intervalo
de linearidade da metodologia adotada. O laboratério
deve realizar o ensaio com o padrao que acompanha
o kit e calcular seu fator de calibracao (F) de acordo
com o exemplo estabelecido nos calculos abaixo.

e O fator devera ser refeito periodicamente e a cada
lote do produto.

e Os padrdes utilizados na curva de calibragao foram ajustados
contra Carbonate/Chloride - Combined Standards Set (70,
100 e 130 mmol/L cloreto) - catdlogo 955-11- Sigma
Chemical Company.

CALcuLOS

e Soro, plasma e liquor
absorvancia teste

Cloretos (mmol/L) = x 100
absorvancia padrao

Exemplo:

Leituras

Padriao = 0,266

Teste = 0,199
0,266

Cloretos (mmol/L) = x 100 = 114,6
0,232

Como areacdo corada segue estritamente a lei de Beer, basta a determinacio
de um fator (F) para cédlculo dos resultados.

100
Fator (F) =

absorvancia padrao
Cloretos (mmol/L) = absorvancia teste x F

Para a obtengdo do fator, recomenda-se dosar em triplicata o padrdo, ler as
absorvancias e tirar a média aritmética das mesmas.
Exemplo:

Leituras
Padrio = 0,266/ 0,265 /0,267

3 . 0,266 + 0,265 + 0,267
Meédia aritmética =
100

0,266

3

Fator (F) = =376

Leitura do teste = 0,232
Cloretos (mmol/L) = 0,232 x 376 = 114,6

2. Urina de 24 horas
absorvancia teste

Cloretos (mmol/L) = x 100

absorvancia padrao

Cloretos (mmol/24 horas) = Cloretos na urina (mmol/L) x Vol. urinario de 24 horas (mL)
1,000

Exemplo:

Leituras:

Padrao = 0,266

Urina = 0,267

Vol. urinario de 24 horas = 1500mL

0,267
Cloretos (mmol/L) =
0,266

x 100 =100

1,500
Cloretos (mmol/24 horas) = 100 x =150

1,000

EXPRESSAO DOS RESULTADOS EM UNIDADES S.I.
Os resultados ja sdo expressos em Unidades S.I.

LIMITACOES DO SISTEMA

® Para se obter 6timo desempenho do sistema, é necessario
que o procedimento técnico seja rigorosamente seguido
conforme instrugGes de uso. Qualquer alteragdo podera levar
a resultados erroneos.

¢ Algumas drogas como: acetazolamida, Cloreto de Aménio,
andrégenos, clorotiazidicos, cortisona, estrégenos,
hidroclorotiazida, metildopa, anti-inflamatoérios nao
esteroides podem elevar os niveis de cloretos no sangue.

e Na intoxicacao por bromo, os valores de cloro no soro
apresentam-se elevados.

e Algumas drogas como: aldosterona, bicarbonatos,
corticosterdides, cortisona, hidrocortisona, diuréticos
tiazidicos podem reduzir os niveis de cloretos no sangue.

¢ As metodologias utilizadas na dosagem do cloro quantificam
também o bromo.

¢ Valores diminuidos dos niveis de cloretos sdo observados
em amostras poés-prandiais. Tal fato ocorre devido ao
aumento da sintese de Acido Cloridrico pelas células parietais
do estémago.

¢ As dosagens de cloreto ndo sado usadas isoladamente, sendo
correlacionadas com as dosagens de sédio, potassio e
co,.

e A excrecdo urinaria de cloretos varia com a dieta.

CONTROLE DA QUALIDADE DO SISTEMA

1.A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado
sdo de fundamental importdncia para a estabilidade dos
reagentes e obtengdo de resultados corretos.

2.A agua utilizada na limpeza do material, no preparo dos
reagentes e na dosagem, deve ser de boa qualidade.

3.Colunas deionizadoras saturadas liberam ions diversos,
aminas e agentes oxidantes, que deterioram os reagentes.

4.As pipetagens devem ser precisas.

5.0 uso de soro controle de referéncia deve ser uma pratica
rotineira do laboratério. Recomenda-se utilizar um soro
controle com valor na faixa de normalidade (soro controle
N - Doles) e outro soro controle de valor elevado (soro
controle P - Doles).

VALORES DE REFERENCIA

E recomendado que cada laboratério estabeleca sua propria
faixa de valores de referéncia na populagao atendida.

Como orientagdo, sugerimos os seguintes valores:

Soro ou plasma 96 - 105mmol/L

Liquor 118 - 132mmol/L
Urina

Adultos 110 - 250mmol/24horas
Recém nascidos 1.7 - 8.5mmol/24horas
Criangas 15 - 40mmol/24 horas
SIGNIFICADO CLINICO

A dosagem de cloreto é usada na investigacdo do equilibrio
acido-basico, balango hidrico e cetoacidose. Os niveis de
cloreto se correlacionam com os niveis de sédio.

Valores elevados sdao encontrados em casos de desidratagoes
hipertdnicas, em acidoses tubulares renais (acidose metabdlica
hiperclorémica), infusdo excessiva de solugdo fisioldgica, na
intoxicacdo por salicilatos, no hiperparatireoidismo primario
e quando da administragdo de Cloreto de Amonio.

Valores diminuidos sdo encontrados na falta de ingestdo de
sal, sindromes com excrecdo inadequada de ADH, vOmito
prolongado, diarréia intensa, acidose respiratéria crénica,
nefrites com perda de sal por deficiéncia de reabsorgdo tubular
e alcalose metabdlica, entre outros. Na doencga de Addison a
concentragdo do ion é mantida, em geral, préxima ao normal,
exceto no periodo de crise, quando os niveis de cloretos e de
sodio podem cair significativamente.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Foram realizados 40 testes em amostras cujo teor de Cloretos
situava-se no intervalo de 81,8 a 116,1 mmol/L. A comparagao
do kit de Cloretos Doles (Y) com um método de referéncia
(X), deu origem a seguinte equagdo de regressao linear: Y=
1,003X -0,97.

O coeficiente de correlagao é de 0,98.

Adigdo do ion cloreto a soros cujos niveis de cloro situavam-
se entre 90 e 108mmol/L, mostrou o indice de recuperagao
situado entre 96,5 e 101,5%.

Repetitividade: foram realizadas 20 dosagens sucessivas,
com uma amostra, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1
Concentragao (mmol/L) 101,8
Desvio padrao 1,82
Coeficiente de variagao (%) 1,79

Reprodutibilidade: foram realizadas 20 dosagens, durante
20 dias consecutivos, obtendo-se os seguintes resultados:

Amostra 1
Concentragao (mmol/L) 101,36
Desvio padrao 2,51
Coeficiente de variagao (%) 2,48 -

Especificidade: a presente metodologia é especifica para
determinacdo de cloretos no soro, plasma e liquor. A
quantidade de brometo normalmente presente no sangue nao
€ detectavel por esse método, contudo, na terapéutica com
brometo ou na intoxicagdo, a quantidade pode ser significativa.
Nesses casos, detecta-se o brometo, que sera calculado como
cloreto.

Sensibilidade: a absorvancia encontrada, de 0,002,
corresponde a 1mmol/L de concentragao de Cloretos, quando
realizados os testes em espectrofotobmetro, a 510nm, com
banda espectral de 7nm e cubetas com passagem de 10mm.
A sensibilidade do sistema esta estritamente relacionada com
a sensibilidade do aparelho utilizado no laboratoério.

Diluicdo da matriz: estudos de diluigdo da matriz mostraram
que ndo ha interferéncia na sensibilidade diagnéstica da
presente metodologia.

Substancias interferentes: ndo usar amostras hemolizadas,
ictéricas e lipémicas. O soro ou plasma deve ser separado
rapidamente para evitar a passagem do ion cloro para as
hemacias. Certas drogas podem interferir na dosagem de
cloretos. Para controle de tal interferéncia, recomenda-se que
0 paciente seja questionado quanto ao uso de medicamentos
(ver em limitagdes do sistema).
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TERMOS E CONDIGOES DE GARANTIA DA QUALIDADE

DO PRODUTO

As garantias do fabricante ao consumidor seguem

estritamente as relacionadas na Lei n° 8.078, de 11 de

setembro de 1.990 - Cédigo de Defesa do Consumidor.

Todos os reagentes que compdem este sistema para

diagnoéstico sdo garantidos na sua performance,

reprodutibilidade e qualidade até a data de vencimento dos

mesmos, se obedecidas as condigdes abaixo:

1.0 usuario do sistema seguir, rigorosamente, o procedimento
técnico.

2.As condigOes de armazenamento deverdo estar de acordo
com o estabelecido nas instrugdes de uso.

3.0s materiais necessarios e ndo fornecidos deverdo estar
em boas condicdes técnicas.

Todos os produtos que apresentarem problemas

técnicos comprovados serdo substituidos, sem O6nus

para o consumidor.

Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratoérios Ltda.
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