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1. Intended Use

The VetScan T4/Cholesterol reagent rotor used with the VetScan Whole Blood Analyzer utilizes dry and liquid reagents to provide
in vitro quantitative determinations of thyroxine (T4) and cholesterol in heparinized whole blood, heparinized plasma, or serum.

2. Summary and Explanation of Tests

Thyroxine (T4)

Thyroxine is a hormone synthesized in and secreted by the thyroid gland. The primary secretory form of the thyroid hormone is
tetraiodothyronine (T4), although some triiodothyronine (T3) is also secreted into the blood. The ratio of T4to Tsis 25:1 in canine
plasma. Once in the blood, Tsand Tsare bound by transport proteins. The primary binding protein is thyroxine-binding globulin
(TBG) in the dog and albumin in the cat. Upon delivery to the target cell, T4is deionated to Tsat the cell surface. Tsis the
biologically active form of the thyroid hormone and more readily enters the target cell.

Thyroid hormone has many effects on the body, including clinical, physiological, calorigenic, metabolic (carbohydrate, protein and
lipid), developmental, reproductive and hematologic. T4 determinations aid in the diagnosis of hypothyroidism and
hyperthyroidism and in monitoring sodium levothyroxine and methimazole therapies.

Clinical signs of abnormal T, levels are often vague. The most common observable signs of canine hypothyroidism are skin and
coat changes, such as alpecia or a dry, dull coat. Other signs in dogs include lethargy, exercise intolerance, weakness, muscle
atrophy, corneal lipid deposits and diarrhea. Clinical signs of feline hypothyroidism include lethargy and obesity (especially in
iatrogenic hypothyroidism), alopecia, epilation of hair and bradycardia.

The most prevalent clinical signs of feline hyperthyroidism are weight loss and polyphagia. Other common signs are restlessness,
tachycardia, polyuria-polydipsia, alopecia, and diarrhea.

Cholesterol

Cholesterol is a major precursor of cholesterol ester, bile acids and steroid hormones and is a component of plasma membranes.
The rate of cholesterol biosynthesis in the liver is indirectly proportional to dietary intake. Levels of cholesterol in the body are
indirectly controlled by thyroid hormone, which stimulates bile acid production. Since bile acids are synthesized from cholesterol,
cholesterol concentrations vary inversely with thyroid hormone activity.

Cholesterol levels may be used to aid in detection of hyperlipidemia or as a screening test for hypothyroidism and
hyperadrenocorticism. Cholesterol results are most useful when analyzed in conjunction with other clinical chemistry tests.

As with any diagnostic test procedure, all other test procedures including the clinical status of the patient should be
considered prior to final diagnosis.
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3. Principles of Procedure

Thyroxine (T4)

The first clinically feasible direct method to measure thyroxine was a competitive protein-binding assay (CPBA) developedby
Murphy & Pattee in the early 1960s.! Radioimmunoassay techniques, with higher sensitivity and specificity, largely replaced
CPBA.2 Concerns about radioactive waste and potential health hazards helped prompt the development of non-isotopic tests such
as enzyme and fluorescence immunoassays. Enzyme immunoassays (EIAs) for thyroxine have been shown to have, at clinically
important levels, accuracy and precision equivalent to automated RIA procedures.® An isotope dilution-mass spectrometric
procedure has been proposed as a reference method, but is very complicated and labor intensive.*

Abaxis has adapted a comercially available EIA method for use in the VetScan Whole Blood Analyzer. In the reaction, 8-anilino-
1-napthalene sulfonic acid (ANS) causes the release of endogenous T.from the binding proteins. The released endogenous T4
competes for antibody (Ab) binding sites with T4 labeled with the enzyme glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH-T.
conjugate). G6PDH-T4 conjugate bound to antibody has lower activity than does unbound conjugate. As the binding of
endogenous T4 increases, the amount of the unbound enzyme conjugate increases. The active enzyme reduces nicotinamide
adenine dinucleotide (NAD*) to NADH.

Ab
T4+ T4-G6PDH + NAD* —  Ab: T4+ Ab:Ts-G6PDH + NADH + H*

The rate of change of the absorbance at 340 nm is due to the conversion of NAD* to NADH and is directly proportional to the
amount of endogenous T4 in the sample.

Cholesterol

The most common tests employ enzymatic endpoint reactions. These simple procedures typically use cholesterol esterase and
cholesterol oxidase with a Trinder finish.>® Abaxis has developed an enzymatic method that uses cholesterol dehydrogenase in
place of cholesterol oxidase. The use of cholesterol dehydrogenase eliminates the Trinder reaction, thus avoiding interference from
physiological analytes such as bilirubin and hemoglobin.

Cholesterol esterase hydrolyzes cholesterol esters and H,O to form cholesterol and fatty acids. The cholesterol is oxidized by
cholesterol dehyrdogenase to cholestenone and the nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™) is reduced to NADH.

CHE
Cholesterol Esters + H,O ——» Cholesterol + Fatty Acids

CHDH
Cholesterol + NAD* ——» Cholest-4-en-3-one + NADH + H*

Absorbance is measured bichromatically at 340 nm and 405 nm. A dedicated sample blank is also measured to ensure no
extraneous reactions interfere with the calculations of cholesterol levels. The production of NADH in this endpoint reaction is
directly proportional to the amount of cholesterol present in the sample.

4. Principle of Operation
See the VetScan Chemistry Analyzer Operator’s Manual, for the Principles and Limitations of the Procedure.

5. Description of Reagents

Reagents

Each VetScan T4/Cholesterol reagent rotor contains dry test specific reagent beads. A dry sample blank reagent (comprised of
buffer, surfactants, excipients and preservatives) is included in each reagent rotor for use in calculating sample indices. Each
reagent rotor also contains a diluent consisting of surfactants, ANS, T4 antibodies and preservatives.

Warnings and Precautions

e For In vitro Diagnostic Use

e The diluent container in the reagent rotor is automatically opened when the analyzer drawer closes. A rotor with an opened
diluent container can not be re-used. Ensure that the sample or control has been placed into the rotor before closing the
drawer.
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e Reagent beads may contain acids or caustic substances. The operator does not come into contact with the reagent beads when
following the recommended procedures. In the event that the beads are handled (e.g., cleaning up after dropping and cracking
a reagent rotor), avoid ingestion, skin contact, or inhalation of the reagent beads.

e Reagent beads and diluent contain sodium azide, which may react with lead and copper plumbing to form highly explosive
metal azides. Reagents will not come into contact with lead and copper plumbing when following recommended procedures.
However, if the reagents do come into contact with such plumbing, flush with a large volume of water to prevent azide
buildup.

Instructions for Reagent Handling

Reagent rotors may be used directly from the refrigerator without warming. Open the sealed foil pouch and remove the rotor being
careful not to touch the bar code ring located on the top of the reagent rotor. Use according to the instructions provided in the
VetScan System Operator’s Manual. A rotor not used within 20 minutes of opening the pouch should be discarded. Rotors in
opened pouches can not be placed back in the refrigerator for use at a later time.

Storage

Store reagent rotors in their sealed pouches at 2-8°C (36-46°F). Do not expose opened or unopened rotors to direct sunlight or
temperatures above 32°C (90°F). Do not allow the rotors sealed in their foil pouches to remain at room temperature longer than 24
hours prior to use. Open the pouch and remove the rotor just prior to use.

Indications of Reagent Rotor Instability or Deterioration

e All reagents contained in the reagent rotor, when stored as described above, are stable until the expiration date printed on the
rotor pouch. Do not use a rotor after the expiration date. The expiration date is also encoded in the bar code printed on the bar
code ring. An error message will appear on the VetScan Whole Blood Analyzer display if the reagents have expired.

e Atorn or otherwise damaged pouch may allow moisture to reach the unused rotor and adversely affect reagent performance.
Do not use a rotor from a damaged pouch.

6. Instrument
See the VetScan System Operator’s Manual for complete information on using the analyzer.

7. Sample Collection and Preparation
The minimum required sample size is ~100 pL of heparinized whole blood, heparinized plasma, serum or serum control. The
reagent rotor sample chamber can contain up to 120 pL of sample.

e Specimen collected in a heparinized micropipette should be dispensed into the reagent rotor immediately following sample
collection.

e Use only lithium heparin (green stopper) evacuated specimen collection tubes for whole blood or plasma samples. Use no-
additive (red stopper) evacuated specimen collection tubes or serum separator tubes (red or red/black stopper) for serum
samples.

o Whole blood samples obtained by venipuncture must be homogenous before transferring a sample to the reagent rotor. Gently
invert the collection tubes several times just prior to sample transfer. Do not shake the collection tube. Shaking can cause
hemolysis.

e  The test must be started within 10 minutes of transferring the sample into the reagent rotor.

e Whole blood venipuncture samples should be run within 60 minutes of collection; if this is not possible, separate the sample
and transfer it into a clean test tube.” Run the separated plasma or serum sample within 5 hours of centrifugation. If this is not
possible, refrigerate the sample in a stoppered test tube at 2-8°C (36-46°F) for no longer than 48 hours. A plasma or serum
sample can be stored at -10°C (14°F) for up to 5 weeks in a freezer that does not have a self-defrost cycle.

Known Interfering Substances

e The only anticoagulant recommended for use with the VetScan Whole Blood Analyzer is lithium heparin.

e Physical interferents (hemolysis, icterus, and lipemia) may cause changes in the reported concentrations of some analytes. The
sample indices are printed on the bottom of each result card to inform the operator about the levels of interferents present in
each sample. The VetScan Whole Blood Analyzer suppresses any results that are affected by significant interference from
hemolysis, lipemia, or icterus. “HEM”, “LIP”, “ICT” is printed on the result card in place of the result.

30f33



8. Procedure

Materials Provided
e  One VetScan T4/Cholesterol Reagent Rotor

Materials Required but not Provided
e VetScan Whole Blood Chemistry Analyzer

Test Parameters

The VetScan System operates at ambient temperatures between 15°C and 32°C (59-90°F). The analysis time for each VetScan
T4/Cholesterol Reagent Rotor is less than 14 minutes. The analyzer maintains the reagent rotor at a temperature of 37°C (98.6°F)
over the measurement interval.

Test Procedure
The complete sample collection and step-by-step operating procedures are detailed in the VetScan System Operator’s Manual.

Calibration
The VetScan Whole Blood Analyzer is calibrated by the manufacturer before shipment. The barcode printed on the barcode ring
provides the analyzer with rotor-specific calibration data. Please see the VetScan System Operator’s Manual.

Quality Control

Controls may be run periodically on the VetScan Whole Blood Analyzer to verify the accuracy of the analyzer. Abaxis
recommends that a serum-based commercially available control be run. Run controls on the reagent rotor in the same manner as
for patient samples. See the VetScan System Operator’s Manual to run controls.

9. Results

The VetScan Whole Blood Analyzer automatically calculates and prints the analyte concentrations in the sample. Details of the
endpoint and rate reaction calculations are found in the VetScan System Operator’s Manual.

Interpretation of Results

Increased Ta

e T,concentrations tend to be higher in dogs less than one year old and decrease as the dog ages.

e Anincreased T4level in a feline is a reliable indicator of hyperthyroidism. Hyperthyroidism is the most common cause of
elevated Tsand is one of the most frequently diagnosed diseases in small animals. The typical cause of spontaneous
hyperthyroidism in cats is functional thyroid adenoma. Hyperthyroidism is rarely observed in dogs but, when seen, is usually
indicative of neoplasia or the administration of too much sodium levothyroxine to a hypothyroid dog. Approximately 66% of
the canine neoplasmas are adenocarcinomas.

o Feline thyroid testing is usually conducted to diagnose hyperthyroidism, to monitor the effects of antithyroid treatment, or to
monitor thyroid replacement treatment following destruction of neoplastic thyroid glands. When evaluating total T4 in cats,
considerations must be allowed for age and concurrent diseases. T4 values are higher in younger cats and normally decrease
with age. In older cats with suspected hyperthyroidism, concurrent diseases such as renal failure cause a condition known as
euthyroid sick syndrome that may depress total T4 values. In these cases a free T4 by equilibrium dialysis test (fT4ED) is used
to confirm a diagnosis of hyperthyroidism.

e  Three common conditions require confirmation with the fT4ED test. High normal T, values (3-5 mg/dL) in a young cat
without marked weight loss is normal. High values (>5 mg/dL) in an old cat showing signs of weight loss is usually diagnostic
for hyperthyroidism. High normal values (3-5 mg/dL) in an old cat may indicate hyperthyroidism. Since these values can be
suppressed by concurrent disease, a test for active hormone (fT4ED) is necessary to diagnose this occult hyperthyroidism.
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Decreased T4

In dogs, the total T,4can be used to rule out a diagnosis of hypothyroidism. If total T4 is within the normal range it is highly
unlikely that the dog is hypothyroid. A low or low-normal T, value may be suggestive of but does not confirm hypothyroidism
because non-thyroidal factors such as drugs and illness affect T4. A diagnosis of hypothyroidism in dogs can be confirmed
with a free T4 by equilibrium dialysis (fT4ED).

Other causes of decreased T4 levels may be associated with drug therapy and euthyroid sick syndrome. The glucocorticoids are
the most clinically relevant of the drugs affecting Talevels. In euthyroid sick syndrome, decreased T4 levels are seen with such
nonthyroidal illnesses as acute and chronic renal failure, diabetes mellitus, hepatic insufficiency and obesity.

After eliminating drug therapy and euthyroid sick syndrome, the most common cause of decreased T4 levels is primary
hypothyroidism. Hypothyroidism in dogs is most often a result of lymphocytic thyroiditis or idiopathic atrophy. Thyroid
tumors that have destroyed >75% of the thyroid gland may cause clinical signs of hypothyroidism. Congenital defects of the
pituitary gland, pituitary destruction and pituitary suppression can cause secondary hypothyroidism in dogs.

Spontaneous hypothyroidism is rarely reported in cats. The common causes of feline hypothyroidism are bilateral
thyroidectomy and overdoses of radioactive iodine or anti-thyroid drugs in hyper thyroid cats

Hypothyroid patients may also have elevated cholesterol concentrations.

To obtain an accurate basal T4 concentration, medications should be withheld from the patient for several days.

Hypercholesterolemia

A high fat diet or a blood sample collected shortly after the patient has eaten may cause hypercholesterolemia.
Hypercholesterolemia is not apparent upon visual examination of the sample since it does not cause lipemia.

A reduction in thyroid activity causes a decrease in the catabolism of cholesterol, resulting in elevated cholesterol levels.
Observing a high cholesterol level on a screening profile may be the first indicator of hypothyroidism. Cholesterol, when used
in conjunction with free T4 levels, is a good indicator of canine hypothyroidism.

A preliminary diagnosis of hyperlipidermia may be made using cholesterol levels and the lipemic index printed on the
VetScan result card. Cholesterol concentrations > 300 mg/dL in conjunction with a 2+ or 3+ lipemic index can indicate
hyperlipidemia in fasted dogs. Feline hyperlipidemia may be diagnosed when a cholesterol concentrations >200 mg/dL and an
index of 1+ or greater is observed in fasted cats.

Low levels of cholesterol are not usually a problem. Hypocholesterolemia has been observed with protein-losing enteropathy,
some liver diseases, certain malignancies, and severe malnutrition. alanine aminotransferse (ALT), albumin, alkaline
phosphatase (ALP), globulin, total bilirubin and total protein test results should be examined if liver disease is suspected. Low
levels of protein, albumin and globulin can be observed in cases of protein-losing enteropathies and malnutrition.

10. Limitations of Procedure

General procedural limitations are discussed in the VetScan Systems Operator’s Manual.

If a result for a particular test exceeds the assay range, the sample should be analyzed by another approved test
method or sent to a referral laboratory. Do not dilute the sample and run it again on the VetScan Whole Blood
Analyzer.

Samples with hematocrits in excess of 60% packed red cell volume may give inaccurate results. Samples with high
hematocrits may be reported as hemolyzed. These samples may be spun down and the plasma then re-run in a new reagent
rotor.

The VetScan T4 method is susceptible to interference by T, autoantibody. In rare cases where T4autoantibody is present in a
sample T4 results will be low.

Warning: Extensive testing of the VetScan has shown that in very rare instances, sample dispensed into the reagent rotor may
not flow smoothly into the sample chamber. Due to the uneven flow, an inadequate quantity of sample may be analyzed and results
may fall outside your established reference ranges. The sample may be re-run using a new reagent rotor.

11. Performance Characteristics

Linearity

The chemistry for each analyte is linear over the dynamic range listed below when the VetScan System is operated according to
the recommended procedure (see the VetScan System Operator’s Manual). The Dynamic Range table referenced below represents
the spectrum that the VetScan System can detect.
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Table 1: VetScan Dynamic Ranges

Analyte Dynamic Range

Common Units SlI Units
Thyroxine (T4) 0.5-8.0 ug/dL 6.5-103.2 nmol/L
Cholesterol 20-520 mg/dL 0.5-13.5 mmol/L
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1.  Verwendungszweck

Die VetScan-T4/Cholesterin-Reagenzdisk fir das VetScan-Vollblut-Analysesystem verwendet Trocken- und Flussigreagenzien fiir
die in-vitro-diagnostische Bestimmung von Thyroxin (T4) und Cholesterin in heparinisiertem Vollblut, heparinisiertem Plasma
oder Serum.

2. Zusammenfassung und Erlauterung der Tests

Thyroxin (Ta)

Thyroxin ist ein Hormon, das in der Schilddriise synthetisiert und von der Schilddriise ausgeschdittet wird. Die primére
Ausschuttungsform des Schilddriisenhormons ist Tetrajodthyronin (T4), es werden jedoch auch gewisse Mengen an Trijodthyronin
(T3) in den Blutstrom ausgeschittet. Im Plasma von Hunden betrégt das Verhéltnis von Tszu T3 25:1. Im Blutstrom werden T4 und
Ts an Transportproteine gebunden. Bei Hunden ist das primdre Bindungsprotein thyroxinbindendes Globulin (TBG), bei Katzen ist
es Albumin. Nach der Abgabe an die Zielzelle wird T4 an der Zelloberflache zu T3 dejodiert. Ts ist die biologisch aktive Form des
Schilddriisenhormons und dringt leichter in die Zielzelle ein.

Das Schilddriisenhormon hat zahlreiche Auswirkungen auf den Korper, darunter klinische, physiologische, kalorigene,
metabolische (Kohlenhydrate, Proteine und Lipide), entwicklungsbezogene, fortpflanzungsbezogene und hamatologische
Auswirkungen. Ts-Bestimmungen unterstiitzen die Diagnose von Hypothyroidismus und Hyperthyroidismus sowie die
Uberwachung von Behandlungen mit Natriumlevothyroxin und Methimazol.

Die klinischen Anzeichen abnormaler T.-Spiegel sind hdufig vager Natur. Die h&ufigsten sichtbaren Anzeichen fiir
Hypothyroidismus bei Hunden sind Haut- und Fellveranderungen, wie bspw. Alopezie oder trockenes, stumpfes Fell. Zu den
weiteren Anzeichen bei Hunden zéhlen Lethargie, geringe Bewegungsbelastbarkeit, Schwache, Muskelatrophie,
Lipidablagerungen auf der Hornhaut und Diarrhde. Zu den klinischen Anzeichen eines Hypothyroidismus bei Katzen zéhlen
Lethargie und Fettleibigkeit (besonders bei iatrogenem Hypothyroidismus), Alopezie, Depilation und Bradykardie.

Die héufigsten klinischen Anzeichen fir Hyperthyroidismus bei Katzen sind Gewichtsverlust und Polyphagie. Zu den weiteren
haufigen Anzeichen zéhlen Rastlosigkeit, Tachykardie, Polyurie-Polydipsie, Alopezie und Diarrhde.

Cholesterin

Cholesterin ist eine wichtige Vorstufe von Cholesterinester, Gallensduren und Steroidhormonen. AuRerdem ist Cholesterin ein
Bestandteil der Plasmamembranen. Die Cholesterin-Biosyntheserate in der Leber ist indirekt proportional zur Nahrungsaufnahme.
Der Cholesterinspiegel des Korpers wird indirekt vom Schilddriisenhormon gesteuert, das die Gallenséurenproduktion stimuliert.
Da Gallenséuren aus Cholesterin synthetisiert werden, schwankt der Cholesterinspiegel im umgekehrten Verhaltnis zur
Schilddriisenhormonaktivitat.

Der Cholesterinspiegel kann zum Nachweis von Hyperlipiddmie oder fiir Screening-Tests auf Hypothyroidismus und
Hyperkortizismus herangezogen werden. Cholesterin-Testergebnisse sind dann am nitzlichsten, wenn sie in Verbindung mit
anderen klinisch-chemischen Tests ausgewertet werden.

Wie bei allen diagnostischen Testverfahren sind vor der abschlieRenden Diagnose alle anderen Prifverfahren,
einschlie3lich des klinischen Status des Patienten, in Betracht zu ziehen.
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3. Verfahrensprinzip

Thyroxin (Ta)

Die erste Klinisch durchfiihrbare Direktbestimmungsmethode fur Thyroxin war ein von Murphy & Pattee in den frihen 60er Jahren
entwickelter kompetitiver Proteinbindungsassay (CPBA).! Radioimmunoassay-Techniken, mit hoherer Sensitivitat und Spezifitit,
ersetzten die CPBAs weitgehend.? Bedenken bezliglich radioaktiver Abfalle und potenzieller Gesundheitsgefahrdungen trugen zur
Entwicklung von isotopfreien Tests, wie z. B. Enzym- und Fluoreszenz-Immunoassays, bei. Enzymimmunoassays (EIAs) auf
Thyroxin zeigten bei klinisch bedeutsamen Spiegeln eine Genauigkeit und Prazision, die der von automatisierten RIA-Verfahren
vergleichbar ist.® Ein Massenspektrometrie-Verfahren mit Isotopverdiinnung wurde als Referenzmethode vorgeschlagen, ist jedoch
auRerst kompliziert und arbeitsintensiv.*

Abaxis hat eine handelsiibliche EIA-Methode an das VetScan-Vollblut-Analysesystem angepasst. Bei der Reaktion bewirkt 8-
Anilino-1-napthalin-sulfonsdure (ANS) die Freisetzung von endogenem Tsaus den Bindungsproteinen. Das freigesetzte endogene
Tskonkurriert mit dem T., das mit dem Enzym Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase markiert ist (GBPDH-T4-Konjugat), um
Antikdrper-Bindungsstellen (Ak-Bindungsstellen). An Antikdrper gebundenes G6PDH-Ts-Konjugat weist eine geringere Aktivitat
auf, als ungebundenes Konjugat. Mit zunehmender Bindung des endogenen T, steigt die Menge des ungebundenen
Enzymkonjugats. Das aktive Enzym reduziert Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD*) zu NADH.

Ak

T4+ T4-G6PDH + NADY —  Ak: T4+ Ak:T4-G6PDH + NADH + H*

Die Extinktionsverédnderungsgeschwindigkeit bei 340 nm hangt mit der Umwandlung von NAD* in NADH zusammen und ist
direkt proportional zur Menge des in der Probe vorhandenen endogenen Ta.

Cholesterin

Bei den gebréuchlichsten Tests kommen enzymatische Endpunkt-Reaktionen zum Einsatz. Diese unkomplizierten Verfahren
verwenden normalerweise Cholesterin-Esterase und Cholesterin-Oxidase mit einer Trinder-Nachbehandlung.>® Abaxis hat eine
enzymatische Methode entwickelt, bei der anstelle von Cholesterin-Oxidase Cholesterin-Dehydrogenase zum Einsatz kommt. Der
Einsatz von Cholesterin-Dehydrogenase eliminiert die Trinder-Reaktion, wodurch Stérungen durch physiologische Analyten, wie
Bilirubin und H&moglobin vermieden werden.

Cholesterin-Esterase hydrolysiert Cholesterinester und H,O zu Cholesterin und Fettsauren. Das Cholesterin wird durch
Cholesterin-Dehydrogenase zu Cholestenon oxidiert, und das Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD*) wird zu NADH reduziert.

CHE
Cholesterinester + HHO ——» Cholesterin + Fettsauren

CHDH
Cholesterin + NAD+ ——» 4-Cholesten-3-on + NADH + H*

Die Extinktion wird bichromatisch bei 340 nm und 405 nm ermittelt. AuBerdem wird eine testspezifische Blindprobe bestimmt,
um sicherzustellen, dass keine anderweitigen Reaktionen die Berechnung der Cholesterinspiegel stéren. Die Bildung von NADH
ist bei dieser Endpunkt-Reaktion direkt proportional zu der in der Probe vorhandenen Cholesterinmenge.

4. Funktionsprinzip
Grundsétze und Grenzen des Verfahrens sind im Bedienungshandbuch fiir das VetScan-Analysesystem aufgefuhrt.

5. Beschreibung der Reagenzien

Reagenzien

Jede VetScan-T4/Cholesterin-Reagenzdisk enthalt trockene testspezifische Reagenzien-Beads. Jede Reagenzdisk enthélt ein
trockenes Blindprobenreagenz (bestehend aus Puffer, Tensiden, Hilfsstoffen und Konservierungsmitteln) fiir die Berechnung der
Probenindizes. Jede Reagenzdisk enthélt auBerdem ein aus Tensiden, ANS, T4-Antikérpern und Konservierungsmitteln
bestehendes Verdiinnungsmittel.
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Warnhinweise und Vorsichtsmanahmen

e  Fr die In-vitro-Diagnostik

e  Der Verdinnungsmittelbehalter in der Reagenzdisk wird beim SchlieRen des Schubfachs des Analysesystems automatisch
gedffnet. Disks mit gedffneten Verdiinnungsmittelbehaltern kénnen nicht wieder verwendet werden. VVor dem SchlieRen des
Schubfachs priifen, ob die Probe bzw. Kontrolle in die Disk eingesetzt wurde.

e Reagenzien-Beads kénnen Sauren oder Basen enthalten. Bei Einhaltung der empfohlenen Verfahrensweisen kommt der
Bediener nicht mit den Reagenzien-Beads in Beriihrung. Beim Umgang mit Beads (z. B. bei Reinigungsmafnahmen nach dem
Fallenlassen und Zerbrechen einer Reagenzdisk) Verschlucken, Hautkontakt oder Einatmen der Reagenzien-Beads vermeiden.

¢ Reagenzien-Beads und Verdinnungsmittel enthalten Natriumazid, das mit Abflussleitungen aus Blei und Kupfer reagieren
und hochexplosive Metallazide bilden kann. Bei Einhaltung der empfohlenen Verfahrensweisen kommen die Reagenzien
nicht mit Abflussleitungen aus Blei und Kupfer in Kontakt. Sollten die Reagenzien jedoch mit derartigen Abflussleitungen in
Kontakt kommen, mit reichlich Wasser nachspilen, um Azidansammlungen zu vermeiden.

Anweisungen zum Umgang mit Reagenzien

Reagenzdisks sind ohne Erwérmen sofort aus dem Kihlschrank heraus verwendbar. Den verschweif3ten Folienbeutel éffnen und
die Disk herausnehmen. Dabei darauf achten, den Barcode-Ring auf der Oberseite der Reagenzdisk nicht zu beriihren. GemaR den
Anweisungen des Bedienungshandbuchs fiir das VetScan-System verwenden. Nicht innerhalb von 20 Minuten nach Offnen des
Beutels verwendete Disks sind zu entsorgen. Disks in gedffneten Beuteln dirfen nicht zur spateren Verwendung wieder in den
Khlschrank gelegt werden.

Lagerung

Die Reagenzdisks in ihren verschlossenen Beuteln bei 2-8 °C (36-46 °F) lagern. Gedffnete oder ungedffnete Disks vor direkter
Sonneneinstrahlung oder Temperaturen iber 32 °C (90 °F) schiitzen. Die in ihren Folienbeuteln verschlossenen Disks vor
Gebrauch maximal 24 Stunden bei Raumtemperatur aufbewahren. Erst unmittelbar vor Gebrauch den Beutel 6ffnen und die Disk
entnehmen.

Anzeichen fur instabile oder zerfallene Reagenzdisks

o Alle in der Reagenzdisk enthaltenen Reagenzien bleiben bei den oben beschriebenen Lagerbedingungen bis zu dem auf dem
Rotorbeutel aufgedruckten Verfallsdatum stabil. Die Disks nach dem Verfallsdatum nicht mehr verwenden. Das
Verfallsdatum ist auch in dem auf dem Barcode-Ring aufgedruckten Barcode enthalten. Bei Uberschreitung des
Verfallsdatums der Reagenzien erscheint auf der Anzeige des VVetScan-Vollblut-Analysesystems eine Fehlermeldung.

e Bei einem aufgerissenen oder anderweitig beschadigten Folienbeutel kann Feuchtigkeit zur unbenutzten Disk vordringen und
die Leistung der Reagenzien beeintrachtigen. Niemals Disks aus beschadigten Beuteln verwenden.

6. Gerat

Vollstandige Angaben zum Gebrauch des Analysesystems enthalt das Bedienungshandbuch fir das VetScan-System.

7. Probenahme und Probenvorbereitung

Das erforderliche Mindestprobenvolumen ist ~100 pl heparinisiertes Vollblut, heparinisiertes Plasma, Serum oder Serumkontrolle.
Die Probenkammer der Reagenzdisk kann eine Probenmenge von bis zu 120 pl aufnehmen.

e In heparinisierten Mikropipetten gesammelte Proben sind nach der Probennahme sofort in die Reagenzdisk einzubringen.

e  Fur Vollblut- oder Plasmaproben nur evakuierte Probensammelréhrchen mit Lithiumheparin (griiner Stopfen) verwenden. Fir
Serumproben nur evakuierte Probensammelréhrchen ohne Zusatz (roter Stopfen) oder Serumtrennréhrchen (roter oder
rot/schwarzer Stopfen) verwenden.

e Durch Venenpunktion erhaltene Vollblutproben miissen homogen sein, bevor die Probe in die Reagenzdisk transferiert wird.
Die Sammelréhrchen vor dem Probentransfer mehrmals vorsichtig Gberkopfdrehen. Das Sammelréhrchen nicht schitteln.
Schutteln kann zu Hamolyse fuhren.

e  Der Test muss innerhalb von 10 Minuten nach dem Probentransfer in die Reagenzdisk beginnen.

e Durch Venenpunktion erhaltene Vollblutproben sind innerhalb von 60 Minuten nach der Entnahme zu analysieren. Sollte dies
nicht moglich sein, die Probe trennen und in ein sauberes Testréhrchen transferieren.” Die getrennte Plasma- oder Serumprobe
innerhalb von 5 Stunden nach der Zentrifugation analysieren. Sollte dies nicht mdglich sein, die Probe in einem
verschlossenen Testréhrchen maximal 48 Stunden lang bei 2-8 °C (36-46 °F) im Kiihlschrank lagern. In Gefrierschranken
ohne Selbstabtauungsfunktion kénnen Plasma- oder Serumproben bei -10 °C (14 °F) bis zu 5 Wochen lang gelagert werden.
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Bekannte Storsubstanzen

e Das einzige zur Verwendung mit dem VetScan-Vollblut-Analysesystem empfohlene Antikoagulans ist Lithium-Heparin.

e Physiologische Stérungen (Hamolyse, Ikterus und Lipamie) kénnen zu Veranderungen der berichteten Konzentrationen
einiger Analyten fiihren. Die Probenindizes werden unten auf jeder Ergebniskarte ausgedruckt, damit der Bediener weif3,
welche Konzentration an Storsubstanzen in den einzelnen Proben vorliegen. Das VetScan-Vollblut-Analysesystem
unterdriickt alle Ergebnisse, die durch signifikante Interferenzen auf Grund von Hamolyse, Lipadmie oder Ikterus beeinflusst
sind. In solchen Féllen wird auf der Ergebniskarte an Stelle des Ergebnisses ,, HEM* (Hamolyse), ,,LIP*“ (Lipdmie) oder ,,JCT*
(Ikterus) ausgedruckt.

8. Verfahren

Lieferumfang
e Eine VetScan-T4/Cholesterin-Reagenzdisk

Bendotigte Materialien, die nicht zum Lieferumfang gehéren
e VetScan-Vollblut-Analysesystem

Testparameter

Fir den Betrieb des VetScan-Systems sind Umgebungstemperaturen zwischen 15 und 32 °C (59 und 90 °F) erforderlich. Die
Analysedauer fur jede VetScan-T4/Cholesterin-Reagenzdisk betragt weniger als 14 Minuten. Das Analysesystem hélt die
Reagenzdisk wahrend des Messintervalls auf einer Temperatur von 37 °C (98,6 °F).

Testverfahren
Das komplette Probennahmeverfahren sowie schrittweise Bedienungsanweisungen sind im Bedienungshandbuch fir das VetScan-
System ausfuihrlich beschrieben.

Kalibrierung

Das VetScan-Vollblut-Analysesystem wird vor dem Versand vom Hersteller kalibriert. Der auf dem Barcode-Ring aufgedruckte
Barcode enthdlt die diskspezifischen Kalibrierungsdaten fir das Analysesystem. Hierzu bitte das Bedienungshandbuch fiir das
VetScan-System einsehen.

Quialitatskontrolle

Zur Uberpriifung der Genauigkeit des Analysesystems kénnen am VetScan-Vollblut-Analysesystem in regelmaRigen Abstanden
Kontrollen analysiert werden. Abaxis empfiehlt die Analyse einer handelstiblichen Kontrolle auf Serumbasis. Die Kontrollen in
der gleichen Weise auf der Reagenzdisk analysieren wie Patientenproben. Angaben zur Analyse von Kontrollen enthélt das
Bedienungshandbuch fur das VetScan-System.

9. Ergebnisse

Das VetScan-Vollblut-Analysesystem berechnet und druckt die Analytkonzentrationen der Probe automatisch aus. Einzelheiten zu
den Endpunkt- und Reaktionsgeschwindigkeitsberechnungen sind im Bedienungshandbuch fur das VetScan-Vollblut-
Analysesystem enthalten.

Interpretation der Ergebnisse

Erhohter T4-Spiegel

e Die Ts-Konzentrationen sind bei weniger als ein Jahr alten Hunden gewdéhnlich hoher; sie sinken mit zunehmendem Alter des
Hundes.

e Erhohte T4-Spiegel bei Katzen sind ein verlassliches Anzeichen fiir Hyperthyroidismus. Hyperthyroidismus ist die haufigste
Ursache erhohter Ts-Spiegel und eine der bei Kleintieren am haufigsten diagnostizierten Krankheiten. Die Ursache fiir spontan
auftretenden Hyperthyroidismus bei Katzen ist typischerweise ein funktionales Schilddriisenadenom. Bei Hunden tritt
Hyperthyroidismus selten auf, ist dann jedoch gewdhnlich ein Anzeichen fur Neoplasie oder fiir die Verabreichung einer zu
groRBen Menge Natriumlevothyroxin im Falle von Hunden mit Hypothyroidismus. Bei ca. 66 % der Neoplasmen von Hunden
handelt es sich um Adenokarzinome.
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Bei Katzen dienen Schilddriisentests normalerweise zur Diagnostizierung von Hyperthyroidismus, zur Uberwachung der
Wirkung antithyroider Behandlungen oder zur Uberwachung einer Schilddriisenhormonersatztherapie nach der Zerstérung
neoplastischer Schilddriisen. Bei der Untersuchung von Gesamt-T4 bei Katzen sind Alter und begleitende Erkrankungen zu
beriicksichtigen. Bei jlingeren Katzen sind die T4-Werte hoher; sie sinken normalerweise mit zunehmendem Alter. Bei alteren
Katzen mit Verdacht auf Hyperthyroidismus flihren begleitende Erkrankungen, wie Nierenversagen zu einem ,,Euthyreose-
Krankheitssyndrom®, bei dem die Gesamt-T4-Werte evtl. unterdriickt sind. In derartigen Fallen erfolgt die Bestatigung der
Hyperthyroidismus-Diagnose durch einen Gleichgewichtsdialyse-Test auf freies T, (FT4ED).

Drei haufig auftretende Zusténde erfordern eine Bestatigung durch den fT4ED-Test. Hohe T4-Normalwerte (3-5 mg/dl) bei
jungen Katzen ohne erkennbaren Gewichtsverlust sind normal. Erhohte Werte (>5 mg/dl) bei alten Katzen mit Anzeichen von
Gewichtsverlust sind normalerweise ein diagnostisches Anzeichen fir Hyperthyroidismus. Hohe Normalwerte (3—5 mg/dl) bei
alten Katzen konnen auf Hyperthyroidismus hindeuten. Da diese Werte durch begleitende Erkrankungen unterdriickt werden
kdnnen, ist fur die Diagnose dieses okkulten Hyperthyroidismus ein Test auf aktives Hormon (fT4ED) erforderlich.

Reduzierter T4-Spiegel

Bei Hunden kann eine Hypothyroidismus-Diagnose anhand des Gesamt-Ts-Werts ausgeschlossen werden. Liegen die Gesamt-
T4-Werte innerhalb des Normalbereichs, ist es héchst unwahrscheinlich, dass der Hund an Hypothyroidismus leidet. Niedrige
T4-Werte oder niedrige Ts-Normalwerte kdnnen Anzeichen fuir Hypothyroidismus sein. Sie kénnen einen Hypothyroidismus
jedoch nicht bestétigen, da nicht schilddriisenbezogene Faktoren, wie Medikamente und Krankheiten, sich auf die T4-Spiegel
auswirken kdnnen. Zur Bestatigung von Hypothyroidismus-Diagnosen bei Hunden eignen sich Gleichgewichtsdialyse-Tests
auf freies T4 (fTAED).

Weitere Ursachen flir reduzierte T4-Spiegel konnen mit einer medikamentésen Behandlung und dem ,,Euthyreose-
Krankheitssyndrom* zusammenhéngen. Bei den klinisch relevantesten Medikamenten, die sich auf die T4-Spiegel auswirken,
handelt es sich um die Glukokortikoide. Beim ,,Euthyreose-Krankheitssyndrom* kommt es zu reduzierten Ts-Spiegeln, wenn
nicht schilddriusenbezogene Krankheiten, wie akutes und chronisches Nierenversagen, Diabetes mellitus, Leberinsuffizienz
und Fettleibigkeit vorliegen.

Nach dem Ausschluss einer medikamenttsen Behandlung und des ,,Euthyreose-Krankheitssyndroms® ist primérer
Hypothyroidismus die haufigste Ursache fiir reduzierte Ts-Spiegel. Bei Hunden ist Hypothyroidismus haufig eine Folge von
Hashimoto-Thyreoiditis oder idiopathischer Atrophie. Durch Schilddriisentumoren verursachte Schilddriisenzerstérungen von
>75 % konnen klinische Anzeichen von Hypothyroidismus produzieren. Kongenitale Hypophysendefekte, Zerstorung der
Hypophyse und Unterdriickung der Hypophysenfunktion kénnen bei Hunden zu sekundérem Hypothyroidismus fuhren.

Bei Katzen ist ein spontan auftretender Hypothyroidismus selten zu beobachten. Die haufigsten Ursachen fiir
Hypothyroidismus bei Katzen sind bilaterale Thyroidektomie und Uberdosierung mit radioaktivem Jod oder antithyroiden
Medikamenten im Falle von Katzen mit Hyperthyroidismus.

An Hypothyroidismus leidende Patienten kdnnen auch erhéhte Cholesterinspiegel aufweisen.

Zwecks Erhalt eines korrekten T4-Grundspiegels sollte dem Patienten Gber mehrere Tage hinweg keine Medikamente
verabreicht werden.

Hypercholesterindmie

Stark fetthaltige Diéten oder die Entnahme von Blutproben kurz nach einer Nahrungsaufnahme des Patienten kann eine
Ursache fiir Hypercholesterindmie sein. Hypercholesterindmie kann nicht durch Sichtprifung der Probe festgestellt werden, da
dieser Zustand keine Lipamie hervorruft.

Reduzierte Schilddrusenaktivitit hat einen reduzierten Cholesterinstoffwechsel zur Folge, was zu erhdhten
Cholesterinspiegeln fuhrt. Ein bei einem Screening-Profil festgestellter hoher Cholesterinspiegel kann ein erstes Anzeichen
fur Hypothyroidismus sein. In Verbindung mit den Spiegeln an freiem T,sind die Cholesterinwerte ein guter Indikator fur
Hypothyroidismus bei Hunden.

Eine vorlaufige Hyperlipiddmie-Diagnose lasst sich unter Heranziehung der Cholesterin-Spiegel und des auf der VetScan-
Ergebniskarte ausgedruckten lipamischen Index erstellen. Cholesterinspiegel von > 300 mg/dl in Verbindung mit einem
Lip&dmie-Index von 2+ oder 3+ kann bei niichtern getesteten Hunden auf Hyperlipiddmie hindeuten. Bei Katzen lasst sich eine
Hyperlipiddmie diagnostizieren, wenn sie bei Nichterntests Cholesterinspiegel von >200 mg/dl und einen Index von
mindestens 1+ aufweisen.

Niedrige Cholesterinspiegel sind normalerweise unproblematisch. Hypocholesterindmie wurde bei Enteropathien mit
Proteinverlusten, manchen Lebererkrankungen, bestimmten Tumorleiden und schwerer Mangelerndhrung beobachtet. Bei
Verdacht auf eine Lebererkrankung sollten die Testergebnisse fur Alaninaminotransferase (ALT), Albumin, alkalische
Phosphatase (ALP), Globulin, Gesamtbilirubin und Gesamtprotein untersucht werden. Niedrige Protein-, Albumin und
Globulinspiegel kénnen bei Enteropathien mit Proteinverlusten und bei Mangelerndhrung auftreten.
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10. Verfahrensgrenzen

Die allgemeinen Verfahrensgrenzen werden im Bedienungshandbuch fiir das VetScan-System behandelt.

e Ein den Assaybereich Uberschreitendes Ergebnis flr einen bestimmten Test sollte mit einem anderen zugelassenen
Testverfahren analysiert oder an ein Referenzlabor geschickt werden. Die Probe nicht verdiinnen und erneut im
VetScan-Vollblut-Analysesystem testen.

e  Proben, deren Hamatokrit ein Erythrozytenkonzentratvolumen von tber 60 % umfasst, kénnen ungenaue Ergebnisse
erbringen. Solche Proben mit hohen Hamatokritwerten kdnnen als hdmolysiert berichtet werden. Diese Proben kdnnen dann
zum Erhalt von Plasma zentrifugiert und in einer neuen Reagenzdisk erneut getestet werden.

e Die T4-Methode von VetScan ist anfallig fiir Stérungen durch T4-Autoantikérper. In seltenen Féllen, wenn eine Probe Ts-
Autoantikdrper enthélt, fallen die T4-Ergebnisse niedrig aus.

Achtung: Umfassende Priifungen des VetScan-Systems haben ergeben, dass in sehr seltenen Fallen eine in die Reagenzdisk
gegebene Probe nicht problemlos in die Probenkammer rinnt. Infolge des ungleichmdRigen Flusses kann eine unzureichende
Probenmenge analysiert werden, und Ergebnisse kénnen aulerhalb des Referenzbereichs liegen. Die Probe kann mit einer neuen
Reagenzdisk erneut analysiert werden.

11. Leistungsmerkmale

Linearitat

Die Methodenkurve der einzelnen Analyten verlauft in dem hier présentierten dynamischen Bereich linear, wenn das VetScan-
System empfehlungsgemal betrieben wird (siehe das Bedienungshandbuch fiir das VetScan-System). Die folgende Tabelle der
dynamischen Bereiche reprasentiert das Nachweisspektrum des VetScan-Systems.

Tabelle 2: Dynamische Bereiche des VetScan-Systems

Analyt Dynamischer Bereich

Gebréauchliche Einheiten SI-Einheiten
Thyroxin (T4) 0,5-8,0 pg/dl 6,5-103,2 nmol/l
Cholesterin 20-520 mg/dl 0,5-13,5 mmol/I
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1. Usage prévu

Le rotor de réactif T4/cholestérol VetScan employé avec I’analyseur de sang entier VetScan utilise des réactifs secs et liquides
pour fournir les déterminations quantitatives in vitro de thyroxine (T4) et de cholestérol dans le sang entier héparing, le plasma
hépariné ou le sérum.

2. Résumé et explication des tests

Thyroxine (Ta)

La thyroxine est une hormone synthétisée et sécrétée par la glande thyroide. La principale forme sécrétoire de I’hormone
thyroidienne est la tétraiodothyronine (T4), bien que de la trioodothyronine (T3) soit également sécrétée dans le sang. Le rapport de
la T4sur la Tsdans le plasma canin est de 25:1. Une fois dans le sang, la T4 et la Tz sont liées aux protéines de transport. La
principale protéine de liaison est la globuline de liaison de la thyroxine (TBG) chez le chien et I’albumine chez le chat. A son
administration & la cellule cible, la T4 est déionisée en Tsa la surface de la cellule. La Tsest la forme biologiquement active de
I’hormone thyroidienne et pénétre plus rapidement dans la cellule cible.

Les effets de I’hormone thyroidienne sur le corps sont multiples : cliniques, physiologiques, calorigenes, métaboliques (glucides,
protéines et lipides), hématologiques et elle participe au développement et au systéme reproductif. Les déterminations de la T4
contribuent au diagnostic de I’hypothyroidie et de I’hyperthyroidie et a la surveillance des traitements a la 1évothyroxine de sodium
et au méthimazole.

Les signes cliniques de niveaux de T4anormaux sont souvent difficiles a déterminer avec exactitude. Les signes les plus courants
de I’hypothyroidie canine sont des changements observés au niveau de la peau et du pelage, par exemple une alopécie ou un pelage
sec et terne. Parmi les autres symptdmes observés chez le chien, on peut citer 1éthargie, intolérance a 1’exercice, faiblesse, atrophie
musculaire, dépdts gras sur la cornée et diarrhée. Les signes cliniques de I’hypothyroidie chez les félins comprennent léthargie et
obésité (en particulier en cas d’hypothyroidie iatrogénique), alopécie, poils qui ne repoussent pas aprés un rasage et ralentissement
de la fréquence cardiaque.

Les signes cliniques les plus fréquents de I’hyperthyroidie chez les félins sont perte de poids et polyphagie. Parmi les autres
symptdmes courants, on peut citer hyperactivité, tachycardie, polyurie/polydipsie, alopécie et diarrhée.

Cholestérol

Le cholestérol est un précurseur majeur de 1’ester cholestérol, des acides biliaires et des stéroides hormonaux et est un composant
des membranes plasmiques. Le taux de biosynthese du cholestérol dans le foie est indirectement proportionnel a la prise
alimentaire. Les niveaux de cholestérol dans I'organisme sont indirectement controlés par ’hormone thyroidienne, qui stimule la
production d’acides biliaires. Les acides biliaires étant synthétisés a partir du cholestérol, les concentrations de cholestérol varient
a I’inverse de ’activité de I’hormone thyroidienne.

Les niveaux de cholestérol peuvent contribuer a la détection d’une hyperlipidémie ou au dépistage d’une hypothyroidie et d’un
hypercorticisme. Leur analyse est plus utile lorsqu’elle est accompagnée d’autres tests de chimie clinique.

Comme c'est le cas pour toute procédure de test de diagnostic, toutes les autres procédures de test, y compris I'état clinique
du patient, doivent étre prises en considération avant d’établir un diagnostic définitif.
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3. Principes de la procédure

Thyroxine (T4)

La premiere méthode directe de mesure de la thyroxine cliniquement faisable consistait en un test de liaison de protéines (CPBA)
concurrentiel développé par Murphy & Pattee au début des années 1960.1 Les techniques de dosages radioimmunologiques, d’une
sensibilité et d’une spécificité supérieures, ont largement remplacé les tests CPBA.% Les préoccupations liées aux déchets
radioactifs et aux risques potentiels pour la santé ont contribué aux développement rapide de tests non isotopiques, comme les
dosages immuno-enzymatiques et les méthodes fluorométriques. 1l a été démontré que les dosages immuno-enzymatiques (EIA)
de la thyroxine présentent, a des niveaux cliniquement importants, une exactitude et une précision équivalentes a celles des
procédures RIA automatisées.® Une procédure de spectrométrie de masse a dilution isotopique a été proposée comme méthode de
référence, mais elle est trés compliquée et exige une main-d'ceuvre importante.*

Abaxis a adapté une méthode EIA disponible dans le commerce pour l'utiliser dans 1’analyseur de sang entier VetScan. Dans la
réaction, I’acide 8-anilino-1-napthaléne sulfonique (ANS) entraine la libération de T4endogéne a partir des protéines de liaison.
Cette T, endogene entre en compétition, pour les sites de fixation des anticorps, avec la T4 marquée avec ’enzyme glucose-6-
phosphate déshydrogénase (conjugué G6PDH-T,). L’activité du conjugué G6PDH-T4 lié a un anticorps est inférieure a celle du
conjugué non lié. A mesure que la liaison de la T4 endogéne augmente, la quantité du conjugué enzymatique non lié augmente
aussi. L’enzyme active réduit le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD*) & NADH.

Ab
T4+ T4-G6PDH + NADY —  Ab: T4+ Ab:T4-G6PDH + NADH + H*

Le taux de variation de 1’absorbance a 340 nm est causé par la conversion du NAD* en NADH et est directement proportionnel a la
quantité de T4 endogeéne dans I’échantillon.

Cholestérol

Les tests les plus courants emploient des réactions a point final enzymatiques. Ces procédures simples utilisent généralement le
cholestérol estérase et le cholestérol oxydase avec un fini Trinder.>6 Abaxis a développé une méthode enzymatique qui remplace le
cholestérol oxydase par le cholestérol déshydrogénase. L utilisation du cholestérol déshydrogénase élimine la réaction Trinder et
¢évite ainsi ’interférence des analytes physiologiques, comme la bilirubine et I’hémoglobine.

Le cholestérol estérase hydrolyse les esters cholestérol et H,O pour former le cholestérol et les acides gras. Le cholestérol est
oxydé par le cholestérol déshydrogénase en cholesténone et le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD*) est réduit en NADH.

CHE
Esters cholestérol + H,O ——» Cholestérol + Acides gras

CHDH
Cholestérol + NAD* ——» Cholest-4-en-3-one + NADH + H*

L'absorbance est mesurée bichromatiquement & 340 nm et 405 nm. Un échantillon a blanc dédié est également mesuré pour
s'assurer qu'aucune réaction étrangere n’interfére avec le calcul des niveaux de cholestérol. La production de NADH dans cette
réaction a point final est directement proportionnelle a la quantité de cholestérol présente dans 1’échantillon.

4. Principe d'exécution

Se reporter au manuel de I’utilisateur de ’analyseur chimique VetScan pour en savoir plus sur les principes et les limitations de la
procédure.

5. Description des réactifs

Réactifs

Chaque rotor de réactif T4/cholestérol VetScan contient des billes de réactif séches spécifiques au test. Un réactif a blanc
d’échantillon sec (constitué de tampon, surfactants, excipients et agents conservateurs) est compris dans chaque rotor de réactif
afin de calculer les indices de I'échantillon. Chaque rotor contient également un diluant composé de surfactants, d’ANS,
d’anticorps T4 et d'agents conservateurs.
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Avertissements et précautions

e  Destiné aux diagnostics in vitro

e Le récipient de diluant dans le rotor de réactif s'ouvre automatiquement lorsque le tiroir de I'analyseur se ferme. Un rotor dont
le récipient a diluant est ouvert ne peut pas étre réutilisé. Vérifier que I'échantillon ou le témoin a bien été placé dans le rotor
avant de fermer le tiroir.

e Les hilles de réactif peuvent contenir des acides ou des substances caustiques. L'utilisateur n'entre pas en contact avec les
billes de réactif lorsqu'il respecte les procédures recommandées. Au cas ou les billes seraient manipulées (par exemple, lors du
nettoyage, aprés avoir laissé tomber un rotor de réactif qui s'est cassé), éviter I'ingestion, tout contact avec la peau ou
I'inhalation des billes de réactif.

e Les billes de réactif et le diluant contiennent des azides de sodium, qui peuvent réagir avec les canalisations de plomb et de
cuivre pour former des azides de métal hautement explosifs. Les réactifs n'entrent pas en contact avec les canalisations de
plomb et de cuivre lorsque I'utilisateur respecte les procédures recommandées. Toutefois, au cas ou les réactifs entreraient en
contact avec les canalisations, rincer a grande eau afin d'éviter I'accumulation d’azides.

Manipulation des réactifs

Les rotors de réactif peuvent étre utilisés dés leur sortie du réfrigérateur sans devoir étre réchauffés. Ouvrir le sachet en aluminium
scellé et en retirer le rotor en prenant soin de ne pas toucher I’anneau du code-barres qui se trouve sur le dessus du rotor. Utiliser
conformément aux instructions du manuel de 1’utilisateur du systéme VetScan. Tout rotor qui n'a pas été utilisé dans les

20 minutes suivant l'ouverture du sachet doit étre jeté. En aucun cas les rotors dont le sachet est ouvert ne peuvent étre replacés
dans le réfrigérateur en vue de leur utilisation ultérieurement.

Conservation

Conserver les rotors de réactif dans leur sachet scellé & une température comprise entre 2 °C et 8 °C (36 °F et 46 °F). Ne pas
exposer des rotors ouverts ou fermés a la lumiére directe du soleil ou & des températures supérieures a 32 °C (90 °F). Ne pas laisser
les rotors scellés dans leur sachet en aluminium & température ambiante pendant plus de 24 heures avant emploi. Ouvrir le sachet
et retirer le rotor juste avant son utilisation.

Indications d'instabilité/de détérioration du rotor de réactif

e Tous les réactifs contenus dans le rotor, lorsqu'ils sont conservés comme décrit ci-dessus, sont stables jusqu’a la date de
péremption indiquée sur le sachet du rotor. Ne pas utiliser un rotor au-dela de la date de péremption. La date de péremption
est également encodée dans le code-barres imprimé sur I'anneau du code-barres. Un message d’erreur s’affichera sur 1’écran
de I’analyseur de sang entier VetScan si les réactifs sont périmes.

e  Un sachet déchiré ou détérioré risque de laisser pénétrer I’humidité, qui atteindra le rotor inutilisé et aura un effet défavorable
sur la performance du réactif. Ne pas utiliser un rotor provenant d’un sachet détérioré.

6. Instrument

Se reporter au manuel de ’utilisateur du systéme VetScan pour des informations complétes sur I'utilisation de I'analyseur.

7. Prélévement et préparation des échantillons

La quantité minimale requise pour un échantillon est de ~100 pL de sang entier hépariné, de plasma hépariné, de sérum ou de
sérum témoin. La chambre a échantillon du rotor de réactif peut contenir jusqu'a 120 pL d'échantillon.

e  L’échantillon prélevé dans une micropipette héparinée doit étre distribué dans le rotor de réactif immédiatement apreés son
prélévement.

e Nutiliser que des tubes de prélévement sous vide a héparine de lithium (bouchon vert) pour les échantillons de sang entier ou
de plasma. Utiliser des tubes de prélévement sous vide (bouchon rouge) sans adjuvants ou des tubes de séparation de sérum
(bouchon rouge ou rouge et noir) pour les échantillons de sérum.

e Les échantillons de sang entier obtenus par ponction veineuse doivent étre homogenes avant de transférer un échantillon au
rotor de réactif. Retourner doucement le tube de prélévement a plusieurs reprises juste avant de transférer les échantillons. Ne
pas agiter le tube de prélévement. L’ utilisateur évitera ainsi tout risque d’hémolyse.

e Le test doit étre commencé dans les 10 minutes suivant le transfert de I'échantillon dans le rotor de réactif.
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e Les échantillons de sang entier prélevés par ponction veineuse doivent étre traités dans les 60 minutes suivant le prélévement.
Si cela n’est pas possible, séparer I’échantillon et le transférer dans un tube a essai propre.” Traiter I'échantillon de plasma ou
de sérum séparé dans les 5 heures suivant la centrifugation. Si cela n'est pas possible, réfrigérer I'échantillon dans un tube a
essai muni d’un bouchon a une température comprise entre 2 °C et 8 °C (36 °F et 46 °F), pendant 48 heures au maximum. Un
échantillon de plasma ou de sérum peut étre conservé a -10° C (14° F) pendant 5 semaines au maximum dans un congélateur
non doté d’un cycle de dégivrage automatique.

Substances interférentes connues

e L'héparine de lithium est I'unique anticoagulant dont l'utilisation est recommandée avec I'analyseur de sang entier VetScan.

e Les substances physiologiques interférentes (hémolyse, ictére et lipémie) peuvent entrainer des variations des concentrations
telles que relevées dans certains analytes. Les indices des échantillons sont imprimés au bas de chaque fiche de résultats afin
d'informer l'utilisateur des taux des substances interférentes présentes dans chaque échantillon. L’analyseur de sang total
VetScan supprime tout résultat affecté par une interférence significative due a une hémolyse, une lipémie ou un ictére. Le
symbole « HEM », « LIP » ou « ICT » respectivement sera imprimé sur la fiche de résultats a la place du résultat.

8. Procédure

Matériel fourni
e Un rotor de réactif T4/cholestérol VetScan

Matériel nécessaire mais non fourni
e Analyseur chimique de sang entier VetScan

Paramétres de test

Le systeme VetScan fonctionne & des températures ambiantes comprises entre 15° C et 32° C (59° F et 90° F). Le temps d’analyse
pour chaque rotor de réactif T4/Cholestérol VetScan est de moins de 14 minutes. L'analyseur maintient le rotor de réactif a une
température de 37 °C (98,6 °F) pendant la durée de la mesure.

Procédure de test
Les procédures de prélévement d'échantillons et d’utilisation complétes sont expliquées en détail dans le manuel de l'utilisateur du
systéme VetScan.

Etalonnage

L’analyseur de sang entier VetScan est étalonné en usine par le fabriquant avant son expédition. Le code-barres imprimé sur
I'anneau du code-barres indique a ’analyseur les données d'étalonnage spécifiques au rotor. Se reporter au manuel de l'utilisateur
du systeme VetScan.

Contrble qualité

Des témoins peuvent étre réguliérement analysés sur I’analyseur de sang entier VetScan afin de vérifier son exactitude. Abaxis
recommande I’exécution d’un témoin a base de sérum disponible dans le commerce. Analyser les témoins sur le rotor de réactif de
la méme maniére que les échantillons prélevés sur les patients. Se reporter au manuel de 1’utilisateur du systéme VetScan pour plus
d'informations sur 1’analyse de témoins.

9. Résultats

L’analyseur de sang entier VetScan calcule et imprime automatiquement les concentrations des analytes dans I'échantillon. Les
calculs des réactions a point final et de la cinétique sont expliqués en détail dans le manuel de l'utilisateur du systéme VetScan.

Interprétation des résultats

Augmentation de la T4

e Les concentrations de la Tstendent & étre plus élevées chez les chiens de moins de un an et baissent & mesure que le chien
prend de 1’age.

e Un niveau de T4supérieur chez le félin indique de maniére fiable la présence d’une hyperthyroidie. L hyperthyroidie est la
cause la plus courante d'un niveau de T4 élevé et est I’'une des maladies les plus fréquemment diagnostiquées chez les petits
animaux. L hyperthyroidie spontanée chez les chats est généralement due a un adénome thyroidien fonctionnel.
L’hyperthyroidie est rarement observée chez les chiens mais, lorsqu'elle est diagnostiquée, elle indique généralement une
néoplasie ou I’administration d'une trop grande quantité de sodium Iévothyroxine a un chien souffrant d’hypothyroidie. 66 %
environ des néoplasmes canins sont des adénocarcinomes.
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Les tests de la thyroide chez les félins visent généralement a diagnostiquer une hyperthyroidie, a surveiller les effets d’un
traitement antithyroidien ou d’un traitement de substitution de la thyroide en cas d’ablation des glandes thyroidiennes
néoplasiques. Lors de I’évaluation de la T4totale chez le chat, I’Age et les maladies concomitantes doivent étre pris en compte.
Les valeurs de la T sont supéricures chez les chats jeunes et baissent avec 1’age. Chez les chats 4gés qu'on soupgonne de
souffrir d'une hyperthyroidie, les maladies concomitantes, par exemple une insuffisance rénale, entrainent une pathologie
appelée « euthyroid sick syndrome » (ou maladie euthyroidienne) susceptible de provoquer une baisse de la T4 totale. Dans ces
cas, un dosage de T libre par dialyse a 1’équilibre (fT4ED) est effectué pour confirmer le diagnostic de I’hyperthyroidie.
Trois conditions doivent étre généralement confirmées par le dosage fT4ED. Une valeur de la T4 élevée proche de la normale
(3-5 mg/dL) chez les jeunes chats sans perte de poids importante n’indique aucun dysfonctionnement de la thyroide. Une
valeur élevée (>5 mg/dL) chez les chats agés, avec perte de poids, indique généralement une hyperthyroidie. Une valeur
élevée proche de la normale (3-5 mg/dL) chez les chats agés peut indiquer une hyperthyroidie. Etant donné que ces valeurs
peuvent étre occultées par des maladies concomitantes, un dosage de I’hormone active (fT4ED) est nécessaire pour
diagnostiquer cette hyperthyroidie occulte.

Baisse de la Ta

Chez le chien, la T4 totale peut étre utilisée pour exclure le diagnostic d’une hypothyroidie. Si sa valeur est comprise dans la
plage normale, il est fort peu probable que le chien souffre d’hypothyroidie. Si sa valeur est faible ou faible et proche de la
normale, elle peut suggérer une hypothyroidie, mais elle ne la confirme pas puisque des facteurs non thyroidiens, par exemple
des médicaments ou une maladie, affectent la T4. Le diagnostic d’une hypothyroidie chez le chien peut étre confirmé par un
dosage de la T4 libre par dialyse a 1’équilibre (fT4ED).

D’autres causes de niveaux de T4 faibles peuvent étre associées a un traitement médicamenteux et a la maladie euthyroidienne.
Les glucocorticoides sont les médicaments les plus pertinents du point de vue clinique qui affectent les niveaux de la Ta4. En
cas de maladie euthyroidienne, des niveaux de T.bas sont observés avec des pathologies non thyroidiennes, telles que des
insuffisances rénales aigués et chroniques, le diabéte sucré, I’insuffisance hépatocellulaire et 1’obésité.

Aprés I’élimination du traitement médicamenteux et de la maladie euthyroidienne, la cause la plus fréquente de niveaux de T4
bas est I’hypothyroidie endogene. L’hypothyroidie chez le chien résulte le plus souvent d’une thyroidite chronique de
Hashimoto ou d’une atrophie idiopathique. Les tumeurs thyroidiennes qui ont détruit plus de 75 % de la glande thyroide
peuvent entrainer des signes cliniques d’hypothyroidie. Des malformations congénitales de I'hypophyse ou 'ablation de cette
glande peuvent entrainer une hypothyroidie exogene chez le chien.

L’hypothyroidie spontanée est rarement observée chez les chats. L hypothyroidie chez les félins résulte le plus souvent d’une
thyroidectomie bilatérale et de I'administration excessive d’iode radioactif ou de médicaments anti-thyroidiens aux chats
souffrant d’hyperthyroidie.

On peut également observer de fortes concentrations de cholestérol chez les patients souffrant d’hypothyroidie.

Pour obtenir une concentration de T, de base exacte, I’administration de médicaments au patient doit étre suspendue pendant
plusieurs jours.

Hypercholestérolémie

Un régime alimentaire riche en matieres grasses ou un prélévement sanguin effectué peu apres le repas du patient peut
entrainer le diagnostic d’une hypercholestérolémie. L hypercholestérolémie n'est pas apparente a I'examen visuel de
I'échantillon puisqu'elle n'entraine pas de lipémie.

Une réduction de I’activité thyroidienne provoque une baisse du catabolisme du cholestérol et donc des niveaux de cholestérol
¢levés. L’observation d’un niveau de cholestérol élevé sur un profil de dépistage peut indiquer une hypothyroidie. Le
cholestérol, lorsqu'il est associé aux niveaux de T4libre, est un bon indicateur d’hypothyroidie canine.

Le diagnostic préliminaire d’une hyperlipidémie peut étre établi au vu des niveaux de cholestérol et de ’indice lipémique
imprimé sur la fiche de résultat VetScan. Les concentrations de cholestérol supérieures a 300 mg/dL associées a un indice
lipémique de 2+ ou 3+ peuvent indiquer une hyperlipidémie chez les chiens a jeun. On peut diagnostiquer une hyperlipidémie
chez les félins lorsque les concentrations de cholestérol sont supérieures a 200 mg/dL et I’indice lipémique égal au moins a 1+
chez les chats & jeun.

Les niveaux de cholestérol bas ne posent généralement pas probléme. Une hypocholestérolémie a été observée en cas
d’entéropathies avec perte de protéines, de certaines insuffisances hépatiques, de certaines malignités et d’une malnutrition
aggravée. Les résultats des dosages de I’aminotransférase alanine (ALT), de I’albumine, de la phosphatase alcaline (ALP), de
la globuline, de la bilirubine totale et des protéines totales doivent étre examinés si on soupgonne une insuffisance rénale. On
peut observer des niveaux de protéines, d’albumine et de globuline faibles en cas d’entéropathies avec perte de protéines et de
malnutrition.
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10. Limitations de la procédure

Les limitations générales de la procédure sont indiquées dans le manuel de I'utilisateur du systéme VetScan.

e Sile résultat d'un test spécifique dépasse la plage de dosage, I'échantillon doit étre analysé a I’aide d’une autre
méthode de test approuvée ou il doit étre envoyé a un laboratoire de référence. Ne pas diluer I'échantillon et le
réanalyser dans I'analyseur de sang entier VetScan.

e Les échantillons dont les hématocrites dépassent 60 % du volume globulaire total risquent de donner des résultats inexacts.
Les échantillons dont les hématocrites sont élevés peuvent étre décrits comme étant hémolysés. La rotation de ces échantillons
peut étre décélérée et le plasma réanalysé dans un nouveau rotor de réactif.

e Les autoanticorps T4 peuvent interférer avec la méthode T4 développée par VetScan. Dans les rares cas ou des autoanticorps T4
sont présents dans un échantillon, les résultats de la T4 seront bas.

Attention : Des tests étendus du systeme VetScan ont montré qu’en certains cas trés rares, 1’échantillon distribué dans le rotor de
réactif ne s’écoule pas facilement dans la chambre d’échantillon. Suite a cet écoulement irrégulier, il se peut qu'une quantité
inadéquate d'échantillon soit analysée et plusieurs résultats risquent de se trouver hors de vos plages de référence. L'échantillon
peut étre réanalysé en utilisant un nouveau rotor de réactif.

11. Caractéristiques de performance

Linéarité

Les réactions chimiques pour chaque analyte sont linéaires dans la plage dynamique indiquée ci-dessous quand le systeme
VetScan est utilisé conformément a la procédure recommandeée (se reporter au manuel de I'utilisateur du systeme VetScan).
Le tableau des plages dynamiques ci-dessous represente le spectre que le systeme VetScan est capable de détecter.

Tableau 1 : Plages dynamiques VetScan

Analyte Gamme dynamique

Unités communes Unités SI
Thyroxine (T4) 0,5-8,0 ug/dL 6,5-103,2 nmol/L
Cholestérol 20-520 mg/dL 0,5-13,5 mmol/L
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1. Indicaciones

El rotor reactivo VetScan para T4/colesterol utilizado con el analizador de sangre entera VetScan emplea reactivos secos y liquidos
para proporcionar determinaciones cuantitativas in vitro de tiroxina (T4) y colesterol en sangre entera heparinizada, plasma
heparinizado o suero.

2.  Resumeny explicacion de las pruebas

Tiroxina (Ta)

La tiroxina es una hormona sintetizada en la glandula tiroidea y secretada por ésta. La forma principal de secrecion de la hormona
tiroidea es la tetrayodotironina (T4), aunque también se secreta algo de triyodotironina (T3) en la sangre. La relacion de Tsa Tses
de 25:1 en plasma canino. Una vez en la sangre, T4y Tsquedan fijadas por medio de proteinas de transporte. La principal proteina
de fijacidn es la globulina de fijacion de tiroxina (TBG) en el perro y la albimina en el gato. En el momento del suministro a la
célula objetivo, T4 se desioniza a Tsen la superficie celular. T es la forma biol6gicamente activa de la hormona tiroidea e ingresa
con mayor facilidad a la célula objetivo.

La hormona tiroidea tiene muchos efectos en el cuerpo, que incluyen aquellos clinicos, fisioldgico, calorigénico, metabolico
(carbohidratos, proteinas y lipidos), de desarrollo, reproductivos y hematoldgicos. Las determinaciones de Tsayudan en el
diagnéstico de hipotiroidismo e hipertiroidismo, y en el control de las terapias con levotiroxina sédica y tiamazol.

Las sefales clinicas de niveles anormales de T4 con frecuencia son vagas. Las sefiales observables mas comunes de hipotiroidismo
canino son cambios en la piel y en el manto, tales como alpecia 0 un manto seco y opaco. Otras sefiales en los perros incluyen
letargo, intolerancia al ejercicio, debilidad, atrofia muscular, depdsitos corneales de lipidos y diarrea. Las sefiales clinicas de
hipotiroidismo felino incluyen letargo y obesidad (especialmente en el caso de hipotiroidismo yatrogénico), alopecia, epilacion del
pelo y bradicardia.

Las sefiales més prevalentes de hipertiroidismo felino son pérdida de peso y polifagia. Otras sefiales comunes son inquietud,
taquicardia, poliuria-polidipsia, alopecia y diarrea.

Colesterol

El colesterol es un precursor principal del éster del colesterol, &cidos biliares y hormonas esteroideas, y es un componente de las
membranas plasmaticas. La tasa de la biosintesis del colesterol en el higado es indirectamente proporcional al insumo dietario.

Los niveles de colesterol en el cuerpo son controlados indirectamente por la hormona tiroidea, que estimula la produccién de acido
biliar. Dado que los acidos biliares son sintetizados a partir del colesterol, las concentraciones de colesterol varian inversamente
con la actividad de la hormona tiroidea.

Pueden usarse niveles de colesterol para ayudar en la deteccion de hiperlipidemia o como prueba de deteccion para hipotiroidismo
e hiperadrenocorticismo. Los resultados de colesterol son de mayor utilidad cuando se los analiza conjuntamente con otras pruebas
quimicas clinicas.

Al igual que con cualquier procedimiento diagndstico de prueba, hay que considerar todos los procedimientos de prueba
restantes, incluido el estado clinico del paciente, antes del diagnoéstico final.

20 of 33



3. Principios del procedimiento

Tiroxina (Ta)
El primer método directo clinicamente factible de medicion de la tiroxina fue un ensayo de fijacion de proteinas competitivas
(CPBA) desarrollado por Murphy y Pattee a principios de la década de 19602, Las técnicas de los radioinmunoensayos, con su
mayor sensibilidad y especificidad, reemplazaron en gran medida al CPBAZ. Las preocupaciones con respecto a los desechos
radiactivos y los potenciales peligros para la salud ayudaron a promover el desarrollo de pruebas no isotdpicas, tales como los
inmunoensayos con enzimas y por fluorescencia. Los inmunoensayos con enzimas (EIA) para la tiroxina han demostrado tener, a
niveles clinicamente importantes, una exactitud y precision equivalentes a los procedimientos RIA automaticos®. Se ha propuesto
un procedimiento espectrométrico de masa por dilucion de isétopos como método de referencia, pero éste es muy complicado y
elaborado®.
Abaxis ha adaptado un método EIA comercialmente disponible para uso en el analizador de sangre entera VetScan. En la reaccion,
el acido 8-anilino-1-naftalén sulfonico (ANS) causa la liberacion de T4endogena de las proteinas de fijacion. La T,enddgena
liberada compite para sitios de fijacién de anticuerpos (Ab) con la T4 marcada con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(conjugado G6PDH-T.). El conjugado G6PDH-T, fijado a un anticuerpo tiene una menor actividad que el conjugado no fijado. A
medida que aumenta la fijacion de la Tsenddgena, aumenta también la cantidad de conjugado de enzima sin fijar. La enzima activa
reduce la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) a NADH.

Ab

T4+ T4-G6PDH + NADY —  Ab: T4+ Ab:T4-G6PDH + NADH + H*

El indice de cambio de la absorbancia a 340 nm se debe a la conversién de NAD+ en NADH y es directamente proporcional a la
cantidad de T4enddgena en la muestra.

Colesterol

Las pruebas mas comunes emplean reacciones enzimaticas de punto final. Tipicamente, estos procedimientos sencillos usan
colesterol esterasa y colesterol oxidasa con un acabado de Trinder®®. Abaxis desarrollé un método enzimatico que usa colesterol
deshidrogenasa en lugar de la colesterol oxidasa. El uso de la colesterol deshidrogenasa elimina la reaccion de Trinder, evitando
asi la interferencia de los sustratos fisiolégicos como la bilirrubina y la hemoglobina.

La colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol y H,O para formar colesterol y acidos grasos. El colesterol es oxidado por
colesterol deshidrogenasa a colestenona y la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) se reduce a NADH.

CHE
Esteres de colesterol + HLO —— Colesterol + acidos grasos

CHDH
Colesterol + NAD* ——» Colest-4-en-3-ona + NADH + H*

La absorbancia se mide bicroméaticamente a 340 nm y 405 nm. También se mide una muestra de referencia dedicada a asegurar
que las reacciones secundarias no interfieren con los célculos de los niveles de colesterol. La produccion de NADH en esta
reaccion de punto final es directamente proporcional a la cantidad de colesterol en la muestra.

4. Principios de la operacion

Consulte el Manual del usuario del analizador quimico VetScan para obtener informacion sobre los principios y limitaciones del
procedimiento.

5. Descripcion de los reactivos

Reactivos

Cada rotor reactivo T4/colesterol VetScan contiene soportes sélidos reactivos especificos para pruebas secas. Se incluye en cada
rotor reactivo un reactivo seco de muestra de referencia (que consta de amortiguador, surfactantes, excipientes y estabilizadores)
para usar en el calculo de los indices de la muestra. Cada rotor reactivo contiene también un disolvente formado por surfactantes,
ANS, anticuerpos a T,y estabilizadores.
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Advertencias y precauciones

e  Para uso diagnostico in vitro

e El envase del diluyente del rotor reactivo se abre automaticamente cuando se cierra el cajén del analizador. No puede
reutilizarse un rotor con un envase de diluyente abierto. Aseglrese de que la muestra o la prueba esté colocada en el rotor
antes de cerrar el cajon.

e El reactivo en soporte s6lido puede contener sustancias acidas o causticas. EI usuario no entra en contacto con el reactivo en
soporte s6lido si sigue los procedimientos recomendados. En el caso de que se manipule el reactivo en soporte sélido (por
ejemplo, limpieza tras caerse y romperse un rotor reactivo) se debe evitar la ingestion, el contacto con la piel y la inhalacion
del mismo.

e Elreactivo en soporte sélido y el diluyente contienen compuestos nitrogenados sodicos que pueden reaccionar con plomo y
cobre para formar compuestos nitrogenados metalicos muy explosivos. Los reactivos no entraran en contacto con el plomo y
cobre si se siguen los procedimientos recomendados. Sin embargo, si los reactivos entran en contacto con los metales, se debe
lavar abundantemente con agua para prevenir la acumulacion de azida.

Instrucciones para la manipulacion de los reactivos

Los rotores reactivos pueden usarse inmediatamente después de retirarse del refrigerador, sin calentarlos previamente. Abra la
bolsa de cierre hermético y saque el rotor, teniendo cuidado de no tocar el anillo del cédigo de barras situado en la parte superior
del rotor reactivo. Utilice de acuerdo con las instrucciones provistas en el Manual del usuario del sistema VetScan. Deseche los
rotores no usados transcurridos 20 minutos de la apertura de la bolsa. Los rotores dentro de bolsas abiertas no pueden volver a
colocarse en el refrigerador para uso en otro momento.

Almacenamiento

Almacene rotores reactivos en sus bolsas selladas a 2-8°C (36-46°F). No exponga los rotores abiertos o sin abrir a la luz solar
directa o a temperaturas superiores a los 32°C (90°F). No permita que los rotores sellados en sus bolsas de aluminio permanezcan
a temperatura ambiente més de 24 horas antes del uso. Abra la bolsa y retire el rotor inmediatamente antes de usarlo.

Indicaciones de inestabilidad o deterioro del rotor reactivo

e Todos los reactivos contenidos en el rotor reactivo, cuando se almacena tal como se describe mas arriba, son estables hasta la
fecha de caducidad impresa en la bolsa del rotor. No utilice un rotor después de la fecha de caducidad. La fecha de caducidad
también aparece codificada en el codigo de barras impreso en el anillo del cédigo de barras. Si los reactivos han caducado,
aparecerd un mensaje de error en la pantalla del analizador de sangre entera VetScan.

e Una bolsa desgarrada o dafiada puede hacer que el rotor sin uso entre en contacto con la humedad, lo que puede afectar el
rendimiento del reactivo de manera negativa. No utilice un rotor de una bolsa dafiada.

6. Instrumento

Consulte el Manual del usuario del sistema VetScan para recibir informacion completa sobre el uso del analizador.

7. Obtencion y preparacion de las muestras

El tamafio minimo necesario para la muestra es ~100 pl de sangre entera heparinizada, plasma heparinizado, suero o suero de
control. La cAmara de muestra del rotor reactivo puede contener hasta 120 pl de muestra.

e La muestra recogida en una micropipeta heparinizada debe dispensarse en el rotor reactivo inmediatamente después de la
recoleccion de la muestra.

e  Para las muestras de sangre o plasma use solo tubos de recoleccion de muestras tratados con heparina litio (tapon verde). Para
las muestras de suero use tubos para obtencién de muestras sin aditivo (tapon rojo) o tubos separadores de suero (tapdn rojo o
rojo/negro).

e Las muestras de sangre entera obtenidas por venopuncién deben homogeneizarse antes de transferir una muestra al rotor
reactivo. Invierta cuidadosamente los tubos para obtencion de muestras varias veces justo antes de transferir la muestra.

No agite el tubo de recoleccién. La agitacion puede causar hemolisis.

e La prueba debe comenzarse en los 10 minutos siguientes a la transferencia de la muestra al rotor reactivo.

e Las muestras de sangre entera obtenidas por venopuncion deben analizarse en los 60 minutos de la recoleccion; si esto no es
posible, separe la muestra y transfiérala a un tubo de ensayo limpio’. Analice la muestra separada de plasma o suero en las 5
horas siguientes a la centrifugacion. Si esto no es posible, refrigere la muestra en un tubo de ensayo tapado a 2-8°C (36-46°F)
durante no mas de 48 horas. Una muestra de plasma o suero puede almacenarse a -10°C (14°F) durante un maximo de
5 semanas en un congelador que no tiene un ciclo de autodescongelacion.
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Sustancias conocidas como interferencias

¢ El Unico anticoagulante recomendado para uso con el analizador de sangre entera VetScan es heparina de litio.

e Los interferentes fisicos (hemolisis, ictericia y lipidemia) pueden causar cambios en las concentraciones informadas de
algunos analitos. Los indices de la muestra son impresos en la base de cada tarjeta de resultados para informar al usuario sobre
los niveles de factores de interferencia presentes en cada muestra. El analizador de sangre entera VetScan suprime cualquier
resultado que se vea afectado por una interferencia significativa por hemdlisis, lipemia o ictericia. “HEM”, “LIP” o “ICT” se
imprime en la tarjeta de resultado en vez del resultado.

8. Procedimiento

Materiales suministrados
e Un rotor reactivo de T4/colesterol VVetScan

Materiales necesarios pero no suministrados
e Analizador quimico de sangre entera VetScan

Parametros de prueba

El sistema VetScan opera a temperaturas ambientes entre 15°C y 32°C (59-90°F). El tiempo de andlisis para cada rotor reactivo
T4/colesterol VetScan es de menos de 14 minutos. El analizador mantiene el rotor reactivo a una temperatura de 37° C (98,6° F)
durante el intervalo de medicion.

Procedimiento de prueba
La recoleccién completa de la muestra y los procedimientos paso por paso se detallan en el Manual del usuario del sistema
VetScan.

Calibrado

El analizador de sangre entera VetScan es calibrado por el fabricante antes de ser enviado. El cdigo de barras impreso en el anillo
del codigo de barras proporciona al analizador los datos de calibracion especificos del rotor. Consulte el Manual del usuario del
sistema VetScan.

Control de calidad

Pueden analizarse controles periddicamente en el analizador de sangre entera VetScan para verificar la exactitud del analizador.
Abaxis recomienda analizar un control comercialmente disponible, basado en suero. Los controles deben analizarse en el rotor
reactivo de la misma manera que las muestras de pacientes. Consulte el Manual del usuario del sistema VetScan para aprender
cémo analizar los controles.

9. Resultados

El analizador de sangre entera VetScan calcula automaticamente e imprime las concentraciones de electrolitos en la muestra. Los
detalles de los calculos del criterio de valoracion y velocidad de la reaccion se encuentran en el Manual del usuario del sistema
VetScan.

Interpretacion de resultados

Aumento de Ta

e Las concentraciones de T4tienden a ser superiores en los perros de menos de un afio de edad, disminuyendo a medida que
envejece el perro.

e Unaumento en el nivel de T4en un felino es un indicador fiable de hipertiroidismo. El hipertiroidismo es la causa mas comdn
de Tselevada y es una de las enfermedades diagnosticas con mayor frecuencia en animales pequefios. La causa tipica del
hipertiroidismo espontaneo en los gatos es un adenoma tiroideo funcional. El hipertiroidismo es raramente observado en
perros pero, cuando aparece, por lo general es indicativo de neoplasia o la administracion de demasiada levotiroxina sodica a
un perro hipotiroideo. Aproximadamente el 66% de los neoplasmas caninos son adenocarcinomas.
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Las pruebas tiroideas felinas por lo general se realizan para diagnosticar hipertiroidismo, para controlar los efectos del
tratamiento antitiroideo o para controlar el tratamiento de reemplazo tiroideo después de la destruccion de las glandulas
tiroideas neoplasticas. Al evaluar la T4 total en gatos, se debe tener en cuenta la edad y las enfermedades concurrentes. Los
valores de T4 son mayores en los gatos mas jovenes y normalmente disminuyen con la edad. En gatos de mayor edad con
sospecha de hipertiroidismo, las enfermedades concurrentes como insuficiencia renal causan una condicién conocida como
sindrome de enfermedad eutiroidea, que puede deprimir los valores de la T4total. En estos casos, se utiliza una prueba de T4
libre por didlisis de equilibrio (FT4ED) para confirmar un diagndstico de hipertiroidismo.

Tres condiciones comunes requieren confirmacion con la prueba fT4ED. Los valores altos normales de T4 (3-5 mg/dl) en un
gato joven sin pérdida marcada de peso son normales. Los valores altos (>5 mg/dl) en un gato de mayor edad con sefiales de
pérdida de peso es por lo general un diagndstico de hipertiroidismo. Los valores altos normales (3-5 mg/dl) en un gato de
mayor edad pueden indicar hipertiroidismo. Dado que estos valores pueden suprimirse por enfermedad concurrente, es
necesaria una prueba para la hormona activa (fT4ED) para diagnosticar este hipertiroidismo oculto.

Disminucién de T4

En perros, el valor de T4total puede usarse para eliminar un diagnéstico de hipotiroidismo. Si la T4total se encuentra dentro
del intervalo normal, es muy poco probable que el perro sea hipotiroideo. Un valor bajo o bajo normal de T4 puede sugerir
hipotiroidismo, sin confirmarlo, porque hay factores no tiroideos, tales como farmacos y enfermedad, que afectan la T4. Un
diagnéstico de hipotiroidismo en perros puede confirmarse por medio de una prueba de T4 libre por dialisis de equilibrio
(fT4ED).

Otras causas de una disminucién de los niveles de T, pueden estar asociados con la terapia de farmacos y con el sindrome de
enfermedad eutiroidea. Los glucocorticoides son los farmacos més clinicamente relevantes que afectan los niveles de T4. En el
sindrome de enfermedad eutiroidea, la disminucion de los niveles de T4 se observan con enfermedades no tiroideas, tales como
insuficiencia renal aguda y cronica, diabetes mellitus, insuficiencia hepética y obesidad.

Después de eliminar la terapia con farmacos y el sindrome de enfermedad eutiroidea, la causa mas comun de la disminucién
de niveles de T4es el hipotiroidismo primario. El hipotiroidismo en perros es con mas frecuencia un resultado de la tiroiditis
linfocitica o de la atrofia idiopatica. Los tumores tiroideos que hayan destruido mas del 75% de la glandula tiroidea pueden
causar sefiales clinicas de hipotiroidismo. Los defectos congénitos de la glandula pituitaria, la destruccion pituitaria y la
supresion pituitaria pueden causar un hipotiroidismo secundario en los perros.

Raras veces se informa de hipotiroidismo espontaneo en los gatos. Las causas comunes de hipotiroidismo felino son la
tiroidectomia bilateral y las sobredosis de yodo radiactivo o fArmacos antitiroideos en gatos hipertiroideos.

Los pacientes hipotiroideos también pueden tener concentraciones elevadas de colesterol.

Para obtener una concentracion basal exacta de T4, debe suprimirse la administracion de los medicamentos al paciente durante
varios dias.

Hipercolesterolemia

Una dieta de alto contenido graso o una muestra de sangre recogida poco después de que el paciente haya comido puede
causar hipercolesterolemia. La hipercolesterolemia no es aparente al realizarse un examen visual de la muestra dado que no
causa lipemia.

Una reduccion en la actividad tiroidea causa una disminucidn en el catabolismo del colesterol, resultando en niveles elevados
de colesterol. La observacion de un elevado nivel de colesterol en un perfil de deteccién puede ser el primer indicador de
hipotiroidismo. El colesterol, cuando se utiliza junto con los niveles de T4 libre, es un buen indicador de hipotiroidismo
canino.

Un diagnostico preliminar de hiperlipidermia puede hacerse usando los niveles de colesterol y el indice lipémico impreso en la
tarjeta de resultados VetScan. Las concentraciones de colesterol mayores a 300 mg/dl junto con un indice lipémico de 2+ o 3+
pueden indicar hiperlipidemia en perros en ayunas. La hiperlipidemia felina puede diagnosticarse cuando se observan
concentraciones de colesterol mayores a 200 mg/dl y un indice de 1+ o superior en gatos en ayunas.

Los niveles bajos de colesterol por lo general no representan un problema. Se ha observado hipocolesterolemia en el caso de
enteropatia con pérdida de proteina, algunas enfermedades hepaticas, ciertas malignidades y una malnutricion grave. Deben
examinarse los resultados de las pruebas de alanina aminotransferasa (ALT), albimina, fosfatasa alcalina (ALP), globulina,
bilirrubina total y proteina total, en caso de sospecharse enfermedad hepatica. Pueden observarse bajos niveles de proteina,
albimina y globulina en casos de enteropatias con pérdida de proteina y malnutricion.
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10. Limitaciones del procedimiento

Las limitaciones generales del procedimiento se detallan en el Manual del usuario del sistema VetScan.

e Siun resultado para una prueba particular supera los valores del andlisis, la muestra debera analizarse por otro
método de prueba homologada o enviarse a un laboratorio de referencia. No diluya la muestra ni vuelva a analizarla
en el analizador de sangre entera VetScan.

e Las muestras con hematocritos que excedan del 60% de volumen corpuscular de eritrocitos daran resultados inexactos. Las
muestras con un hematocrito elevado pueden ser analizadas como hemolizadas. Estas muestras pueden ser centrifugadas y
luego volver a analizar el plasma con un nuevo rotor reactivo.

e El método de T4de VetScan es susceptible a interferencia por el autoanticuerpo a T4. En los raros casos en que hay presencia
de autoanticuerpo a T4 en una muestra, los resultados de T4 seran bajos.

Advertencia:  Pruebas exhaustivas del sistema VetScan han demostrado que, en casos muy raros, la muestra aplicada al rotor
reactivo podria no fluir con facilidad a la cdmara de la muestra. Debido al flujo irregular, puede analizarse una cantidad inadecuada
de muestra y los resultados obtenidos pueden quedar fuera de los valores de referencia establecidos. La muestra puede volverse a
analizar con un nuevo rotor reactivo.

11. Caracteristicas de eficacia

Linealidad

La quimica para cada analito es lineal a lo largo del intervalo dinamico enumerado a continuacién cuando el sistema VetScan se
opera de acuerdo con el procedimiento recomendado (consulte el manual del usuario del sistema VetScan). La tabla de intervalos
dinamicos que aparece a continuacion representa el espectro que puede detectar el sistema VetScan.

Tabla 1: Intervalos dinamicos de VetScan

Analito Intervalo dindmico

Unidades comunes Unidades Sl
Tiroxina (Ta) 0,5-8,0 ug/dl (6,5—103,2 nmol/l)
Colesterol 20 — 520 mg/dl 0,5 - 13,5 mmol/l
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1. Uso previsto

Il rotore reagente T4/colesterolo VetScan usato con 1’analizzatore di sangue intero VetScan impiega reagenti secchi e liquidi per
fornire determinazioni quantitative in vitro di tiroxina (T4) e colesterolo in sangue intero eparinizzato, plasma eparinizzato o siero.

2. Sommario e spiegazione dei test

Tiroxina (Ta)

La tiroxina & un ormone sintetizzato e secreto dalla tiroide. La forma secretoria primaria dell’ormone tiroideo ¢ la tetraiodotironina
(T4), sebbene nel sangue venga secreta anche una certa quantita di triiodotironina (T3). Nel plasma canino, il rapporto tra T4e T3 €
25:1. Una volta nel sangue, Tse Tsvengono legate dalle proteine di trasporto. Nel cane e nell’albumina del gatto, la proteina
legante primaria € la globulina legante la tiroxina (TBG). Una volta giunta alla cellula bersaglio, la T4 viene trasformata in T3in
corrispondenza della superficie cellulare. La T3¢ la forma biologicamente attiva dell’ormone tiroideo e penetra piu facilmente
nella cellula bersaglio.

L’ormone tiroideo ha numerosi effetti sull’organismo, tra cui quelli clinico, fisiologico, calorigeno, metabolico (carboidrati,
proteine e lipidi), riproduttivo, ematologico e sullo sviluppo. Le determinazioni della T4 agevolano la diagnosi di ipotiroidismo e
ipertiroidismo e il monitoraggio delle terapie a base di levotiroxina sodica e metimazolo.

I segni di livelli anormali di T4sono spesso vaghi. | pit comuni segni osservabili di ipotiroidismo canino sono mutamenti della
pelle e del pelo, come per esempio alopecia o pelo secco e opaco. Tra gli altri segni osservabili nei cani vi sono letargia,
intolleranza allo sforzo fisico, debolezza, atrofia muscolare, depositi lipidici corneali e diarrea. | segni clinici di ipotiroidismo
felino includono letargia e obesita (specialmente nell’ipotiroidismo iatrogeno), alopecia, perdita di pelo e bradicardia.

I segni clinici di ipertiroidismo felino maggiormente prevalenti sono perdita di pelo e polifagia. Tra gli altri segni comuni vi sono
irrequietezza, tachicardia, poliuria-polidipsia, alopecia e diarrea.

Colesterolo

Il colesterolo & il principale precursore di estere di colesterolo, acidi biliari e ormoni steroidei ed & un componente delle membrane
plasmatiche. La velocita della biosintesi del colesterolo nel fegato é indirettamente proporzionale all’apporto dietetico. | livelli di
colesterolo nell’organismo sono indirettamente controllati dall’ormone tiroideo che stimola la produzione di acidi biliari. Poiché
gli acidi biliari sono sintetizzati dal colesterolo, le concentrazioni di colesterolo variano inversamente all’attivita dell’ormone
tiroideo.

I livelli di colesterolo possono essere usati per agevolare la rilevazione di iperlipidemia o come test di screening di ipotiroidismo e
iperadrenocorticismo. | risultati del colesterolo sono particolarmente utili allorché analizzati in associazione con altri test di
chimica clinica.

Come per ogni test diagnostico, prima della diagnosi definitiva &€ opportuno considerare tutte le altre procedure di analisi,
incluso lo stato clinico del paziente.
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3. Principi della procedura

Tiroxina (Ta)

Il primo metodo diretto clinicamente eseguibile per misurare la tiroxina ¢ stato il dosaggio competitivo a legame proteico (CPBA)
sviluppato da Murphy & Pattee nei primi anni Sessanta.! Le tecniche radioimmunologiche (RIA), caratterizzate da maggiori
sensibilita e specificita, hanno ampiamente sostituito il CPBA.2 Le preoccupazioni per i rifiuti radioattivi e i potenziali pericoli per
la salute, hanno promosso lo sviluppo di test non isotopici, come per esempio i dosaggi immunoenzimatici e i dosaggi
immunologici mediante fluorescenza. | dosaggi immunoenzimatici (EIA) per la tiroxina hanno dimostrato di avere, a livelli clinici
importanti, accuratezza e precisione equivalenti alle procedure RIA automatiche.® Come metodo di riferimento, & stata proposta
una procedura di diluizione isotopica in spettrometria di massa, che & tuttavia estremamente complessa ed elaborata.*

Abaxis ha adattato un metodo EIA in commercio da usare nell’analizzatore di sangue intero VetScan. Nella reazione, 1’acido 8-
anilino-1-naftalene solfonico (ANS) provoca il rilascio di T4endogena dalle proteine leganti. La T4 endogena rilasciata compete
per i siti leganti I’anticorpo (Ab) con la T4 marcata con I’enzima glucosio-6-fosfato deidrogenasi (coniugato G6PDH-Ty). Il
coniugato G6PDH-T, legato all’anticorpo ha un’attivita inferiore all’anticorpo non legato. A mano a mano che aumenta il legame
di Tsendogena, cresce la quantita di coniugato enzimatico non legato. L’enzima attivo riduce il nicotinammide adenin dinucleotide
(NAD") in NADH.

Ab

T4+ T4-G6PDH + NADY —  Ab: T4+ Ab:T;-G6PDH + NADH + H*

La velocita di variazione dell’assorbanza a 340 nm ¢ dovuta alla conversione di NAD* in NADH ed é direttamente proporzionale
alla T4 endogena presente nel campione.

Colesterolo

| test pit comuni impiegano reazioni enzimatiche di endpoint. Queste semplici procedure usano di norma colesterolo esterasi e
colesterolo ossidasi con un reagente Trinder.> Abaxis ha sviluppato un metodo enzimatico che utilizza colesterolo deidrogenasi
anziché colesterolo ossidasi. L’uso di colesterolo deidrogenasi elimina la reazione Trinder, evitando in tal modo I’interferenza
causata da analiti fisiologici quali bilirubina ed emoglobina.

La colesterolo esterasi idrolizza gli esteri di colesterolo e H>O formando colesterolo e acidi grassi. Il colesterolo viene ossidato
dalla colesterolo deidrogenasi in colestenone e il nicotinammide adenin dinucleotide (NAD™) viene ridotto in NADH.

CHE
Esteri di colesterolo + H,O —— Colesterolo + acidi grassi

CHDH
Colesterolo + NAD* ——» Cholest-4-en-3-one + NADH + H*

L’assorbanza viene misurata bicromaticamente a 340 nm e 405 nm. Viene misurato anche un campione bianco dedicato per
garantire che nessuna reazione estranea interferisca con i calcoli dei livelli di colesterolo. La produzione di NADH é la reazione di
endpoint direttamente proporzionale alla quantita di colesterolo presente nel campione.

4. Principio del test

Per i principi e i limiti della procedura, vedere il manuale d’uso dell’analizzatore chimico VetScan.

5. Descrizione dei reagenti

Reagenti

Ogni rotore reagente T4/colesterolo VetScan contiene microsfere secche di reagente specifico per il test. In ogni rotore di reagenti
€ compreso un reagente secco per campione bianco (costituito da tampone, tensioattivi, eccipienti e conservanti) utilizzato per
calcolare gli indici del campione. Ciascun rotore reagente contiene anche un diluente composto da tensioattivi, ANS, anticorpi anti
T4 e conservanti.
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Avvertenze e precauzioni

e  Per uso diagnostico in vitro

e Il contenitore del diluente nel rotore reagente si apre automaticamente alla chiusura del cassetto dell’analizzatore. Non &
possibile riutilizzare un rotore con contenitore del diluente aperto. Prima di chiudere il cassetto, assicurarsi che il campione o
il controllo sia stato inserito nel rotore.

e Le microsfere di reagente possono contenere acidi o sostanze caustiche. Se rispetta le procedure raccomandate, 1’operatore
non viene a contatto con le microsfere di reagente. In caso di manipolazione delle microsfere (es. pulizia in seguito a caduta e
incrinatura di un rotore reagente), evitare ingestione, contatto cutaneo e inalazione.

e Le microsfere di reagente e il diluente contengono sodio azide che puo reagire con le tubature di piombo e rame formando
azoturi altamente esplosivi. Se si rispettano le procedure raccomandate, i reagenti non vengono a contatto con le tubature in
piombo e rame. Tuttavia, qualora i reagenti venissero a contatto con tali tubature, sciacquare con abbondanti quantita d’acqua
per evitare I’accumulo di azide.

Istruzioni per la manipolazione del reagente

Allorché prelevati dal frigorifero, i rotori di reagente possono essere utilizzati direttamente, senza essere riscaldati. Aprire il
sacchetto sigillato di foglio d’alluminio ed estrarre il rotore, prestando attenzione a non toccare 1’anello con il codice a barre
situato sulla parte superiore del rotore stesso. Per 1’uso, seguire le istruzioni fornite nel manuale d’uso del sistema VetScan. Gettare
il rotore se non lo si utilizza entro 20 minuti dall’apertura del sacchetto. | rotori in sacchetti aperti non possono essere riposti in
frigorifero per essere utilizzati successivamente.

Conservazione

Conservare i rotori di reagente nei sacchetti sigillati a 2-8 °C (36-46 °F). Non esporre i rotori, aperti 0 ancora sigillati, a luce solare
diretta o temperature superiori a 32 °C (90°F). Non lasciare i rotori sigillati nei sacchetti di foglio d’alluminio a temperatura
ambiente per oltre 24 ore prima dell’uso. Aprire il sacchetto ed estrarre il rotore soltanto prima dell’uso.

Indicazioni di instabilita o deterioramento del rotore reagente

e  Tutti i reagenti contenuti nell’apposito rotore, se conservati nel modo sopra descritto, sono stabili sino alla data di scadenza
stampata sul sacchetto del rotore. Non utilizzare un rotore dopo la data di scadenza. La data di scadenza & codificata anche nel
codice a barre stampato sull’apposito anello. Se i reagenti sono scaduti, sul display dell’analizzatore di sangue intero VetScan
viene visualizzato un messaggio di errore.

e In caso di sacchetto strappato o altrimenti danneggiato, I’umidita puo penetrare nel rotore non utilizzato e alterare il
comportamento del reagente. Non utilizzare rotori prelevati da sacchetti danneggiati.

6. Strumento

Per informazioni complete sull’uso dell’analizzatore, vedere il manuale d’uso del sistema VetScan.

7. Raccolta e preparazione dei campioni

La quantita minima di campione & di ~100 uL di sangue intero eparinizzato, plasma eparinizzato, siero o controllo di siero. La
camera del campione su rotore reagente pud contenere fino a 120 pL di campione.

o Il campione raccolto in una micropipetta eparinizzata deve essere dispensato nel rotore reagente subito dopo la raccolta.

e  Per campioni di sangue intero o di plasma, utilizzare solo provette per prelievo sottovuoto con litio eparina (tappo verde). Per
campioni di siero, utilizzare provette per prelievo sottovuoto senza additivi (tappo rosso) o provette per separazione del siero
(tappo rosso o rosso/nero).

e | campioni di sangue intero prelevati mediante venipuntura devono essere omogenei prima di essere trasferiti nel rotore
reagente. Capovolgere delicatamente le provette di prelievo alcune volte prima di trasferire il campione. Non agitare la
provetta di prelievo in quanto cio potrebbe provocare emolisi.

o Iniziare il test entro 10 minuti dal trasferimento del campione nel rotore reagente.

e Analizzare i campioni di sangue intero prelevati mediante venipuntura entro 60 minuti dal prelievo; qualora cid non fosse
possibile, separare il campione e trasferirlo in una provetta pulita.” Analizzare il campione di siero o plasma separato entro 5
ore dalla centrifugazione. Qualora cio non fosse possibile, refrigerare il campione in una provetta tappata a 2-8 °C (36-46 °F)
per non piu di 48 ore. Un campione di plasma o siero puo essere conservato a -10 °C (14 °F) per un massimo di 5 settimane in
un congelatore privo di ciclo di autoscongelamento.
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Sostanze interferenti conosciute

e L’unico anticoagulante raccomandato per 1’uso con 1’analizzatore di sangue intero VetScan ¢ la litio eparina.

e Gliinterferenti fisici (emolisi, ittero e lipemia) possono causare variazioni nelle concentrazioni refertate di alcuni analiti. Gli
indici del campione sono stampati nella parte inferiore di ogni scheda dei risultati per informare 1’operatore dei livelli di agenti
interferenti presenti in ciascun campione. "L’analizzatore di sangue intero VetScan elimina gli eventuali risultati falsati da
un’interferenza significativa dovuta a emolisi, lipemia o ittero. In tal caso, sulla scheda dei risultati anziché i risultati verra
rispettivamente stampata la dicitura “HEM” (emolisi), “LIP” (lipemia) o “ICT” (ittero).

8. Procedura

Materiali forniti
e Un rotore reagente T4/colesterolo VetScan

Materiali necessari ma non forniti
e Analizzatore chimico di sangue intero VetScan

Parametri del test

Il sistema VetScan funziona a temperature ambiente comprese tra 15 °C e 32 °C (59-90 °F). Il tempo di analisi per ogni rotore
reagente T4/colesterolo VetScan & inferiore a 14 minuti. Durante I’intervallo di misurazione, 1’analizzatore mantiene il rotore
reagente a una temperatura di 37 °C (98,6°F).

Procedura del test
Le procedure complete per la raccolta dei campioni e le istruzioni operative dettagliate sono riportate nel manuale d’uso del
sistema VetScan.

Calibrazione
L’analizzatore di sangue intero VetScan ¢ calibrato dal fabbricante prima della spedizione. Il codice a barre stampato sull’apposito
anello fornisce i dati di calibrazione specifici per i rotori. Vedere il manuale d’uso del sistema VetScan.

Controllo di qualita

Per verificare I’accuratezza dell’analizzatore di sangue intero VetScan, ¢ possibile analizzare periodicamente i controlli ap positi.
Abaxis raccomanda di analizzare un controllo a base di siero normalmente in commercio. Analizzare i controlli sul rotore reagente
seguendo la stessa procedura adottata per i campioni dei pazienti. Per 1’analisi dei controlli, vedere il manuale d’uso del sistema
VetScan.

9. Risultati

L’analizzatore di sangue intero VetScan calcola e stampa automaticamente le concentrazioni di analiti nel campione. | dettagli dei
calcoli delle reazioni di endpoint e velocita sono riportati nel manuale d’uso del sistema VetScan.

Interpretazione dei risultati

T4 aumentata

e Le concentrazioni di T4tendono ad essere piu elevate nei cani di eta inferiore a un anno e a diminuire a mano a mano che 1’eta
del cane avanza.

e Un livello aumentato di T4 nei gatti & un indice affidabile di ipertiroidismo. L’ipertiroidismo ¢ la causa pitt comune di T4
elevata e rappresenta una delle malattie piu frequentemente diagnosticate nei piccoli animali. La causa tipica di ipertiroidismo
spontaneo nei gatti & I’adenoma tiroideo funzionante. L’ipertiroidismo si riscontra raramente nei cani, ma allorché osservato, €
generalmente indicativo di neoplasia o0 somministrazione di una quantita eccessiva di levotiroxina sodica a un cane
ipotiroideo. Circa il 66% dei neoplasmi nei cani & costituito da adenocarcinomi.

e | testtiroidei nei gatti sono generalmente condotti allo scopo di diagnosticare ipertiroidismo, monitorare gli effetti del
trattamento antitiroideo o del trattamento di sostituzione tiroidea in seguito a distruzione di tiroide neoplastica. Quando si
valuta la T4 totale nei gatti, & necessario tenere conto di eta e malattie concomitanti. | valori T4 sono piu elevati nei gatti piu
giovani e tendono generalmente a diminuire con I’eta. Nei gatti piu anziani con sospetto ipertiroidismo, le malattie
concomitanti — come per esempio I’insufficienza renale — causano una condizione nota come sindrome del malato eutiroideo
che puo deprimere i valori di T4totale. In questi casi, per confermare la diagnosi di ipertiroidismo si usa la determinazione
della T4 libera mediante dialisi di equilibrio (fT4ED).
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Tre comuni condizioni richiedono la conferma mediante test fT4ED. Valori normalmente elevati di T4 (3-5 mg/dL) in un gatto
giovane, non associati a una marcata perdita di peso, sono normali. Valori elevati (>5 mg/dL) in un gatto anziano che
manifesta segni di perdita di peso, sono generalmente indice diagnostico di ipertiroidismo. Valori normalmente elevati (3-5
mg/dL) in un gatto anziano, possono indicare ipertiroidismo. Poiché questi valori possono essere soppressi da una malattia
concomitante, per diagnosticare questo ipertiroidismo occulto & necessario un test per 1’ormone attivo (fT4ED).

Ts diminuita

Nei cani, la T4 totale pud essere usata per escludere una diagnosi di ipotiroidismo. Se la T4totale rientra nel range normale,
I’ipotiroidismo nel cane ¢ estremamente improbabile. Un valore T4 basso o nel range basso della normalita, puo essere indice -
ma non conferma - di ipotiroidismo perché la T4 € influenzata da fattori non tiroidei quali farmaci e malattie. Una diagnosi di
ipotiroidismo nei cani puo essere confermata con la determinazione della T4 libera mediante dialisi di equilibrio (fT4ED).
Altre cause di livelli diminuiti di T4 possono essere associate a terapia farmacologica e sindrome del malato eutiroideo. Tra i
vari farmaci, i glicocorticoidi sono quelli che piu frequentemente hanno influenza clinica sui livelli T4. Nella sindrome del
malato eutiroideo, si riscontrano livelli diminuiti di T4 con malattie non tiroidee quali insufficienza renale cronica e acuta,
diabete mellito, insufficienza epatica e obesita.

Eliminate la terapia farmacologica e la sindrome del malato eutiroideo, la causa piu comune di livelli diminuiti di T4&
I’ipotiroidismo primario. L’ipotiroidismo nei cani ¢ il piu delle volte causato da tiroidite linfocitica o atrofia idiopatica. Segni
clinici di ipotiroidismo possono essere provocati da tumori tiroidei che hanno distrutto >75% della tiroide. Difetti congeniti
dell’ipofisi, distruzione dell’ipofisi e soppressione dell’ipofisi possono causare ipotiroidismo secondario nei cani.
L’ipotiroidismo spontaneo é raramente riscontrato nei gatti. Tra le cause comuni di ipotiroidismo nei gatti vi sono
tiroidectomia bilaterale e sovradosaggi di iodio radioattivo o farmaci antitiroidei in gatti ipertiroidei.

| pazienti ipotiroidei possono inoltre presentare concentrazioni elevate di colesterolo.

Per ottenere una concentrazione basale accurata di Ts, al paziente non devono essere somministrati farmaci per alcuni giorni.

Ipercolesterolemia

Una dieta ad alto contenuto di grassi o un campione di sangue raccolto poco dopo un pasto del paziente, possono causare
ipercolesterolemia. L’ipercolesterolemia non ¢ riscontrabile all’esame visivo del campione poiché non causa lipemia.

Una riduzione nell’attivita tiroidea causa una diminuzione nel catabolismo del colesterolo con conseguente aumento dei livelli
di colesterolo. L’osservazione di un livello elevato di colesterolo in un profilo di screening puo essere il primo indicatore di
ipotiroidismo. Il colesterolo, allorché usato in combinazione con i livelli di T4 libera, & un buon indicatore di ipotiroidismo
canino.

Una diagnosi preliminare di iperlipidemia puo essere effettuata usando i livelli di colesterolo e I’indice lipemico stampato
sulla scheda dei risultati VetScan. Concentrazioni di colesterolo > 300 mg/dL in combinazione con un indice lipemico 2+ o
3+, possono indicare iperlipidemia in cani a digiuno. L’iperlipidemia felina puo essere diagnosticata quando in gatti a digiuno
si osservano concentrazioni di colesterolo >200 mg/dL e un indice lipemico pari o superiore a 1+.

| bassi livelli di colesterolo non sono di norma un problema. L’ipocolesterolemia € stata osservata in associazione a
enteropatia proteino-disperdente, alcune epatopatie, determinate neoplasie maligne e malnutrizione grave. In caso di sospetta
epatopatia, & necessario esaminare i risultati dei test di alanino aminotransferasi (ALT), albumina, fosfatasi alcalina (ALP),
globuline, bilirubina totale e proteine totali. In casi di enteropatia proteino-disperdente e malnutrizione, & possibile osservare
bassi livelli di proteine, albumina e globulina.

10. Limiti della procedura

I limiti generici della procedura sono descritti nel manuale d’uso dei sistemi VetScan.

I campioni che per un particolare test fornissero risultati superiori al range del dosaggio, devono essere analizzati con
un altro metodo di test approvato oppure inviati a un laboratorio di riferimento. Non diluire il campione e
rianalizzarlo con I’analizzatore di sangue intero VetScan.

I campioni con ematocriti superiori al 60% del volume dei globuli rossi concentrati possono dare luogo a risultati imprecisi. |
campioni con ematocriti elevati possono essere refertati come emolizzati. Questi campioni possono essere centrifugati e il
plasma quindi rianalizzato in un nuovo rotore reagente.

Il metodo T4 VetScan & sensibile a interferenze dall’autoanticorpo T4. Raramente, quando in un campione € presente
autoanticorpo Ta, i risultati T4 sono bassi.

Avvertenza: Test su larga scala di VetScan hanno dimostrato che in rarissimi casi il campione dispensato nel rotore reagente
non riesce a fluire omogeneamente nell’apposita camera. A causa del flusso irregolare, é possibile che venga analizzata una
quantita di campione inadeguata e che i risultati non rientrino nei range di riferimento definiti. 11 campione pud essere rianalizzato
usando un rotore reagente nuovo.
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11. Caratteristiche prestazionali

Linearita

La determinazione chimica per ciascun analita € lineare per il range dinamico sottoelencato se il sistema VetScan ¢ utilizzato
seguendo la procedura raccomandata (cfr. il manuale d’uso del sistema VetScan). La tabella dei range dinamici di seguito fornita,
rappresenta lo spettro rilevabile dal sistema VetScan.

Tabella 1: Range dinamici VetScan

Analita Range dinamico

Unita comuni Unita SI
Tiroxina (T4) 0,5-8,0 ug/dL 6,5-103,2 nmol/L
Colesterolo 20-520 mg/dL 0,5-13,5 mmol/L
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