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1. Indicaciones

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

2. Resumeny explicacion delas pruebas

Tiroxina (Ty)

Latiroxina es una hormona sintetizada en la glandulatiroidea y secretada por ésta. Laforma principal de secrecion de la hormona
tiroidea es la tetrayodotironina (T,), aunque también se secreta algo de triyodotironina (Ts) en lasangre. Larelacion de T,aTses
de 25:1 en plasma canino. Unavez en lasangre, T,y Tsquedan fijadas por medio de proteinas de transporte. La principal proteina
defijacion eslaglobulina de fijacion de tiroxina (TBG) en el perro y laalbiminaen el gato. En e momento del suministro ala
célulaobjetivo, T,se desionizaa Tsen lasuperficie celular. Tz es laforma biol égicamente activa de la hormonatiroidea e ingresa
con mayor facilidad ala célula objetivo.

La hormona tiroidea tiene muchos efectos en € cuerpo, que incluyen agquellos clinicos, fisioldgico, calorigénico, metabodlico
(carbohidratos, proteinas y lipidos), de desarrollo, reproductivos y hematol dgicos. L as determinaciones de T, ayudan en €l
diagndstico de hipotiroidismo e hipertiroidismo, y en €l control de las terapias con levotiroxina sddica y tiamazol.

L as sefides clinicas de niveles anormales de T, con frecuencia son vagas. L as sefia es observables mas comunes de hipotiroidismo
canino son cambios en lapiel y en e manto, tales como alpecia 0 un manto seco y opaco. Otras sefiales en 1os perros incluyen
letargo, intolerancia al gercicio, debilidad, atrofia muscular, depdsitos corneales de lipidosy diarrea. Las sefiales clinicas de
hipotiroidismo felino incluyen letargo y obesidad (especialmente en el caso de hipotiroidismo yatrogénico), alopecia, epilacion del
peloy bradicardia.

L as sefiales més preval entes de hipertiroidismo felino son pérdida de peso y polifagia. Otras sefiales comunes son inquietud,
taquicardia, poliuria-polidipsia, alopeciay diarrea.

Colesteral

El colesterol es un precursor principal del éster del colesterol, acidos biliares y hormonas esteroideas, y es un componente de las
membranas plasmaticas. Latasa de la biosintesis del colesterol en el higado es indirectamente proporcional a insumo dietario.

Los niveles de colesterol en €l cuerpo son controlados indirectamente por la hormona tiroidea, que estimula la produccién de &cido
biliar. Dado que los &cidos biliares son sintetizados a partir del colesterol, las concentraciones de colesterol varian inversamente
con laactividad de la hormona tiroidea

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

Al igual que con cualquier procedimiento diagnéstico de prueba, hay que considerar todos |os procedimientos de prueba
restantes, incluido €l estado clinico del paciente, antes del diagnéstico final.
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3. Principiosdé procedimiento

Tiroxina (Ty)

El primer método directo clinicamente factible de medicion de latiroxina fue un ensayo de fijacion de proteinas competitivas
(CPBA) desarrollado por Murphy y Pattee a principios de la década de 1960, Las técnicas de |0s radioinmunoensayos, con su
mayor sensibilidad y especificidad, reemplazaron en gran medida al CPBAZ. L as preocupaciones con respecto a los desechos
radiactivos y |os potenciales peligros parala salud ayudaron a promover €l desarrollo de pruebas no isotopicas, tales como los
inmunoensayos con enzimas y por fluorescencia. Los inmunoensayos con enzimas (EIA) paralatiroxina han demostrado tener, a
niveles clinicamente importantes, una exactitud y precision equivalentes alos procedimientos RIA autométicos’. Se ha propuesto
un procedLmiento espectrométrico de masa por dilucion de is6topos como método de referencia, pero éste es muy complicado y
elaborado”.

Abaxis ha adaptado un método EIA comercialmente disponible para uso en €l analizador de sangre entera VetScan. En lareaccion,
el &cido 8-anilino-1-naftalén sulfénico (ANS) causa laliberacion de T4 enddgena de las proteinas de fijacion. La T, endbgena
liberada compite para sitios de fijacién de anticuerpos (Ab) con la T, 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 T, enddgena, aumenta también la cantidad de conjugado de enzima sin fijar. Laenzima activa
reduce |a nicotinamida adenina dinucledtido (NAD*) aNADH.

Ab
T4+ T,-G6PDH + NAD® ———»  Ab: T4+ Ab:T,-G6PDH + NADH + H*

El indice de cambio de la absorbancia a 340 nm se debe ala conversion de NAD+ en NADH vy es directamente proporcional ala
cantidad de T, endégena en la muestra.

Colesterol

L as pruebas méas comunes emplean reacciones enzimaticas de punto final. Tipicamente, estos procedimientos sencillos usan
colesterol esterasay colesterol oxidasa con un acabado de Trinder>®. Abaxis desarrollé un método enzimético que usa colesterol
deshidrogenasa en lugar de la colesterol oxidasa. El uso de la colesterol deshidrogenasa eliminala reaccion de Trinder, evitando
asi lainterferencia de los sustratos fisiol 6gicos como la bilirrubinay la hemoglobina.

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

CHE
Esteres de colesterol + H,O —— Colesterol + &cidos grasos

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

L a absorbancia se mide bicromaticamente 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 ala cantidad de colesterol en la muestra.

4. Principiosdelaoperacion

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

5. Descripcion delosreactivos

Reactivos

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

e Parauso diagnostico in vitro

e El envase del diluyente del rotor reactivo se abre automéati camente cuando se cierra el cgjon del analizador. No puede
reutilizarse un rotor con un envase de diluyente abierto. Aseglrese de que la muestra o la prueba esté colocada en €l rotor
antes de cerrar el cgon.

e El reactivo en soporte sdlido puede contener sustancias &cidas o causticas. El usuario no entra en contacto con el reactivo en
soporte sdlido si sigue los procedimientos recomendados. En el caso de que se manipule €l reactivo en soporte solido (por
giemplo, limpiezatras caerse y romperse un rotor reactivo) se debe evitar laingestién, el contacto con lapiel y lainhaacién
del mismo.

e El reactivo en soporte sdlido y e diluyente contienen compuestos nitrogenados sodicos que pueden reaccionar con plomo 'y
cobre paraformar compuestos nitrogenados metalicos muy explosivos. L os reactivos no entraran en contacto con el plomo y
cobre si se siguen los procedimientos recomendados. Sin embargo, si 10s reactivos entran en contacto con los metales, se debe
lavar abundantemente con agua para prevenir la acumulacion de azida.

I nstrucciones para la manipulacion de los reactivos

L os rotores reactivos pueden usarse inmediatamente después de retirarse del refrigerador, sin calentarlos previamente. Abrala
bolsa de cierre hermético y saque el rotor, teniendo cuidado de no tocar €l anillo ddl cadigo de barras situado en |a 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 €l 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 alaluz solar
directa o atemperaturas superiores alos 32°C (90°F). No permita que los rotores sellados en sus bolsas de aluminio permanezcan
atemperatura ambiente més de 24 horas antes del uso. Abralabolsay retire € rotor inmediatamente antes de usarlo.

Indicaciones deinestabilidad o deterioro del rotor reactivo

e Todoslos reactivos contenidos en el rotor reactivo, cuando se amacenatal como se describe més arriba, son estables hastala
fecha de caducidad impresa en labolsadel rotor. No utilice un rotor después de la fecha de caducidad. La fecha de caducidad
también aparece codificada en € cédigo de barrasimpreso en €l anillo del codigo de barras. Si los reactivos han caducado,
aparecera un mensgje de error en la pantalladel analizador de sangre entera VetScan.

e Unabolsadesgarrada o dafiada puede hacer que €l rotor sin uso entre en contacto con lahumedad, 1o que puede afectar €l
rendimiento del reactivo de manera negativa. No utilice un rotor de una bolsa dafiada.

6. Instrumento

Consulte el Manual del usuario del sistema VetScan pararecibir informacién completa sobre €l uso del analizador.

7. Obtencidn y preparacion de las muestras

El tamafio minimo necesario parala muestraes ~100 pl de sangre entera heparinizada, plasma heparinizado, suero o suero de
control. La camara de muestradel rotor reactivo puede contener hasta 120 pl de muestra.

e Lamuestrarecogida en una micropipeta heparinizada debe dispensarse en € rotor reactivo inmediatamente después de la
recoleccidn de la muestra.

e Paralas muestras de sangre o plasma use s6lo tubos de recoleccion de muestras tratados con heparinallitio (tapén verde). Para
las muestras de suero use tubos para obtencion de muestras sin aditivo (tapdn rojo) o tubos separadores de suero (tapon rojo o
rojo/negro).

e Lasmuestras de sangre entera obtenidas por venopuncion deben homogeneizarse antes de transferir unamuestraa rotor
reactivo. Invierta cuidadosamente los tubos para obtencién de muestras varias veces justo antes de transferir la muestra.

No agite el tubo de recoleccién. La agitacién puede causar hemodlisis.

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

e Lasmuestras de sangre entera obtenidas por venopuncion deben analizarse en los 60 minutos de la recoleccion; si esto no es
posible, separe lamuestray transfiéralaaun tubo de ensayo limpio’. Analice la muestra separada de plasma o suero en las 5
horas siguientes ala 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 autodescongel acion.
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Sustancias conocidas como inter ferencias

¢  El Unico anticoagulante recomendado para uso con €l analizador de sangre entera V etScan es heparina de litio.

e Losinterferentesfisicos (hemdlisis, ictericiay 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 parainformar a usuario sobre
los niveles de factores de interferencia presentes en cada muestra. El analizador de sangre entera V etScan suprime cualquier
resultado que sea afectado por méas del 10% de interferencia por hemdlisis, lipidemiao ictericia. “HEM”, “LIP" 0 “ICT” se
imprime en la tarjeta de resultado en vez del resultado.

8. Procedimiento

M ateriales suministrados
e Unrotor reactivo de T4/colesterol VetScan

M ateriales necesarios pero no suministrados
e Analizador quimico de sangre entera VetScan

Par ametros 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 unatemperatura de 37° C (98,6° F)
durante el intervalo de medicion.

Procedimiento de prueba
Larecoleccion completa de la muestray |os procedimientos paso por paso se detallan en el Manual del usuario del sistema
VetScan.

Calibrado

El analizador de sangre entera VetScan es calibrado por €l fabricante antes de ser enviado. El codigo de barras impreso en €l anillo
del codigo de barras proporciona a analizador los datos de calibracién especificos del rotor. Consulte e Manual del usuario del
sistema VetScan.

Control decalidad

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

9. Resultados

El analizador de sangre entera V etScan cal cula automaticamente e imprime las concentraciones de electrolitos en lamuestra. Los
detalles de los calculos del criterio de valoracidn y velocidad de lareaccion se encuentran en € Manual del usuario del sistema
VetScan.

I nter pretacion de resultados

AumentodeT,

e Lasconcentraciones de T,tienden a ser superiores en los perros de menos de un afio de edad, disminuyendo a medida que
enveece e perro.

e Unaumento en el nivel de T,en un felino es un indicador fiable de hipertiroidismo. El hipertiroidismo es la causa mas comuin
de T,€elevaday 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 esindicativo de neoplasia o la administracidn de demasiada levotiroxina sddicaa
un perro hipotiroideo. Aproximadamente el 66% de |os neoplasmas caninos son adenocarcinomas.
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Las pruebas tiroideas felinas por |0 general se realizan para diagnosticar hipertiroidismo, para controlar |os efectos del
tratamiento antitiroideo o para controlar el tratamiento de reemplazo tiroideo después de la destruccion de las glandulas
tiroideas neopléasticas. Al evaluar laT,total en gatos, se debe tener en cuentala edad y las enfermedades concurrentes. Los
valores de T4 s0n mayores en |os gatos mas jovenes y normal mente disminuyen con la edad. En gatos de mayor edad con
sospecha de hipertiroidismo, las enfermedades concurrentes como insuficienciarenal causan una condicion conocida como
sindrome de enfermedad eutiroidea, que puede deprimir los valores de la T, total. En estos casos, se utiliza una pruebade T,
libre por didlisis de equilibrio (fT4ED) para confirmar un diagndstico de hipertiroidismo.

Tres condiciones comunes requieren confirmacion con la pruebafT4ED. 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.

Disminucion de T,

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

Otras causas de una disminucion de los niveles de T, pueden estar asociados con laterapia de farmacosy con el sindrome de
enfermedad eutiroidea. L os glucocorticoides son |os farmacos més clinicamente relevantes que afectan los nivelesde T4. En e
sindrome de enfermedad eutiroidea, |a disminucion de los niveles de T, se observan con enfermedades no tiroideas, tales como
insuficienciarena aguday cronica, diabetes mellitus, insuficiencia hepéticay obesidad.

Después de eliminar laterapia con farmacosy el sindrome de enfermedad eutiroidea, la causa mas comin de la disminucion
de nivelesde T, es el hipotiroidismo primario. El hipotiroidismo en perros es con més frecuencia un resultado de latiroiditis
linfocitica o de la atrofiaidiopatica. 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 pituitariay la
supresién pituitaria pueden causar un hipotiroidismo secundario en los perros.

Raras veces se informa de hipotiroidismo espontaneo en los gatos. L as causas comunes de hipotiroidismo felino son la
tiroidectomia bilateral y las sobredosis de yodo radiactivo o farmacos antitiroi deos en gatos hipertiroideos.

L os pacientes hipotiroi deos también pueden tener concentraciones elevadas de colesterol.

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

Hiper colesterolemia

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
causalipemia.

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

Un diagndstico preliminar de hiperlipidermia puede hacerse usando los niveles de colesterol y € 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+ 0 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 bgjos de colesterol por 1o general no representan un problema. Se ha observado hipocolesterolemia en el caso de
enteropatia con pérdida de proteina, algunas enfermedades hepdticas, ciertas malignidades y una malnutricion grave. Deben
examinarse los resultados de |as pruebas de alanina aminotransferasa (AL T), alblmina, fosfatasa alcalina (ALP), globulina,
bilirrubinatotal y proteinatotal, en caso de sospecharse enfermedad hepética. Pueden observarse bajos niveles de proteina,
albiminay globulina en casos de enteropatias con pérdida de proteinay 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 Siunresultado para una prueba particular superalosvaloresdd andlisis, la muestra deber & analizar se 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 Lasmuestras 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 centrifugadasy
luego volver aanalizar e plasma con un nuevo rotor reactivo.

e El método de T, de Abaxis es susceptible ainterferencia por el autoanticuerpo a T4. En los raros casos en que hay presenciade
autoanticuerpo a T, en una muestra, los resultados de T, 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 camara de la muestra. Debido a flujo irregular, puede analizarse una cantidad inadecuada

de muestray los resultados obtenidos pueden quedar fuera de los valores de referencia establecidos. La muestra puede volverse a
analizar con un nuevo rotor reactivo.

11. Valoresesperados

L os valores normal es més definitivos son aquell os establ ecidos para su poblacion de pacientes. Los resultados deben interpretase
conjuntamente con las sefides clinicas del paciente.

Los animales deben estar en ayunas durante 12 horas antes de extraerse la muestra, de modo que las concentraciones de colesterol
no gqueden influenciadas por una comida recientemente consumida.

Tabla 1. Intervalos de referencia caninosy felinos

Analito Canino Felino

Tiroxina (Ty)

1,1-4,0 ug/dl 1,5-4,8 ug/dl

(14,2 -52,0 nmol/l) (19,4 - 61,9 nmol/l)
Colesteral 125 -270 mg/di 90 — 205 mg/dl

(3,24 — 6,99 mmol/l) (2,33 -5,31 mmol/l)

12. Caracteristicas de eficacia

Linealidad

Laquimica para cada analito eslineal alo largo del intervalo dindmico enumerado a continuacion cuando el sistema VetScan se
opera de acuerdo con el procedimiento recomendado (consulte el manual del usuario del sistema VetScan). Latabla de intervalos
dinamicos que aparece a continuacion representa el espectro que puede detectar €l sistema VetScan.

Tabla 2: Intervalos dinamicos de VetScan

Analito Intervalo dinamico

Unidades comunes Unidades S|
Tiroxina (Ty) 0,5—-8,0 ug/di (6,5-103,2 nmol/l)
Colesterol 20— 520 mg/dl 0,5-8,4 mmol/l
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Precision

L os estudios de precision fueron conducidos mediante las recomendaciones NCCL S EP5-A®, con modificaciones basadas en
NCCLS EP18-P° para equipos utilizados en unidad. L os resultados paralos andlisis intraseriales y de precision total fueron
determinados eval uando controles de dos niveles. Los controles fueron analizados por duplicado, dos veces a dia, alolargo deun
periodo de una semana.

Tabla 3: Precision

Analito Tamafo dela muestra Intraserial Total
Tiroxina (T,4) (ug/dl) n=40
Control 1
Media 15 15
DE 0,15 0,19
% VR 9,6 125
Control 2
Media 6,0 6,0
DE 0,32 0,33
% VR 53 54
Colesterol (mg/dl) n=40
Control 1
Media 155,5 155,5
DE 3,96 40
% VR 25 2,6
Control 2
Media 3134 3134
DE 9,7 9,7
% VR 3,10 3,10
Coeficiente

Fueron realizados estudios en terreno en un hospital de ensefianza de medicina veterinaria. El analizador de sangre entera VetScan
y un método comparativo analizaron muestras de suero para el ensayo detiroxina. En latabla 4 se muestran las estadisticas de
correlacién representativas.

Tabla 4: Corréacién del sistema VetScan con uno o mas métodos compar ativos

Tiroxina (ug/dl) Canino Felino
Coeficiente de correlacion (r) 0,96 0,96
Pendiente 0,82 0,94
Intercepcion 0,16 0,10
Limites de lamuestra 05-71 12-83
n 40 42

Colesterol (mg/dl) Canino Felino
Coeficiente de correlacion (r) 0,99 0,99
Pendiente 0,99 1,06
Intercepcion 6 -3
Limites de lamuestra 103 — 450 63 —257
n 159 34
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