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Jméno

™
ARK " Levetiracetam Assay
Zamyslené pouziti

ARK Levetiracetam Assay je homogenni enzymovy imunotest urCeny pro
kvantitativni stanoveni levetiracetamu v lidském séru nebo plazmé na
automatizovanych klinickych chemickych analyzatorech. Koncentrace
levetiracetamu mohou byt pouzity jako pomucka pfi 1éEbé pacientd
léCenych levetiracetamem.

Souhrnné informace a vysvétleni testu

Levetiracetam (KEPPRA®, (S) -a-etyl-2-oxo-1-pyrrolidin acetamid) je
antikonvulzivni léCivo schvalené pro pouZiti jako doplfikova IéCba pfi IeéCbé
epilepsie.’

Principy postupu

ARK Levetiracetam Assay je homogenni imunoanalyza zaloZzena na
konkurenci mezi |éCivem ve vzorku a levetiracetamem oznacenym
enzymem gluko6za-6-fosfatdehydrogenaza (G6PDH) pro vazbu na
protilatkové Cinidlo. Jakmile se protilatka navaze, enzymova aktivita klesa.
V pritomnosti léCiva ze vzorku se aktivita enzymu zvySuje a je pfimo
umérna koncentraci léCiva. Aktivni enzym pfevadi koenzym nikotinamid
adenin dinukleotid (NAD) na NADH, ktery se méfi spektrofotometricky
jako rychlost zmény absorbance. Endogenni sérum G6PDH neinterferuje
s vysledky, protoze koenzym NAD funguje pouze s bakterialnim enzymem
pouzitym v testu.

Cinidla
REF Popis produktu Mnozstvi/objem
5024-0001-00 ARK Levetiracetam Assay 1% 28 ml

Cinidlo |R1|- protilatka/substrat

krali¢i polyklonalni protilatky proti levetiracetamu,
glukéza-6-fosfatu, nikotinamid adenin dinukleotidu,
bovinnimu sérovému albuminu, konzervaénim
latkam a stabilizatorim

Cinidlo R2 - Enzym 1% 14 ml
Levetiracetam znaceny bakterialnim G6PDH,
pufrem, bovinnim sérovym albuminem,
konzervacnimi latkami a stabilizatory




Manipulace a skladovani

Reakéni C€inidla ARK Levetiracetam Assay jsou dodavana tekuta,
pfipravena k pouziti a lze je pouzit pfimo z chladnicky. Pokud se reakc¢ni
Cinidla nepouzivaji, musi byt skladovana pfi teploté 2—8 °C (36—46 °F), ve
svislé poloze a se Sroubovacimi uzavéry pevné uzavienymi. Pokud jsou
¢inidla skladovana podle pokynu, jsou stabilni az do data expirace
vytisténého na Stitku. Reak¢ni CcCinidla nezmrazujte. Vyhnéte se
dlouhodobému vystaveni teplotam nad 32 °C (90 °F). Nespravné
skladovani ¢inidel muze ovlivnit funkénost testu.

Varovani a bezpecnostni opatreni

e Pro diagnostické pouziti in vitro. Pouze k pouziti na Iékarsky
predpis.

e Cinidla a jsou dodavana jako odpovidajici sada a neméla by
byt zaménovana s Cinidly z riznych Cisel davek.

Odbér a priprava vzorku pro analyzy

e Kazda laborator je odpovédna za dodani platného vzorku pro analyzu
podle svych postupu zajisténi kvality.

e Je vyzadovano sérum nebo plazma. Pro konzistenci je vhodnym
postupem pouziti stejné matrice vzorku pro jednotlivé pacienty.
Rovnovazny, primérny vzorek (pfed davkou) je obecné pfijiman jako
nejkonzistentnéjsi pro terapeutické monitorovani levetiracetamu. Je
tfeba zaznamenat €as odbéru krve od posledni davky.

¢ Plnou krev nelze pouzit. K tomuto testu lze pouzit nasledujici
antikoagulancia.

e Heparin sodny
e Heparin lithny
e Draslik EDTA

e Odbér krve musi byt provadén s odbérovymi zkumavkami
kompatibilnimi pro pouziti s terapeutickym monitorovanim I&Civ (TDM).

e Dodrzujte doporuceni vyrobce odbérné zkumavky pro sbér, zpracovani
a centrifugaci.

e Dokument CLSI GP44-A4 nastinuje postupy pro minimalizaci artefaktd
v dusledku odbéru vzork(l a manipulace pro bézné laboratorni testy.!

e Zpracujte krev co nejdrive po odbéru, abyste pripravili sérum
nebo plazmu, protoze hydrolyza levetiracetamu muze nastat v
prodlouzené pfitomnosti plné krve.?3

e NEPOUZIVEJTE SEPARATORY GELU.

¢ Nevyvolavejte pénéni a vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani, aby byla zachovana integrita vzorku od okamziku jeho
odbéru az do doby, kdy je testovan.



Fibrin, ervené krvinky a dal$i ¢astice mohou zpusobit chybny
vysledek. Zajistéte adekvatni centrifugaci.

PFitomnost bublin nebo pény na vzorcich muze vést k dodani kratkého
vzorku a chybnym vysledkdm.

Vycisténé vzorky mohou byt skladovany az jeden tyden pfi teploté 2 az
8 °C. Pokud se testovani zpozdi o vice nez jeden tyden, vzorky by
mély byt skladovany zmrazené (< -10 °C) az Ctyfi tydny pred
testovanim. Je tfeba dbat na omezeni poctu cykld zmrazovani a
rozmrazovani.

Se vS§emi vzorky pacientl zachazejte, jako by byly potencialné
infekéni.



Postup

Poskytnuté materialy
ARK Levetiracetam Assay — 5024-0001-00

Pozadované materialy — poskytovany samostatné
ARK Levetiracetam Calibrator — 5024-0002-00

Kontrola kvality — ARK Levetiracetam Control — 5024-0003-00

Nastroje
Pfed pouzitim miiZe byt nutné prenést ¢inidia [R1] a [R2] do nadob na
ginidla specifickych pro analyzator. Zabrafite kfizové kontaminaci R1]a

R

Mnoho automatizovanych klinickych chemickych analyzatora s
fotometrickym stanovenim rychlosti pfi 340 nm je vhodnych. Pro
naprogramovani testu nahlédnéte do aplika¢niho listu specifického pro
analyzator, ktery je k dispozici u vaseho distributora nebo zakaznického
servisu ARK. Aplikacni protokoly, které byly kategorizovany cLIA nebo
nesou oznaceni CE, byly ovéfeny vyrobcem. Laboratof je odpovédna za
provedeni vSech vhodnych validaci pro pouziti testu s jinymi nastavenimi
nebo analyzatory.

Informace o kazdodenni udrzbé naleznete v provozni pfFiru¢ce specifické
pro dany pfistroj.

Sekvence testovani
Chcete-li zah3jit nebo kalibrovat test, prectéte si navod k obsluze
specificky pro dany pfistroj.

Kalibrace

Provedte uplny kalibracni postup (6 bodu) pomoci ARK Levetiracetam
Calibrators A, B, C, D, E a F; cyklus kalibratoru provedte dvakrat.
Kalibrace je nutna pro kazdé nové Cislo davky sady Ccinidel. Ovéfte
kalibracni kfivku nejméné dvéma urovnémi Kkontroly kvality podle
zavedeného planu zajisténi kvality laboratore.

Kdy provést rekalibraci

e Kdykoli pouzijete nové Cislo davky cinidel

e Kdykoli to naznacuji vysledky kontroly kvality

e Kdykoli to vyzaduji standardni laboratorni protokoly
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Kontrola kvality (QC)

Laboratofe by mély stanovit postupy kontroly kvality pro ARK
Levetiracetam Assay. VSechny pozadavky na kontrolu kvality a testovani
by mély byt provadény v souladu s mistnimi, statnimi a/nebo federalnimi
predpisy nebo akreditaCnimi poZadavky.

Spravna laboratorni praxe naznacuje, ze kazdy den se testuji nejméné
dvé urovné kontroly kvality vzorka pacientld (nizké a vysoké |ékarské
rozhodovaci polozky) a pokazdé se provadi kalibrace. Sledujte kontrolni,
zda nevykazuji néjaké trendy nebo posuny. Pokud jsou zjistény jakékoliv
trendy nebo posuny nebo pokud se kontrola neobnovi ve stanoveném
rozsahu, zkontrolujte v8echny provozni parametry podle postupl kvality
vasi klinické laboratofe. Obratte se na zakaznicky servis pro dalSi pomoc.

Protokol ruéniho redéni

Chcete-li odhadnout hladiny IéCiva ve vzorcich pfesahujici horni limit
kvantifikace, ru¢né zfedte vzorek kalibratorem nuly (CAL A). Vynasobte
vysledek testu soucinitelem fedéni.

Soucinitel ruéniho fedéni = (objem vzorku + objem CAL A)
Objem vzorku

Vysledky

Jednotky hlaseni vysledku jako pg/ml nebo pmol/l. Chcete-li prevést
vysledky z pg/ml levetiracetamu na pmol/l levetiracetamu, vynasobte
pg/ml koeficientem 5,88. Hodnota levetiracetamu z tohoto testu by méla
byt pouzita ve spojeni s dalSimi klinickymi informacemi. VSechny chybové
kody vysledkd naleznete v navodu k obsluze konkrétniho pfistroje.

Omezeni postupu

Tento test je urCen pouze pro pouziti se sérem nebo plazmou; viz ¢ast
Odbér vzorku a priprava k analyze. Obecné je vhodné pouzivat stejnou
metodu (stejné jako matrici) konzistentné pro individualni péci o pacienta
vzhledem k potencialu variabilit mezi metodami. Viz ¢ast Ocekavané
hodnoty nize.

Brivaracetam (Briviact®)?* interferuje s mérenim levetiracetamu (Keppra®) v
ARK Levetiracetam Assay. Pacienti, kteri podstupuji zménu v
farmakoterapii zahrnujici Keppru a Briviact, by neméli byt sledovani na
levetiracetam pomoci ARK testu. Hladiny levetiracetamu a/nebo
brivaracetamu v séru by mély byt potvrzeny platnou chromatografickou
metodou, pokud existuje mozZnost, Ze jsou tato léCiva pritomna v obéhu.
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Ocekavané hodnoty

Referen¢ni rozmezi pro levetiracetam nebylo dobfe stanoveno. Byly
navrzeny orientaCni referenéni rozsahy pro kontrolu zachvatu, které
zahrnuji koncentrace od 6 do 46 pg/ml (35 az 270 pymol/l; minimalni
vzorky). Tyto rozsahy vSak nebyly validovany adekvatnimi kontrolovanymi
studiemi a obecné nebyl vztah mezi témito sérovymi koncentracemi a
klinickym uc¢inkem dobie definovan.>® Koncentrace levetiracetamu by
mély byt pouzity ve spojeni s informacemi dostupnymi z klinickych
hodnoceni a jinych diagnostickych postupu. Cirkulujici hladiny
levetiracetamu (sérové koncentrace v krvi) mohou byt ovlivnény
dodrzovanim pfedpisu, funkci ledvin, t&éhotenstvim, Iékovymi interakcemi a
nacasovanim odbéru vzorku. Klinicky ucinek téchto sérovych koncentraci
v krvi mize byt dale zmé&nén zménami v progresi zavaznosti onemocnéni
a pfidanim nebo vysazenim soubé&zné podavanych lékl, které mohou
farmakodynamicky interagovat s cirkulujicimi hladinami levetiracetamu.

Referen¢éni rozmezi koncentraci |éCiv, které je citovano, by mélo
zahrnovat pouze dolni hranici, pod kterou je relativnhé nepravdépodobné,
Ze dojde k terapeutické reakci, a horni hranici, nad kterou je relativné
pravdépodobné, Ze dojde k toxicité u konkrétnich studovanych populaci
pacientld. Obecné plati, Ze I1ékafi pouzivajici referenéni rozsahy, jako jsou
tyto, by si méli byt védomi toho, Ze kvuli individualnim odchylkdm mohou
pacienti dosahnout terapeutického pfinosu pfi sérovych koncentracich
léku mimo tyto rozsahy a mohou pocitovat toxicitu pfi hladinach pod dolni
hranici referen¢niho rozsahu. Doba odbéru vzorki by méla byt
standardizovana tak, aby minimalni sérové koncentrace byly méfeny
tésné pred dalSi davkou, nejlépe rano.

12 Specifické funkéni charakteristiky

Kazda laboratof je odpovédna za ovéreni funkénosti pomoci parametr
pfistroje stanovenych pro jejich analyzator. Pro systém Roche/Hitachi 917
byly ziskany nasledujici funkéni charakteristiky.

Citlivost

Limit kvantifikace (LOQ)

LOQ ARK Levetiracetam Assay byl stanoven podle CLSI EP17-A a je
presnost a vytéznost mezi testy (<20 % CV s vytéznosti +15 %). LOQ byl
stanoven na 2,0 pg/ml a muze zaviset na funkénosti konkrétniho
analyzatoru.



Rozsah testu

Analyticky rozsah testu je 2,0 az 100,0 pg/ml. Uvedte vysledky pod timto
rozsahem jako <2,0 ug/ml nebo pod nizS§im LOQ specifickym pro
analyzator stanovenym ve vasi laboratofi. Uvedte vysledky nad timto
rozsahem >100,0 ug/ml nebo nad vy$sSim LOQ specifickym pro analyzator
stanovenym ve vasi laboratofi.

Vytéznost

Pfesnost (analyticka vytéznost) byla provedena pridanim
koncentrovaného levetiracetamového |éCiva do lidského séra negativniho
na levetiracetam. Zasobni koncentrat vysoce Cistého levetiracetamu byl
objemové pfidan do lidského séra negativniho na levetiracetam, coz
predstavuje koncentrace Iéku v celém rozsahu testu. Sest replikatt
kazdého vzorku bylo testovano na automatizovaném klinickém
chemickém analyzatoru. Vysledky byly zprimérovany a porovnany s
cilovou koncentraci a vypo¢tenym procentem vytéznosti. Vysledky jsou
uvedeny nize.

% vytéznosti=100 x prdmérna vytézna koncentrace
Teoreticka koncentrace

Teoreticka Primeér, vytéznost
Procento
Koncentrace Koncentrace VytéZnost
(pg/ml) (pg/ml)
2,0 1,9 95,8
4,0 3,8 94,6
10,0 10,0 100,0
20,0 19,2 95,9
45,0 44 1 98,0
80,0 79,3 99.1
100,0 105,3 105,3




Linearita

Byly provedeny studie linearity, jak je navrzeno v protokolu CLSI/NCCLS
EP6-A. Byl pfipraven vzorek séra 100,0 pg/ml a fedéni bylo provedeno
proporcionalné s lidskym sérem negativnim na levetiracetam.
Koncentrace levetiracetamu se pohybovaly od 1,0 do 100,0 pg/ml.
Linearita ve specifickych fedénich byla povazovana za pfijatelnou, pokud
byl procentualni rozdil +10 % mezi pfedpokladanymi regresnimi
hodnotami 1. a 2. fadu nebo £15 % pod 3,0 pg/ml. Byl prokazan linearni
vztah mezi 2,0 a 100,0 pyg/ml. Vysledky jsou uvedeny nize.

Odhadovana Predpokladané Predpokladané

hodnota Vysledky  vysledky 1. vysledky 2.

(ug/ml) (ug/ml) fadu radu Rozdil %
2,0 1,9 21 2,4 13,2
3,0 3,2 3,1 3,4 7,6
4,0 4,1 4,2 4,3 4,8
5,0 53 5,2 5,3 3,1
6,0 6,4 6,2 6,3 2,0
7,0 7,6 7,2 7,3 1,3
8,0 8,4 8,3 8,3 0,7
9,0 9,5 9,3 9,3 0,3
10,0 10,7 10,3 10,3 -0,1
20,0 20,7 20,6 20,4 -1,3
30,0 31,0 31,0 30,5 -1,4
40,0 41,3 41,3 40,8 -1,2
50,0 51,9 51,6 51,1 -0,9
60,0 60,3 61,9 61,6 -0,5
70,0 71,2 72,2 721 -0,1
80,0 81,4 82,5 82,8 0,3
90,0 93,7 92,8 93,5 0,7
100,0 104,6 103,1 104,3 1,2




Porovnani metod

Korelacni studie byly provedeny pomoci protokolu CLSI/NCCLS EP9-A2.
Vysledky ARK Levetiracetam Assay byly porovnany s vysledky z
LC/MS/MS. Koncentrace levetiracetamu se pohybovaly od 2,0 pg/ml do
86,4 ug/ml. Vysledky regresni analyzy Passing-Bablok'® pro studii jsou
uvedeny nize (s limity spolehlivosti 95 %).

Sklon 1,01 (0,99 az 1,03)
prusecik s osou y 0,25 (- 0,24 a2 0,63)
Korelaéni koeficient (r?) 0,97 (0,96 az 0,97)
Pocet vzorku 305
100,0 -
[}
90,0 - o
(
= 80,0 -
E
2 70,0 -
=y
< 600 -
g
g 5001
& 400
§ Identita
<

30,0 -

—— Vhodnost Passing & Bablok (1)

20,0 (0,25 + 1,01x)

10,0 A

O!O T T T T T T T T T 1
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0
LC/MS/MS (ug/ml)
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Presnost

Pfesnost byla stanovena, jak je popsano v protokolu CLSI/NCCLS EP5-
A2. Ve studii byly pouzity tfidrovhové kontroly a tfi souhrnné vzorky
lidského séra obsahujici levetiracetam. Kazda uroven byla testovana
Ctyfikrat dvakrat denné po dobu 20 dnu. Kazdy béh za den byl oddélen
nejméné dvéma hodinami. Byly vypocCteny intra run, mezi dnem, celkova
SD a procentualni CV. Vysledky jsou uvedeny nize. Kritéria pfijatelnosti:
<10 % celkového CV.

Vc';f;‘l‘u“i Mezi dnem Celkem

Vzorek N ?J;;:‘nﬁ; SD (f/:’) SD ((f/:’) SD ((f/:’)
Kontrola ARKTM Levetiracetam

NizKA 160 75 025 34 023 32 034 45
STREDNi 160 294 085 29 083 28 108 37
VYSOKA 160 734 2114 29 203 28 308 42
Lidské sérum

NizKA 160 69 026 38 022 31 033 48
STREDNi 160 30,2 0,87 29 110 37 123 41
VYSOKA 160 755 219 29 235 31 331 44
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Interferujici latky

Interferencni studie byly provedeny s pouzitim protokolu CLSI/NCCLS
EP7-A2 jako smérnice. Byly hodnoceny klinicky vysoké koncentrace
nasledujicich potencialné interferujicich latek v séru se znamymi
hladinami levetiracetamu (pfiblizné 15 a 50 pg/ml). Kazdy vzorek byl
testovan pomoci ARK Levetiracetam Assay spolu s kontrolou séra
levetiracetamu. Méfeni levetiracetamu vedlo k chybé <10 % v pfitomnosti
interferujicich latek na testovanych urovnich.

Procento, vytéznost

Interferujici Interferent 15 pg/ml 50 pg/ml
Latka Koncentrace Levetiracetam Levetiracetam
Albumin 12 g/dI 99,8 102,6
Bilirubin — konjugovany 70 mg/d| 100,4 102,1
Egll:ggj'lﬂg_ovany 70 mg/d| %93 1079
Cholesterol 535 mg/dI 105,3 94,0
Gama-globulin 12 g/di 99,8 109,5
Hemoglobin 1000 mg/dI 98,6 100,9
Intralipid® 1500 mg/dl 97,1 99,8
Revmatoidni soucinitel 1100 IU/ml 98,1 106,4
Triglyceridy 1033 mg/dI 96,8 100,2
Kyselina mocova 30 mg/d| 99,6 102,5
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Specificnhost

Levetiracetam je hydrolyzovan na svuij hlavni metabolit kyselinu 2-
pyrrolidon-N-maselnou (ucb L057) a dva vedlej$i metabolity.® Dal$i léky
bézné podavané s levetiracetamem a antiepileptiky byly také testovany,
aby se zjistilo, zda tyto slouc€eniny ovliviiuji kvantifikaci koncentraci
levetiracetamu pomoci ARK Levetiracetam Assay. Vysoké hladiny téchto
slou€enin byly obohaceny do sérovych bazénl obsahujicich nizké (15
pug/ml) a vysoké (50 pg/ml) terapeutické hladiny levetiracetamu. Vzorky
byly analyzovany a koncentrace levetiracetamu ve vzorcich obsahujicich
interferent byly porovnany s kontrolnim sérem.

Metabolity

Metabolit ucb LO57 byl testovan na zkfizenou reaktivitu.

uch Procento Procento
Metabolit LO57 _Zkrlzena reakt|V|.ta _ Interference _
(ug/ml) Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam
15 pg/ml 50 pg/ml 15 pg/ml 50 pg/ml
ucb LO57:
Kyselina 2- 250,0 -0,2 1,3 -3,0 6.6
pyrrolidon-N-
maselna
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Interference léku

Vzhledem ke strukturalnim podobnostem brivaracetam (Briviact®) v
podstaté zkrizené reaguje v ARK Levetiracetam Assay. Méreni
levetiracetamu by nemélo byt provadéno pomoci testu ARK, pokud
jsou obé léciva pritomna v obéhu.

Selektivni protilatky proti levetiracetamu nereagovaly zkfizené s jinymi
testovanymi antiepileptiky nebo souCasné podavanymi léky. Vysoka
koncentrace kazdé slouCeniny byla pfidana do normalniho lidského séra
se znamymi hladinami levetiracetamu (pfiblizné 15 a 50 pg/ml) a
testovana spolu s kontrolou séra levetiracetamu. Méreni levetiracetamu
vedlo k chybé <10 % v pfitomnosti slouCenin IéCiva na testovanych

urovnich.
Konc. Procento, vytéznost
Slouéenina Testovano 15 pg/ml 50 pg/ml
(ng/ml) Levetiracetam  Levetiracetam
Acetaminofen 200 99,3 97,5
rocylsaioyiova 1000 103,2 9.9
Amitriptylin 20 98,4 100,7
Kofein 100 95,4 97,7
Karbamazepin 120 101,1 99,7
Klonazepam 50 100,2 100,4
Cyklosporin A 40 99,9 98,4
Diazepam 50 100,3 98,6
Digoxin 40 92,9 100,2
Erytromycin 200 99,0 97,9
Etosuximid 250 98,1 101,1
Felbamat 250 100,8 97,9
Gabapentin 100 101,3 96,3
Heparin jedni?gk/ml 97,0 97,2
Hydrochlorothiazid 20 98,2 98,9
Ibuprofen 500 98,5 99,2
Lamotrigin 250 94,3 102,4
Naproxen 500 99,0 101,3
Nortriptylin 20 99,3 97,8

14




Oxkarbazepin
Fenobarbital
Fenytoin
Primidon
Probenecid

Kyselina
salicylova

Sulfamethoxazol
Sulfisoxazol
Theofylin
Tiagabin
Topiramat
Trimethoprim

Kyselina
valproova

Verapamil
Vigabatrin
Warfarin

Zonisamid

50
200
200
100
600

500

400
400
250
200
250
40

500

100
150
250
250

95,5
98,8
97,8
97,7
100,5

95,1

97,9
100,6
96,6
99,0
94,7
102,0

98,7

100,3
94,0
96,6
100,3

100,4
99,4
96,8
97,3
101,5

98,4

96,3
100,4
101,1
97,5
99,2
99,3

96,2

96,4
97,1

102,3
101,7
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