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Nazov

™
ARK " Levetiracetam Ii Assay
Urcéené pouzitie

ARK Levetiracetam Il Assay je homogénna enzymova imunoanalyza
ur€ena na kvantitativne stanovenie levetiracetamu v ludskom sére alebo
plazme na automatizovanych analyzatoroch klinickej chémie. Koncentracie
levetiracetamu moézu sluzit ako pomébcka pri manazmente pacientov
lieCenych levetiracetamom.

Zhrnutie a vysvetlenie testu

Levetiracetam (KEPPRA®, (S)-a-etyl-2-oxo-1-pyrolidin acetamid) je
antikonvulzivny liek schvaleny na pouzitie ako pridavna lieCba pri lieCbe
epilepsie.’

Zasady postupu

ARK Levetiracetam Il Assay je homogénna imunoanalyza zalozena na
kompeticii medzi lieCivom pritomnym vo vzorke a levetiracetamom
oznacenym enzymom glukéza-6-fosfatdehydrogenazou (G6PDH) o vazbu
na protilatkovu reagenciu. Ked sa oznaCeny gabapentin viaze na protilatku,
aktivita enzymu klesa. V pritomnosti lieCiva zo vzorky sa aktivita enzymu
zvySuje a priamo suvisi s koncentraciou lieCiva. Aktivny enzym premiefa
koenzym nikotinamidadenin-dinukleotid (NAD) na NADH, ktory sa meria
spektrofotometricky ako rychlost zmeny absorbancie. Endogénna sérova
G6PDH neinterferuje s vysledkami, pretoze koenzym NAD funguje len s
bakterialnym enzymom pouzitym v stanoveni.

Reagencie
REF Opis produktu Mnozstvo/objem
5070-0001-00 ARK Levetiracetam Il Assay 1 x 28 ml

Reagencia — protilatka/substrat

Krali¢ia monoklonalna protilatka na levetiracetam,
glukéza-6-fosfat, nikotinamid adenin dinukleotid,
hovadzi sérovy albumin, konzervanty a stabilizatory

Reagencia —enzym 1% 14 ml
Levetiracetam oznaceny bakterialnym G6PDH,
timivym roztokom, hovadzim sérovym albuminom,
konzervantmi a stabilizatormi




REF Opis produktu Mnozstvo/objem

5070-0001-01 ARK Levetiracetam Il Assay 1x115ml

Reagencia — protilatka/substrat

Krali¢ia monoklonalna protilatka na levetiracetam,
glukéza-6-fosfat, nikotinamid adenin dinukleotid,
hovadzi sérovy albumin, konzervanty a stabilizatory

Reagencia —enzym 1 x 58 ml
Levetiracetam oznaceny bakterialnym G6PDH,
timivym roztokom, hovadzim sérovym albuminom,
konzervantmi a stabilizatormi

Manipulacia s reagenciamii a ich skladovanie

Reagencie ARK Levetiracetam Il Assay sa dodavaju v tekutej forme,
pripravené na pouzitie, a m6ézu sa pouzivat priamo z chladni¢ky. Ak sa
reagencie nepouzivaju, musia sa skladovat pri teplote 2 — 8 °C (36 — 46 °F),
vo zvislej polohe a s pevne uzavretymi skrutkovacimi uzavermi. Ak sa
reagencie skladuju podla pokynov, su stabilné az do datumu exspiracie
vytlateného na Stitku. Reagencie nezmrazujte. Vyhnite sa dlhodobému
vystaveniu teplotam nad 32 °C (90 °F). Nespravne skladovanie reagencii
moze ovplyvnit’ vykonnost’ testu.

Produkty ARK Levetiracetam Il obsahuju 0,09 % azidu sodného. Ako
preventivne opatrenie sa ma dotknuté potrubie vratane pristrojového
vybavenia doékladne preplachnut vodou, aby sa obmedzilo mozné
hromadenie vybusnych kovovych azidov. Pokial ide o ostatné zlozky testu,
nevyzaduje sa ziadna Specialna manipulacia.

Upozornenia a bezpec¢nostné opatrenia

e Na diagnostické pouzitie in vitro. Len na laboratérne profesionalne
pouzitie.

e Len na lekarsky predpis. Upozornenie: Federalne zakony USA obmedzuju
predaj tejto pomocky na licencovaného praktického lekara alebo na jeho
prikaz.

o Reagencie a sa dodavaju ako parova suprava a nesmu sa
zamienat s reagenciami z réznych Cisel Sarzi.

Odber vzoriek a priprava na analyzu

o Kazdé laboratorium je zodpovedné za dodanie platnej vzorky na
analyzu podla svojich postupov kvality.

e VyZaduje sa sérum alebo plazma. Z dévodu konzistentnosti je dobrou
praxou pouzivat u jednotlivych pacientov rovnaku matricu vzorky. Za
najkonzistentnejSiu vzorku na terapeutické monitorovanie
levetiracetamu sa vo vSeobecnosti povazuje vzorka odobrata v



rovnovaznom stave tesne pred davkou (trough). Ma sa zaznamenat’
Cas odberu krvi od poslednej davky.
Celd krv nemozno pouzit. Pri tomto teste sa mbézu pouzit tieto
antikoagulancia.

e Sodny heparin

e Litium-heparin

e EDTA draslika
Spracujte krv €o najskor po odbere, aby ste pripravili sérum alebo
plazmu, pretoze hydrolyza levetiracetamu méze nastat’ v
dlhodobej pritomnosti celej krvi.?3
Odber krvi sa musi vykonavat pomocou odberovych skumaviek
kompatibilnych s terapeutickym monitorovanim lieCiv (TDM).
Postupujte podla odporucani vyrobcu odberovych skumaviek tykajucich
sa odberu, spracovania a centrifugacie.
Dokument CLSI GP44-A4 opisuje postupy na minimalizaciu artefaktov
spdsobenych odberom a manipulaciou so vzorkami pri beznych
laboratérnych testoch.*
Nevyvolavajte penenie a vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a
rozmrazovaniu, aby sa zachovala integrita vzorky od okamihu jej odberu
az do okamihu jej analyzy.
Fibrin, Cervené krvinky a iné tuhé cCastice mdézu spdésobit chybny
vysledok. Zabezpecte primeranu centrifugaciu.
Pritomnost’ bublin alebo peny vo vzorkach méze viest k dodaniu
nedostatocnému objemu vzorky a chybnym vysledkom.
Kazdé laboratérium by malo vychadzat z dostupnej literatury a internych
udajov tykajucich sa stability vzoriek.
Na zaklade Studii vykonanych spolocnostou ARK Diagnostics sa mozu
vyCirené vzorky skladovat az jeden tyzden pri teplote 2 az 8 °C. Ak sa
testovanie odlozi o viac ako jeden tyzden, vzorky by sa mali pred
testovanim skladovat zmrazené (< -10 °C) az Styri tyzdne. Treba dbat
na obmedzenie poctu cyklov zmrazovania a rozmrazovania.
So vSetkymi vzorkami pacientov zaobchadzajte, ako keby boli
potencialne infekéné.

Postup

Poskytnuté materialy
ARK Levetiracetam Il Assay — 5070-0001-00 alebo 5070-0001-01

Potrebné materialy — poskytnuté samostatne
ARK Levetiracetam Il Calibrator — 5070-0002-00
Kontroly kvality — ARK Levetiracetam Il Control — 5070-0003-00



Nastroje

Pred pouzitim mdze byt potrebné preniest reagencie a do nadob
na reagencie Specifickych pre analyzator. Zabrante kriZovej kontaminacii
a . Vhodné su mnohé automatizované analyzatory klinickej chémie
s fotometrickym stanovenim rychlosti pri 340 nm. Pozrite si aplikacny list
Specificky pre analyzator na naprogramovanie testu ARK Levetiracetam I
Assay, ktory je k dispozicii u vasho distributora alebo v zakaznickom servise
ARK. Aplikacné protokoly, ktoré boli kategorizované podfa CLIA alebo
nesu oznacenie CE, boli overené vyrobcom. Laboratérium zodpoveda za
vykonanie vSetkych prislusnych validacii pri pouziti stanovenia s inymi
nastaveniami alebo analyzatormi.

Dennu udrzbu najdete v navode na obsluhu konkrétneho pristroja.

Postup stanovenia
Ak chcete spustit stanovenie alebo vykonat kalibraciu, pozrite si navod na
obsluhu konkrétneho pristroja.

Kalibracia

Vykonajte uplnu kalibraciu (6-bodovy postup) pomocou kalibratorov ARK
Levetiracetam Il Calibrator A, B, C, D, E a F; kalibratory analyzujte v
duplikate. Pri kazdom novom Cisle Sarze reagencnej supravy je potrebna
kalibracia. Kalibracnu krivku overte aspor dvoma uroviami kontroly kvality
podla stanoveného planu zabezpecenia kvality laboratoria.

Kedy rekalibrovat’

e VZdy, ked sa pouZije nové Cislo Sarze reagencii

o Kedykolvek to naznacuju vysledky kontroly kvality

o Kedykolvek to vyzaduju Standardné laboratérne protokoly

Kontrola kvality (QC)

Laboratdria musia zaviest postupy kontroly kvality pre ARK Levetiracetam
Il Assay. VSetky poziadavky na kontrolu kvality a testovanie sa musia
vykonavat v sulade s miestnymi, Statnymi a/alebo federalnymi predpismi
alebo akreditaénymi poZiadavkami.

Spravna laboratorna prax odporuca, aby sa v kazdy den, ked sa analyzuju
vzorky pacientov, a pri kazdej vykonanej kalibracii testovali aspon dve
urovne kontroly kvality (nizky a vysoky medicinsky rozhodovaci bod).
Sledujte kontrolné hodnoty pre akékolvek trendy alebo zmeny. Ak sa zistia
akékolvek trendy alebo posuny, alebo ak kontrola nie je v stanovenom
rozmedzi, skontrolujte vSetky prevadzkové parametre v sulade s postupmi
kvality vasho klinického laboratoria. Ak potrebujete dalSiu pomoc, obratte
sa na zakaznicky servis.
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Vysledky

Jednotky vysledkov uvadzajte ako ug/ml alebo pmol/l. Na prevod vysledkov
z ug/ml levetiracetamu na pmol/l levetiracetam vynasobte hodnotu v ug/mli
Cislom 5,88. Hodnota levetiracetamu z tohto stanovenia sa ma pouzit' v
spojeni s dalSimi klinickymi informaciami. VSetky chybové kdédy vysledkov
najdete v navode na obsluhu konkrétneho pristroja.

Obmedzenia postupu

Tento test je urCeny len na pouzitie so sérom alebo plazmou; pozri oddiel
Odber vzoriek a priprava na analyzu. Vzhladom na moznu variabilitu
medzi metdodami je vo vSeobecnosti vhodné pouzivat pri starostlivosti o
konkrétneho pacienta konzistentne rovnaku metddu (ako aj rovnaku
matricu). Pozri nizSie oddiel O€akavané hodnoty.

Brivaracetam (Briviact®)® interferuje s meraniami levetiracetamu (Keppra®)
v teste ARK Levetiracetam Il Assay. Pacienti, ktori prechadzaju na inu
lie¢bu zahfriajucu Keppru a Briviact, by nemali byt monitorovani na
levetiracetam pomocou testu ARK, ak existuje moznost, Ze tieto lieky su
spolupritomné v obehu.

Ocakavané hodnoty

Referencné rozpatie pre levetiracetam nebolo dobre stanovené. Boli
navrhnuté referenéné rozpatia pre kontrolu zachvatov, ktoré zahfriaju
minimalne koncentracie v sére/plazme od 6 do 46 pg/ml (35 az 270 umol/l)%
" alebo 10 az 40 pyg/ml (59 az 235 uymol/l) vratane laboratornej varovnej
hladiny pri 50 pug/ml (294 umol/l).'? Tieto rozpatia vSak neboli validované
adekvatnymi kontrolovanymi skuSaniami a vo vSeobecnosti vztah medzi
tymito sérovymi koncentraciami a klinickym dC€inkom nebol dobre
definovany. Koncentracie lieCiva levetiracetam sa maju pouzivat v spojeni
s informaciami dostupnymi z klinickych vysSetreni a inych diagnostickych
postupov. Cirkulujuce hladiny levetiracetamu (sérové koncentracie v krvi)
mozu byt ovplyvnené poddajnostou’®, funkciou obligiek 4, graviditou'®,
liekovymi interakciami a na¢asovanim odberu vzorky. Okrem toho méze
byt" klinicky ucinok tychto sérovych koncentracii v krvi dalej pozmeneny
zmenami v progresii zavaznosti ochorenia a pridanim alebo vysadenim
subezne podavanych liekov, ktoré mézu farmakodynamicky interagovat’ s
cirkulujucimi hladinami levetiracetamu.

Referen¢ny rozsah koncentracii lieku, ktory je citovany, by mal znamenat
iba dolnu hranicu, pod ktorou je relativne nepravdepodobny vyskyt
terapeutickej odpovede, a hornu hranicu, nad ktorou je relativhe
pravdepodobny vyskyt toxicity v konkrétnych skumanych populaciach
pacientov. Klinicki lekari, ktori pouzivaju referenéné rozsahy, ako su tieto,
si musia byt vedomi toho, ze kvali individualnym odchylkam mozu pacienti



dosiahnut’ terapeuticky prinos pri sérovych koncentraciach lieku mimo
tychto rozsahov a mézu pocitovat toxicitu s hladinami pod dolnou hranicou
referenéného rozsahu. Cas odberu musi byt $tandardizovany tak, aby sa
minimalne sérové koncentracie merali tesne pred dalSou davkou, najlepsie
rano.

12  Specifické vykonnostné charakteristiky

Kazdé laboratérium zodpoveda za overenie vykonnosti pomocou
parametrov pristroja stanovenych pre jeho analyzator. Nasledujuce
vykonnostné charakteristiky boli ziskané na automatizovanom analyzatore
klinickej chémie Beckman Coulter AU680®.

Citlivost’

Limit kvantifikacie (LOQ)

LOQ pre ARK Levetiracetam Il Assay sa stanovila podfa CLSI EP17-A a je
presnost medzi stanoveniami a vytaznost (CV <20 % pri vytaznosti 15 %).
LOQ bol stanoveny na 2,0 pg/ml a mbze zavisiet od vykonnosti
konkrétneho analyzatora.

Rozsah merania

Rozsah analytického merania testu je 2,0 az 100,0 ug/ml. Protokol
manualneho riedenia nebol validovany, aby umoznoval merania
koncentracii nad rozsahom merania.

Vysledky pod tymto rozsahom uvadzajte ako <2,0 pg/ml alebo pod dolnou
hodnotou LOQ Specifickou pre analyzator stanovenou vo vasom laboratériu
(ktora hodnota je vys$Sia). Vysledky nad tymto rozsahom uvadzajte ako
>100,0 pyg/ml alebo nad hornou hodnotou LOQ Specifickou pre analyzator
stanovenou vo vasom laboratériu (ktora hodnota je nizsia).

Vytaznost’

Presnost’ (analyticka vytaznost) sa hodnotila pridanim koncentrovaného
levetiracetamu do ludského séra negativheho na levetiracetam. Zasobny
koncentrat vysoko Cistého levetiracetamu sa objemovo pridal do fudského
séra negativneho na levetiracetam tak, aby reprezentoval koncentracie
lieCiva v celom rozsahu stanovenia. Kazda vzorka sa analyzovala v Siestich
replikatoch na automatizovanom analyzatore klinickej chémie. Vysledky sa
spriemerovali, porovnali s ciefovou koncentraciou a vypocitala sa
percentualna vytaznost. Vysledky su uvedené nizSie.



% vytaznost =100 x priemerna stanovena koncentracia
Teoreticka koncentracia

Teoreticka Priemema
k e vytazena hodnota Percento
oncentracia . . AR .
(ug/ml) koncentracia vytaznosti
(ug/ml)
2,0 1,9 95,0
4,0 3,9 97,5
10,0 98 98,0
20,0 20,1 100,5
45,0 46,2 102,6
80,0 77,8 97,3
100,0 100,3 100,3

Linearita

Studie linearity sa vykonali podla odporuéani protokolu CLSI EP6-A.
Pripravila sa sérova vzorka s koncentraciou 100,0 upg/ml a riedenia sa
pripravili proporcionalne s fudskym sérom negativnym na levetiracetam.
Koncentracie levetiracetamu sa pohybovali od 2,0 do 100,0 ug/ml. Linearita
pri jednotlivych riedeniach sa povazovala za prijatelnu, ak percentualny
rozdiel medzi predikovanymi regresnymi hodnotami 1. a 2. radu bol 10 %
alebo £15 % pri koncentracii pod 3,0 ug/ml. Bol preukazany linearny vztah
medzi 2,0 a 100,0 pg/ml. Vysledky su uvedené nizSie.

Odhadovana Predikované Predikované
hodnota Vysledky vysledky 1. vysledky 2.

(ng/ml) (ng/ml) radu radu Rozdiel v %
0,0 0,1 - — _
2,0 1,88 2,01 2,23 11,2
3,0 3,2 3,04 3,22 5,9
4,0 3,9 4,07 4,20 3,3
6,0 6,1 6,13 6,17 0,7
10,0 11,0 10,25 10,10 -1,5
20,0 20,0 20,56 19,84 -3,5
40,0 42,0 41,18 39,03 -5,2
60,0 62,1 61,80 57,82 -6,4



80,0 78,9 82,42 76,21 -7,5
100,0 105,4 103,03 94,20 -8,6

Porovnanie metéd

Korelacné Studie boli vykonané pomocou protokolu CLSI EP9-A2. Vysledky
z testu ARK Levetiracetam Il Assay vykonaného na analyzatore Beckman
Coulter AU680 boli porovnané s vysledkami z predikatu ARK Levetiracetam
Assay vykonaného na analyzatore Roche/Hitachi 917. Koncentracie
levetiracetamu sa pohybovali od 3,4 uyg/ml do 98,3 uyg/ml. Vysledky
regresnej analyzy Passing-Bablok'® pre studiu su uvedené nizsie (s 95 %
intervalmi spofahlivosti).

Sklon 1,04 (1,03 az 1,06)

PrieseCnik s osou y -0,30 (-0,78 az 0,11)

Korelac¢ny koeficient (r?) 0,99 (0,985 az 0,993)

Pocet vzoriek 104

100.0 -
90.0 -
80.0 -
70.0 -
60.0 -

50.0 A
Identita
40.0 -
= \/hodnost Passing &
Bablok (1)
(-0,30 + 1,04x)

30.0 1
20.0 -

10.0 A

Test ARK Levetiracetam Il (pg/ml)

0.0

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
ARK Levetiracetam Assay — Predikat (ug/ml)



Presnost’

Presnost bola stanovena tak, ako je opisané v protokole CLSI EP5-A3. V
studii sa pouzili tri urovne kontrol a tri poolované vzorky ludského séra
obsahujuce levetiracetam. Kazda uroven sa analyzovala v Styroch
replikatoch dvakrat denne pocas 20 dni. Jednotlivé analytické série v ramci
diia boli od seba oddelené najmenej dvoma hodinami. Vypocitali sa
smerodajné odchylky a percenta CV v ramci série, medzi diiami a celkové
hodnoty. Vysledky su uvedené nizSie. Akceptacné kritérium: celkové CV
<10 %.

_ V ramci cyklu Medzi dhami Celkové

Vzorka N '?:ge/’;f)r sD (E/:’) SD CV(%) SD (E/:’)
ARK Levetiracetam Il Control

NizKA 160 7,6 0,16 2,1 0,09 1,2 0,18 2,3
STREDNA 160 30,5 0,45 1,5 0,34 1,1 0,60 2,0
VYSOKA 160 75,7 1,41 1,9 0,99 1,3 2,19 29
Ludské sérum

NizKA 160 7,7 0,11 1,4 0,06 0,8 0,12 1,6
STREDNA 160 32,6 0,47 1,4 0,34 1,1 0,61 1,9
VYSOKA 160 80,5 1,62 2,0 0,80 1,0 1,79 2,2

Interferujuce latky

Studie interferencie boli vykonané s pouzitim protokolu CLSI EP7-A3 ako
usmernenia. Hodnotili sa klinicky vysoké koncentracie nasledujucich
potencialne interferujucich latok v sére so znamymi hladinami
levetiracetamu (priblizne 15 a 50 ug/ml). Kazda vzorka sa analyzovala
pomocou ARK Levetiracetam Il Assay spolu so sérovou kontrolou
obsahujucou levetiracetam. Meranie levetiracetamu viedlo pri testovanych
hladinach interferujucich latok k chybe <10 %.

Percentualna vytaznost’

Interferujuca Interferencia 15 pg/ml 50 pug/ml
latka koncentracia levetiracetam levetiracetam
Ludsky albumin 12 g/dl 98,7 99,9
Bilirubin — konjugovany 72 mg/dl 100,2 100,9
Bilirubin — nekonjugovany 72 mg/d| 101,7 97,1
Cholesterol 620 mg/dI 94,9 100,8
Ludsky gamaglobulin 12 g/dl 102,7 98,7
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Hemoglobin 1050 mg/dI 100,9 95,8

Reumatoidny faktor 1080 1U/ml 98,8 94,5
Triglyceridy 1670 mg/dI 98,6 95,9
Kyselina mocova 30 mg/dl 91,0 98,8
Specifickost’

Levetiracetam sa hydrolyzuje na svoj hlavny metabolit kyselinu 2-pyrolidon-
N-maslovt (ucb L057) a dva vedlajsie metabolity.?> DalSie lieky bezne
podavané s levetiracetamom a antiepileptikami boli tiez testované, aby sa
zistilo, ¢&i tieto zlu€eniny ovplyvAuju kvantifikaciu  koncentracii
levetiracetamu pri pouziti testu ARK Levetiracetam |l Assay. Vysoké
koncentracie tychto zlu€enin sa pridali do sérovych poolov obsahujucich
nizke (15 pg/ml) a vysoké (50 pg/ml) terapeutické hladiny levetiracetamu.
Vzorky boli analyzované a koncentracie levetiracetamu vo vzorkach
obsahujucich interferenciu boli porovnané s kontrolnym sérom.

Metabolity

Metabolit ucb LO57 bol testovany na krizovu reaktivitu.

ucb Percento Percento
Metabolit LO057 Krizova reaktivita Interferencia
Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam Levetiracetam
(ug/ml) 15 pug/ml 50 pg/mi 15 pug/ml 50 pg/ml

ucb LO57:

kyselina 2- 250,0 0,0 0,0 0,8 0,1
pyrolidon-N-

maslova

Liekové interferencie

Kvéli Strukturdlnym podobnostiam brivaracetam (Briviact®) krizovo
reaguje vydatne v teste ARK Levetiracetam Il Assay. Merania
levetiracetamu by sa nemali vykonavat’ pomocou testu ARK, ked’ su
obe lie€iva pritomné v obehu.

Protilatka selektivna pre levetiracetam nevykazovala krizovu reaktivitu s
ostatnymi testovanymi antiepileptikami ani subezne podavanymi liekmi.
Vysoka koncentracia kazdej zlu€eniny sa pridala do normalneho ludského
séra so znamymi hladinami levetiracetamu (priblizne 15 a 50 pg/ml) a
analyzovala sa spolu so sérovou kontrolou obsahujucou levetiracetam.
Meranie levetiracetamu viedlo pri testovanych koncentraciach lieCiv k chybe
<10 %.
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Zlucéenina koncentracia Zlucéenina koncentracia
(ng/ml) (ng/ml)
Acetaminofén 500 Nortriptylin 20
mostyloaloylovs | Oxkarbazepin >
Amitriptylin 20 Fenobarbital 200
Kofein 100 Fenytoin 200
Karbamazepin 120 Primidon 100
Klonazepam 50 Probenecid 600
Cyklosporin A 40 ggl?cil/llro]?/é 500
Diazepam 50 Sulfametoxazol 400
Digoxin 40 Sulfisoxazol 400
Erytromycin 200 Teofylin 250
Etosuximid 250 Tiagabin 200
Felbamat 250 Topiramat 250
Gabapentin 100 Trimetoprim 40
Heparin 200 jednotiek/ml \}fglierlolg‘?]/é 500
Hydrochlorotiazid 20 Verapamil 100
Ibuprofén 500 Vigabatrin 150
Lamotrigin 250 Warfarin 250
Naproxén 500 Zonisamid 250
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