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Application
Le test CEDIA® Acide valproique Il est un dispositif médical de diagnostic in vitro permettant la
détermination quantitative de I'acide valproique dans le sérum ou le plasma humain.

Résumeé et description du test

L'acide valproique (VPA ; 2-acide propylpentanoique ; Depakene®) est un antiépileptique
utilisé particulierement dans le cadre du traitement d'épilepsies généralisées primaires et
secondaires, mais est également efficace contre les absences épileptiques.’®

A des concentrations thérapeutiques, plus de 90% du VPA circulant se lie aux protéines
plasmatiques, principalement a I'albumine.®

De tous les antiépileptiques fréquemment utilisés, le VPA est celui qui a le moins d'effets
indésirables.”® Les effets secondaires les plus courants sont des troubles gastro-intestinaux,
tels que nausées et vomissements.

La pharmacocinétique du VPA estextrémementvariable, enfonction de laforme médicamenteuse
et de la voie d’administration ainsi que des variations individuelles en matiére de volume de
distribution, métabolisme et clairance.®’Le contrdle des concentrations de VPA pendant le
traitement est essentiel afin de fournir au médecin un indicateur lui permettant d'ajuster la
posologie.

Le test CEDIA Acide valproique Il utilise la technologie de I’'ADN recombinant (brevet américain
n° 4708929) pour produire une méthode immuno-enzymatique en phase homogéne unique."

Ce test utilise I'enzyme bactérienne p-galactosidase scindée en deux fragments inactifs par
génie génétique pour produire une enzyme accepteur (EA) et une enzyme donneur (ED). Ces
fragments se réassocient spontanément pour former une enzyme pleinement active qui, lors
de la réaction, fragmente un substrat, produisant un changement de coloration que I'on peut
mesurer par spectrophotométrie.

Aucoursdutest,I'analyte contenu dans|’échantillon entre en compétition avec I'analyte conjugué
aundesfragmentsinactifs de lap-galactosidase pour sefixer surles sites de liaison des anticorps.
Sil'analyte estprésentdans|'échantillon, il se lie aux anticorps, laissantainsiles fragmentsinactifs
de I'enzyme former une enzyme active. Sil'échantillon ne contient pas d'analyte, les anticorps se
liental'analyte conjugué au fragmentinactif, prévenantlaréassociation des fragmentsinactifs de
B-galactosidase, ce qui empéche la formation d’une enzyme active. La quantité d’'enzyme active
formée et la modification de I'absorbance correspondante sont directement proportionnelles a
la quantité de drogue dans I'échantillon.

Réactifs

1 Tampon de reconstitution EA : contient acide N-(2-hydroxyéthyl) piperazine-N'-(2-
éthane sulfonique), stabilisant et conservateur (13 mL).

1a Réactif EA : contient 0,25 g/L d’EA, 24 mg/L d’anticorps monoclonaux anti-VPA, sérum-
albumine bovine, salicylate de sodium, sels tampons et conservateur.

2 Tampon de reconstitution ED : contient acide N-(2-hydroxyéthyl) piperazine-N'-(2-
éthane sulfonique), stabilisants et conservateur (11 mL).

2a Reéactif ED : contient 40 pg/L d’ED conjugué au VPA, 2,4 g/L de chlorophénol rouge-§
-D-galactopyranoside, 27 ml/L d’anticorps de chévre anti-souris, sels tampons,
stabilisant et conservateur.

Matériel supplémentaire requis (vendu individuellement) :

100007

Description du coffret
Calibrateur CEDIA TDM Multi-Cal de base

Contrdles disponibles dans le commerce
- Consulter le service technique Microgenics pour des recommandations

A Avertissements et mises en garde

Les réactifs contiennent de I'azide de sodium. Eviter tout contact avec la peau et les muqueuses.
En cas de contact, rincer a grande eau. En cas de projection dans I'ceil ou d'ingestion, consulter
immédiatement un médecin. L'azide de sodium peut réagir dans les conduites de plomb ou de
cuivre et former des azides métalliques potentiellement explosifs. Pour éliminer les réactifs, il
est donc nécessaire de rincer a grande eau afin d’éviter toute accumulation d'azides. Nettoyer
les surfaces métalliques exposées avec de I'hydroxyde de sodium a 10%.

Préparation et conservation des réactifs
Sortir le coffret du réfrigérateur immédiatement avant la préparation des solutions.

Préparer les solutions dans I'ordre ci-dessous afin de minimiser les risques de contamination.

Solution ED R2: Relier le flacon 2a (réactif ED) au flacon 2 (tampon de reconstitution ED) a I'aide
de I'un des raccords fournis. Mélanger en retournant doucement le flacon et veiller a ce que
le lyophilisat du flacon 2a soit entiérement transvasé dans le flacon 2. Eviter la formation de
mousse. Détacher du flacon 2 le flacon 2a et le raccord, et |les jeter. Reboucher le flacon 2 et le
laisser reposer pendant environ 5 minutes entre 15 et 25°C. Mélanger a nouveau. Inscrire la date
de reconstitution sur I'étiquette du flacon. Placer le flacon directement dans le compartiment
des réactifs de I'analyseur ou dans le réfrigérateur et laisser reposer 30 minutes avant usage.

Solution EA R1: Relier le flacon 1a (réactif EA) au flacon 1 (tampon de reconstitution EA) a I'aide
de I'un des adaptateurs fournis. Mélanger en retournant doucement le flacon et veiller a ce que
le lyophilisat du flacon 1a soit entiérement transvasé dans le flacon 1. Eviter la formation de
mousse. Détacher du flacon 1 le flacon 1a et le raccord, et |les jeter. Reboucher le flacon 1 et le
laisser reposer pendant environ 5 minutes entre 15 et 25°C. Mélanger a nouveau. Inscrire la date
de reconstitution sur I'étiquette du flacon. Placer le flacon directement dans le compartiment
des réactifs de I'analyseur ou dans le réfrigérateur et laisser reposer 30 minutes avant usage.

REMARQUE 1 : Les composants contenus dans ce coffret doivent étre utilisés ensemble. Ne pas
mélanger de composants provenant de lots différents.

REMARQUE 2 : leiller a ne pas intervertir les bouchons des flacons de réactifs pour éviter toute
contamination croisée des réactifs. La solution R2 (ED) doit &tre jaune orangé. Une couleur rouge
sombre ou rouge violacé signifie que le réactif est contaminé et doit étre jeté.

REMARQUE 3: Les solutions R1 et R2 doivent &tre amenées a la température du compartiment
de stockage de |'analyseur avant de procéder au test. Se référer a la fiche technique spécifique
de I'analyseur pour toute information complémentaire.

REMARQUE 4:Pour assurer la stabilité de la solution EA reconstituée, ne pas I'exposer de fagon
permanente et prolongée a une lumiére vive.

Conserver les réactifs entre 2 et 8°C. NE PAS CONGELER. Pour la stabilité des composants non
ouverts, se référer a la date de péremption figurant sur I'étiquetage du coffret ou des flacons.

Solution R1: 45 jours réfrigérée dans I'analyseur ou entre 2 et 8°C.
Solution R2: 45 jours réfrigérée dans I'analyseur ou entre 2 et 8°C.

Prélevement et manipulation des échantillons
Des échantillons de sérum ou de plasma (sur héparine Na ou Li, ou EDTA Na) peuvent étre
utilisés pour ce test. Ne pas faire mousser I'échantillon et éviter des cycles répétés de
congélation-décongélation afin de préserver le bon état de I'échantillon entre son prélévement
et son analyse. Centrifuger les échantillons contenant des matiéres particulaires. Boucher
les tubes d'échantillon, les conserver entre 2 et 8°C et les analyser dans la semaine suivant
leur prélévement. S'il n’est pas possible de réaliser I'analyse dans la semaine suivante ou
si I'échantillon doit étre expédié, boucher le tube et le conserver congelé. Conserver les
échantillons a -20°C et les analyser dans les 4 semaines suivantes. Manipuler tous les
échantillons patients comme s'ils étaient potentiell

ment infectieux

Procédure du test

Pour réaliser ce test, on peut utiliser un analyseur chimique capable de maintenir une
température constante, de prélever des échantillons a la pipette, de mélanger des réactifs, de
mesurer des taux enzymatiques et d’assurer le minutage de la réaction. Des fiches techniques
indiquant les parameétres spécifiques des instruments sont disponibles auprés de Microgenics,
une division de Thermo Fisher Scientific.

REMARQUE : SiI'analyseur ne lit pas les code-barres, on peut entrer la séquence numérique sur
I'étiquette a code-barres au moyen du clavier.

Controle qualité et calibration™
Il est recommandé de faire une calibration a deux points :
e aprés un changement de flacon de réactif ;
e aprés un changement de lot de réactifs ;
¢ selon les besoins aprés des opérations de contrdle qualité.

Les bonnes pratiques de laboratoire recommandent d'analyser au moins deux niveaux de
contrdles qualité (correspondant aux critéres de décision médicale supérieur et inférieur)
chaque jour ot des échantillons patients sont testés et chaque fois qu'une calibration est
effectuée. Surveiller les valeurs des contréles pour détecter toutes tendances ou changements.
Sides tendances ou changements sont détectés ou si le contrdle ne tombe pas dans les limites
prévues, examiner tous les parametres d'utilisation. Pour plus de renseignements, s'adresser au
service technique Microgenics, une division de Thermo Fisher Scientific. Toutes les exigences
de contréle qualité doivent étre appliquées conformément aux réglements locaux, régionaux et
nationaux ou aux conditions d’agrément.



Résultats et valeurs attendues

Le test CEDIA Acide valproique est congu pour obtenir une mesure quantitative dans des
échantillons patients entre 3 pg/mL et la valeur du Calibrateur de concentration élevée TDM
Multi-Cal de base (environ 150 pg/mL). Les échantillons donnant des valeurs inférieures a
3 pg/mL doivent étre mentionnés comme étant < 3 ug/mL. Les échantillons donnant des valeurs
supérieures a 150 pg/mL doivent étre mentionnés comme étant > 150 pg/mL ou dilués a raison
d’'une part échantillon pour une part de Calibrateur de concentration faible TDM Multi-Cal de
base. La valeur obtenue au cours du deuxiéme test doit étre calculée de la fagon suivante:

Valeur réelle = (2x la valeur diluée) -
" la concentration du Calibrateur de faible concentration TDM Multi-Cal de base

Utiliser le facteur de conversion suivant pour convertir des pg/mL en pmol/L :

pg/mL x 6,93 = ymol/L
pmol/L x 0,144 = pug/mL

L'efficacité thérapeutique et les effets toxiques sont étroitement liés a la concentration
sérique du médicament. Il a été constaté que la concentration sérique efficace du VPA pour
le contréle de I'épilepsie se situait entre 50 et 100 pg/mL."*" Toutefois, un nombre de facteurs
peuvent compliquer l'interprétation des taux sériques de VPA,? dont I'intervalle de temps entre
les administrations médicamenteuses, le type d’épilepsie, la concentration d’albumine et la
présence d'autres antiépileptiques. Les ajustements posologiques doivent donc se baser sur
les données cliniques et de laboratoire.

Limitations

1. Lincidence de patients présentant des anticorps dirigés contre la B-galactosidase
de E. coli est extrémement faible. Toutefois, certains échantillons contenant de tels
anticorps peuvent entrainer des résultats artificiellement élevés de procainamide qui
ne correspondent pas au profil clinique.

2. Comme avec touttestutilisantdes anticorps murins, il existe une possibilité d'interférence
par des anticorps humains antimurins (HAMA) présents dans I'échantillon, susceptibles
d’engendrer des résultats faussement élevés.

Performances spécifiques

Des résultats de performance caractéristiques obtenus avec un analyseur Hitachi 911 sont
indiqués ci-dessous.® Les résultats obtenus dans un laboratoire peuvent étre différents de
ces données.

Précision

Des contrdles sériques et des pools de sérum humain ont été analysés pour vérifier la précision
sur un analyseur Hitachi en observant les directives du protocole de réplication modifié du
NCCLS. Les résultats suivants ont été obtenus.

Précision dans la Série Précision Totale
n 120 120 19 120 120 19
X (ug/mL) 244 95,0 136,8 244 95,0 136,8
SD (pg/mL) 0,59 1,43 1,81 0,83 1,93 2,48
CV % 24 15 13 34 2,0 18

Comparaison méthodologique
Une étude comparant le test CEDIA VPA (y) et un test immunologique par polarisation de
fluorescence disponible dans le commerce (x) a donné la corrélation suivante :

Régression linéaire Régression de Passing-Bablok

y=-0,61+1,08x y=-3,22+1,10x
r=0,972 r=0,972
Sy.x =7,042 SD (md95) = 4,442

Nombre d’échantillons mesurés : 77
Les concentrations des échantillons se situaient entre 2,6 et 119,8 pg/mL.

Linéarité

Un échantillon a concentration élevée a été dilué avec le Calibrateur de concentration faible
TDM Multi-Cal de base. Le pourcentage de détection a été ensuite déterminé en divisant la
valeur trouvée par la valeur attendue.

% Enchantillon Fort Valell(::;;(;-r)nptée Vale(l:l;?lrl:lt.(;nue % Récupération

100,0 130,1 - -

833 108,3 12,7 104

66,7 86,7 87,5 101

50,0 65,0 67,4 104

333 433 433 100

16,7 21,7 20,9 96

0,0 0 - -

Détection

De I'acide valproique sous forme d'un échantillon patient a concentration élevée (ensemencé)
a été ajouté a un échantillon patient a concentration faible. Le pourcentage de détection a été
ensuite déterminé en divisant la valeur trouvée par la valeur attendue.

% Enchantillon Fort Valeu(:lflj:ltr)nptée Vale(:rg?[:lt-t;nue % Récupération

100,0 1411 - -

833 17,7 116,0 99

66,7 94,2 93,0 99

50,0 70,7 67,3 9

333 471 44,2 9%

16,7 236 216 92

0,0 01 - -

Spécificité

Les composés suivants ont été testés pour une réactivité croisée éventuelle avec le test CEDIA
Acide valproique II.

Composé % de reactivité croisée
3-hydroxy-2-acide propylpentanoique 44
4-hydroxy-2-acide propylpentanoique 44
5-hydroxy-2-acide propylpentanoique 58
3-0xo0-2-acide propylpentanoique 38
2-phényl-2-éthylmalonamide (PEMA) <0,16
2-propyl-2,3'- acide pentadienoique 14,2
2-propyl-2-acide pentanoique 1,0
2-propyl-4-acide pentanoique 22,3
2- acide propylglutarique <04
2- acide propylsuccinique <09
Carbamazépine <0,04
Carbamazépine-10,11-époxide <09
Clonazépam <03
Diazépam <03
Phénobarbital <0,06
Phénytoine <0,04
Primidone <10
Acide salicylique < 0,004

Aucune interférence du test CEDIA VPA n'a été mise en évidence avec les substances
suivantes:

Substance Concentration Substance Concentration

Bilirubine <60 mg/dL 1gM < 840 mg/dL

Hémoglobine <1,0g/dL Facteur rhumatoide <200 IU/mL

IgA <790 mg/dL Protéines totales <10g/dL

19G <43g/dL Triglycérides <1,0g/dL
Sensibilité

La concentration minimum détectable du test CEDIA VPA est de 3 pg/mL (20,8 pmol/L).
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