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NOM
QMS Zonisamide (ZNS)

APPLICATION

Le dosage QMS Zonisamide est destiné a la détermination quantitative
du zonisamide dans du sérum ou du plasma humain sur des analyseurs
de chimie clinique automatiques.

Les concentrations de zonisamide peuvent étre utiles dans le cadre de
la prise en charge des patients traités au zonisamide.

RESUME ET DESCRIPTION DU TEST

Le zonisamide (1,2-benzisoxazole-3-méthanesulfonamide) est un
antiépileptique autorisé comme traitement complémentaire pour les
crises partielles chez les patients épileptiques agés de plus de 16 ans.’
L'efficacité du zonisamide a été établie pour le traitement de nombreux
patients réfractaires au traitement avec d'autres antiépileptiques.?3

PRINCIPES DU DOSAGE

Le dosage QMS Zonisamide est un dosage immunologique turbidimétrique
homogene amélioré par des particules. Le dosage est basé sur une
compétition entre le médicament présent dans I'échantillon et le
médicament qui recouvre des microparticules, pour des sites de liaison
anticorps du réactif anticorps zonisamide. Le réactif a microparticules
revétues de zonisamide est rapidement agglutiné en présence du
réactif anticorps anti-zonisamide et en I'absence de médicament
concurrent dans I'échantillon. La mesure photométrique de la vitesse de
changement de I'absorbance est directement proportionnelle a la vitesse
d'agglutination des particules. Quand on ajoute un échantillon contenant
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du zonisamide, la réaction d'agglutination est partiellement inhibée, ce
qui ralentit la vitesse de changement de |absorbance. On peut obtenir
une courbe classique d'inhibition de I'agglutination en fonction de la
concentration, avec une vitesse maximale d'agglutination associée a
la plus faible concentration de zonisamide, et la plus petite vitesse
d'agglutination associée a la plus forte concentration de zonisamide.

REACTIFS

Coffret de réactif

QMS Zonisamide, 0373571, est un coffret de deux réactifs, fournis
sous forme liquide préte a I'emploi :

Réactif 1 2x22ml
Réactif 2 2x8mL

Ingrédients réactifs

Ingrédient Concentration
Anticorps polyclonal anti-zonisamide o
(de lapin) <50%
Azide de sodium <0,10 %
Microparticules revétues de o
zonisamide <05%
Azide de sodium <0,10 %



MANIPULATION ET STOCKAGE DES REACTIFS

et préts a I'emploi

Avant leur utilisation, retourner plusieurs fois les flacons, en évitant
la formation de bulles.

Eliminer les bulles potentiellement présentes dans la cartouche de
réactif avec une tige d'applicateur neuve. Une autre solution est de
laisser le réactif reposer a la température de stockage appropriée
pour que les bulles se dissipent. Pour réduire la perte de volume, ne
pas utiliser une pipette de transfert pour éliminer les bulles.
Lorsque la cartouche de réactif[R1] ou est épuisée, remplacer
les deux cartouches et vérifier la calibration avec au moins deux
niveaux de contrdle, conformément aux exigences de controle
qualité établies du laboratoire. Si les résultats du contrdle se
situent hors des limites acceptables, il peut étre nécessaire de
refaire la calibration.

ATTENTION : La présence de bulles dans le réactif peut
empécher la détection correcte du niveau de réactif dans la
cartouche, entrainant une aspiration insuffisante du réactif
risquant de fausser les résultats.

Les réactifs non ouverts restent stables jusqu'a leur date de
péremption s'ils sont conservés entre 2 °C et 8 °C.

Ne pas congeler les réactifs ni les exposer a des
températures supérieures a 32 °C.

AVERTISSEMENTS ET MISES EN GARDE

Mises en garde destinées aux utilisateurs

Pour usage diagnostique in vitro.



A

Ne pas mélanger des produits provenant de numéros de lot de
coffret différents.

ATTENTION : Ce produit contient des composants d'origine
humaine et/ou potentiellement infectieux. Les composants
provenant de sang humain ont été testés et trouvés non réactifs
pour I'antigéne de surface du virus de I'hépatite B (AgHBs), les
anticorps anti-VIH-1 et 2 et anti-VHC. Aucune méthode de test
connue ne peut offrir une assurance compléte que des produits
d'origine humaine ou contenant des micro-organismes inactivés
ne transmettront pas d'infection. Il est donc recommandé que
tous les produits d'origine humaine soient considérés comme
étant potentiellement infectieux, et manipulés conformément
aux pratiques de biosécurité appropriées.

PRELEVEMENT ET MANIPULATION DES ECHANTILLONS

Le dosage QMS Zonisamide est compatible avec les tubes de
prélevement d'échantillon suivants:



Verre Plastique

Sérum e Tube sec e Non testé

e Tube séparateur de sérum
avec activateurs de

coagulation
Plasma e Héparinate de lithium e EDTA
e Héparinate de sodium
e EDTA

Drautres tubes de prélevement d'échantillon nont pas été validés pour une utilisation
avec le dosage QMS Zonisamide. Suivre les instructions de traitement du fabricant
pour les tubes de prélevement de sérum ou de plasma

Une centrifugation inadéquate de I'échantillon peut entrainer un
résultat erroné.

Vérifier que les échantillons sont exempts de fibrine, de globules
rouges et d'autres matiéres particulaires.

Séparer le plasma ou le sérum des cellules, du caillot ou du gel
le plus tot possible aprés le prélevement. Certains tubes avec
gel séparateur peuvent ne pas convenir pour les dosages de
monitorage médicamenteux ; consulter les informations fournies
par le fabricant du tube.”

Les échantillons séparés des cellules, du caillot ou du gel peuvent
gtre conservés jusqu'a une semaine entre 2 °C et 8 °C. Si le dosage
est différé de plus d'une semaine, conserver les échantillons
congelés (<-10 °C) jusqu’au moment du dosage. Apres quatre
semaines de congélation, on n'a pas constaté de différences de
résultats par rapport a des échantillons frais. Veiller a limiter le
nombre de cycles de congélation-décongélation.



e || est recommandé de prélever les échantillons destinés au
dosage QMS Zonisamide juste avant une prise du médicament
(concentration minimum). La concentration minimum est la meilleure
indication du taux thérapeutique de zonisamide 8”7

PROCEDURE
Matériel fourni
e Réactifs QMS Zonisamide, 0373571
Matériel requis mais non fourni

e Calibrateurs QMS Zonisamide, 0373381
CALA-F: A{1x25mL); B-F(1x1,0mL chacun)

e Controles AMS Zonisamide, 0373373
Niveau 1-3: 1 x 2,5 mL chacun

Procédure du dosage

Se reporter au manuel d'utilisation spécifique de I'instrument pour une
description détaillée des procédures de dosage et de calibration.

Méthodes de dilution de I'échantillon

Utiliser le QMS Zonisamide CAL A (0,0 pg/mL) pour diluer manuellement
les échantillons dont la concentration est en dehors de la plage d'efficacité
du dosage.

Protocole de dilution manuelle

Il est possible d'effectuer une dilution manuelle d'échantillons de patients
dont la concentration de zonisamide est rapportée comme supérieure a
50,0 pg/mL, en préparant une dilution de I'échantillon avec le calibrateur
A QMS Zonisamide (0,0 pg/mL) avant de pipeter I'échantillon dans le godet
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aréaction. La dilution doit &tre réalisée de maniére a ce que les résultats
du dosage des échantillons dilués donnent des valeurs supérieures a la
sensibilité de dosage de 3,0 pg/mL. Multiplier la concentration rapportée
par le facteur de dilution manuelle pour obtenir la concentration finale
de I'échantillon.

Concentration finale concentration facteur de

de I'échantillon rapportée dilution manuelle

Facteur de dilution  (volume de I'échantillon + volume de calibrateur A)
manuelle

volume d'échantillon

CALIBRATION

Le dosage QMS Zonisamide doit étre calibré par une procédure de
calibration compléte (a 6 points). Pour effectuer une calibration compléte,
tester les calibrateurs QMS Zonisamide A, B, C, D, E et F en double.

Il est nécessaire d'effectuer une calibration avec chague nouveau
numéro de lot. Vérifier la courbe de calibration avec au moins deux
niveaux de contrdle conformément aux exigences de contréle qualité
établies du laboratoire. Si les résultats du contrdle se situent hors des
limites acceptables, il peut étre nécessaire de refaire la calibration.

Remarque : Zonisamide CAL A est le blanc de calibration pour ce
dosage.



CONTROLE QUALITE

Selon les besoins, consulter le protocole standard et/ou le plan
d'assurance qualité du laboratoire pour des exigences supplémentaires
de contrdle qualité et les mesures correctives potentielles a prendre.
Toutes les exigences de controle qualité doivent étre appliquées
conformément aux reglements locaux, régionaux et nationaux ou aux
conditions d'agrément.

Les exigences de contréle recommandées pour le dosage QMS
Zonisamide sont les suivantes :

e Analyser au moins deux niveaux de contréle couvrant I'ensemble
de la plage de décision médicale avant chaque série de dosages.

e Siuncontrdle plus fréquent est requis, suivre les procédures de
contrle qualité établies pour le laboratoire.

e Siles résultats de contréle qualité se situent hors de la plage
acceptable définie par le laboratoire, les résultats des patients
peuvent &tre suspects et il convient de prendre des mesures
correctives.

RESULTATS

Le résultat rapporté du dosage QMS Zonisamide peut &tre exprimé en
ug/mL ou en pmol/L. Multiplier par 4,71 les résultats exprimés en ug de
zonisamide/mL pour les convertir en pmol de zonisamide/L.*

Comme pour toute mesure d'analyte, la concentration de zonisamide
doit étre utilisée en association avec les informations provenant des
évaluations cliniques et d'autres procédures diagnostiques.

Codes d’erreur de résultat

Certains résultats peuvent contenir des codes d'erreur de résultat.
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Consulter le manuel d'utilisation spécifique de I'instrument pour une
description de ces codes d'erreur.

LIMITES DE LA METHODE

Au sein de la population générale, la fréquence de la survenue des
anticorps hétérophiles interférants est faible. Ces anticorps peuvent
provoquer |'autoagglutination du réactif microparticules, entrainant
ainsi des résultats erronément faibles non détectés.

A des fins diagnostiques, le résultat d'un test doit toujours &tre évalué
a la lumiere des antécédents médicaux d'un patient, des examens
cliniques et d'autres observations.

Consulter les sections PRELEVEI\/IENT ET MANIPULATION DES
ECHANTILLONS et CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES
SPECIFIQUES de cette notice.

VALEURS ATTENDUES

Sérum/Plasma

La plage thérapeutique du zonisamide n'a pas été bien établie. La demi-
vie d'élimination du zonisamide est de 63 heures. Quand la posologie est
devenue stable, on obtient une concentration & I'équilibre en 14 jours.” Les
concentrations a|'équilibre rapportées sontcomprises entre 20 et 30 pg/mL. 12
Certaines études ont rapporté des concentrations a I'équilibre chez les
patients dont les crises sont contrdlées, comprises entre 10 et 20 pg/mL3 et
entre 10 et 30 pg/mL."3 On a également rapporté des plages thérapeutiques
comprises entre 7 et 40 pg/mL31415 et entre 17 et 50 pg/mlL. '8

Il n'existe pas de relation claire entre les concentrations sériques
de zonisamide et la réponse clinique.” En raison de différences
individuelles entre les patients, on a observé un chevauchement
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considérable des concentrations de zonisamide entre les répondeurs
et les non répondeurs sériques, ainsi qu'entre les taux sériques
associés au controle des crises d'épilepsie et ceux associés aux effets
indésirables 89121718 | g5 effets indésirables légers & modérés sont le
plus fréquemment associés aux patients présentant des concentrations
de zonisamide supérieures & 30 pg/mL.331017

Les concentrations de zonisamide ne doivent pas étre utilisées comme
seul moyen de monitorage médicamenteux. Il est essentiel que le
clinicien surveille attentivement le patient en début de traitement et lors
des ajustements de posologie. Il peut étre nécessaire d'obtenir plusieurs
échantillons pour déterminer une variation attendue des concentrations
optimales (a I'équilibre) pour certains patients.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES SPECIFIQUES

Des résultats de performances représentatifs obtenus sur un analyseur
de chimie clinique automatique commercialisé utilisant une analyse
quantitative turbidimétrique sont présentés ci-dessous.

Sensibilité

Limite de quantification (L0Q)

La limite de quantification du dosage QMS zonisamide est définie
comme étant la plus basse concentration a laquelle on observe
une précision et une détection inter-dosages acceptables (souvent
considérées comme un CV < 20 % avec une détection de + 15 %).
Un échantillon de sérum enrichi avec du zonisamide a été dilué et
dosé par réplicats de dix. Les concentrations théoriques suivantes
de zonisamide ont été analysées :

Les résultats sont résumés ci-dessous.



Cible testée (pg/mL) 10 20 30 40

MOY. 1,01 2,00 320 4,25
n 60 60 59 60
Ecart-type 0,22 0,42 0,54 0,37
CV (pourcentage) 22 21 17 9

Pourcentage de détection 101 100 107 106

La limite de quantification déterminée est de 3,0 pg/mL.
Plage du dosage

Laplage du dosage va de 3,0 a 50,0 ug/mL. Les résultats inférieurs a cette
plage doivent étre rapportés comme < 3,0 pg/mL.

Exactitude et linéarité

['exactitude et la linéarité ont été déterminées par dilution en utilisant
les indications de la directive EPG-A approuvée par le National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)."® Un pool de
sérums d'une concentration approximative de 80,0 pg/mL de zonisamide
a été dilué a diverses concentrations avec du sérum humain négatif
pour le zonisamide. Les sérums dilués ont été dosés en réplicats de
cing avec le dosage QMS Zonisamide. On a ensuite calculé la moyenne
des réplicats de chaque échantillon. Les pourcentages de détection
de chaque concentration ont été calculés en appliquant la formule
suivante.

. Concentration détectée moyenne
% de détection = - — x 100
Concentration théorique




Concentration C ion détecté P de dé

théorique (pg/mL) moyenne (pg/mL)
25 2,81 15
4 44 10
8 7,86 98
16 15,30 96
32 30,25 95
48 45,49 95

Pourcentage de détection moyen : 102

Les données ont été reportées sur un graphique avec la cible calculée
en abscisse et la détection observée en ordonnée. On a déterminé des
équations de régression polynomiales de premier et de second ordre,
et les valeurs prédites pour la série de données ont été générées en
remplagant la concentration détectée pour y dans chaque équation.
La linéarité aux dilutions spécifiques était considérée acceptable si le
pourcentage d'écart était de + 10 % entre les valeurs prédites du premier
ordre et du second ordre.

Comparaison méthodologique

Des études de corrélation ont été effectuées en utilisant les indications du
protocole EP9-A du NCCLS.? Les résultats du dosage QMS Zonisamide ont
été comparés a des méthodes de référence validées de chromatographie
liquide haute performance (CLHP) dans trois différentes études. Dans
chaque étude, des échantillons de sérum ou de plasma de patients traités
avec du zonisamide étaient testés en utilisant le dosage AMS Zonisamide
et la CLHP. L'étude 1 a été menée en externe. Dans les études 2 et 3, la
CLHP était effectuée en externe et les dosages QMS étaient effectués en
interne chez Seradyn, Inc.



Etude 1

Dans la premiére étude, la plage des concentrations de zonisamide
pour le dosage QMS Zonisamide était de 2,71 a 43,60 pg/mL, avec une
concentration moyenne de 20,50 pg/mL. Pour la méthode par CLHP, la
plage des concentrations de zonisamide était de 2,30 a 44,70 pg/mL
avec une concentration moyenne de 21,42 pg/mL.

Les résultats de I'analyse de régression de Passing-Bablok pour I'étude
sont présentés ci-dessous.

50 OVS (iml)

Pente (intervalle de confiance 4 95 %) 0,92 (0,81 & 0,99) % .

Ordonnée a I'origine (intervalle de 1,67(0,3342,72) '.
confiance a 95 %) *

Coefficient de corrélation (r) 0,91
Erreur-type d'estimation 417 »
Nombre d'échantillons 83

HPLC (g/ml)
[ 1 20 30 4 50

Dans la seconde étude, la plage des concentrations de zonisamide
pour le dosage QMS Zonisamide était de 5,39 a 49,63 pg/mL, avec une
concentration moyenne de 21,53 pg/mL. Pour la méthode par CLHP. la
plage des concentrations de zonisamide était de 5 a 58 ug/mL avec une
concentration moyenne de 22,29 pg/mL. Les patients étaient agés de 2
a 80 ans avec un age moyen de 41 ans. On comptait 43 % d’hommes
et 53 % de femmes.

Les résultats de I'analyse de régression de Passing-Bablok pour I'étude
sont présentés ci-dessous.
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Pente (intervalle de confiance 4 95%) 0,93 (0,88 & 0,98) .
Ordonnée a l'origine (intervalle de 1,29(0,43a2,24) % .
confiance a 95 %) .
Coefficient de corrélation (r) 0,93 (0,91%) “ %
Erreur-type d’estimation 3,49 (4,70%) * .
Nombre d"échantillons 145 (148%) 2

*En incluant les résultats aberrants dans |'analyse

o HLC Go/mL)
& e

Ftude 3

Dans la troisieme étude, la plage des concentrations de zonisamide
pour le dosage QMS Zonisamide était de 2,59 a 49,49 pg/mL, avec une
concentration moyenne de 20,69 pg/mL. Pour la méthode par CLHP., la
plage des concentrations de zonisamide était de 2,30 a 50,70 pg/mL
avec une concentration moyenne de 19,27 pg/mL.

Les résultats de I'analyse de régression de Passing-Bablok pour I'étude
sont présentés ci-dessous.

Pente (intervalle de confiance 295 %) 1,06 (1,024 1,12) 50 VS GOy ..
Ordonnée a l'origine (intervalle de 0,18(-0,37 a 0,74) e
confiance & 95 %) “ Bt
Coefficient de corrélation (r) 0,98 - 'E:
Erreur-type d'estimation 2,67 ot
Nombre d'échantill 97 = ‘;-’:
;ﬁ.
0 g
Ko
0 HPLC (g/ml)




Précision
La précision a été déterminée selon les recommandations du protocole

EP5-A du NCCLS.2' Deux différentes études de précision ont été
menées.

Dans chaque étude, on a utilisé un contréle commercial a trois niveaux a
base de sérum humain contenant du zonisamide et des pools d'échantillons
patients représentant des valeurs thérapeutiques basses, moyennes et
élevées. Dans la premiére étude, chaque niveau des échantillons de
contréle et des échantillons de patients a été dosé en double deux fois
par jour pendant vingt jours non consécutifs. Dans la seconde étude, les
controles étaient dosés en double et les pools d'échantillons de patients
en simple. Les séries quotidiennes ont été analysées a au moins deux
heures d'intervalle. On a calculé les moyennes ainsi que |'écart-type et le
coefficient de variation (%) intra-série et totaux.

Les résultats ci-dessous sont des résultats représentatifs issus de données
regroupées.

Etude 1
Intra-série Total
Echantillon n Moyenne  Ecart-  CV(%) Ecart- CV (%)
(ng/mL) type type

Pool d’échantillons patients bas 80 10,42 0,59 57 0,86 83
Pool d’échantillons patients moyen 80 21,74 1,38 5,0 2,19 79
Pool d’échantillons patients élevé 80 40,74 2,45 6,0 3,06 75
Contrdle de niveau 1 80 8,90 0,37 4,2 0,61 6,8
Contréle de niveau 2 80 21,39 1,50 55 1,80 6,6
Contréle de niveau 3 80 52,30 2,17 41 3,00 57




Etude 2

Intra-série Total
Echantillon n Moyenne  Ecart-  CV(%) Ecart- CV (%)
(pg/mL) type type

Pool déchantillons patients bas *24 7,30 5.0 5.0 0,84 15
Pool d’échantillons patients moyen ~ *24 26,22 s.0. s.0. 2,09 8,0
Pool d'échantillons patients élevé *24 48,92 S.0. S.0. 5,56 11,4
Contréle de niveau 1 80 8,07 0,65 8,0 0,73 90
Contrdle de niveau 2 80 26,14 1,48 57 1,88 712
Contréle de niveau 3 80 50,52 3,05 6,0 4,45 88

*Les pools d’échantillons de patients étaient testés lors de 12 jours non consécutifs pendant I'étude.

Spécificité

Des études d'interférence ont été menées en utilisant les indications du
protocale EP7-A du NCCLS.% La réactivité croisée a été testée pour les
principaux métabolites du zonisamide. On a également testé d'autres
médicaments administrés en routine avec le zonisamide ainsi que des
substances endogenes afin de déterminer si ces substances affectent
la quantification des concentrations de zonisamide avec le dosage QMS
Zonisamide. On a enrichi des pools de sérum (contrdle) contenant des
concentrations faibles et élevées de zonisamide avec des concentrations
élevées de ces composés et de substances endogenes. Les échantillons ont
été dosés et les concentrations de zonisamide des échantillons contenant
une substance interférente ont été comparées au sérum de contréle.

Meétabolites

Le zonisamide subit une acétylation en N-acétyl zonisamide (NAZ) et
une réduction pour former du 2-sulfamoylacétyl phénol (SMAP), un
métabolite a cycle ouvert. Dans la dose excrétée, on détecte 35 % sous
forme de zonisamide, 15 % sous forme de NAZ et 50 % sous forme de
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glucuronide de SMAP. La réduction du zonisamide en SMAP est médiée
par I'isoenzyme 3A4 du cytochrome P450 (CYP3A4)."23

Des études ont été menées pour étudier la réactivité croisée de
I'antisérum QMS Zonisamide avec les deux principaux métabolites. On a
ajouté plusieurs concentrations de NAZ et de SMAP a du sérum humain
normal contenant des concentrations connues de zonisamide (environ
12 et 36 ug/mL) et testé ce sérum avec le dosage QMS Zonisamide.

P Pourcentage de réactivité croisée

Meétaholite  de métabolite Sans Faible ion Forte
(ng/mL) isamid de zonisamid de zonisamid

NAZ 500 0,20 0,20 0,20
100 ND ND ND
50 ND ND ND
25 ND ND ND
5 ND ND ND

SMAP 500 2,60 2,30 ND
100 11,30 1,30 ND
50 2,90 ND 4,40
25 3,70 ND 5,70
5 9,30 ND 4,20

ND = non détecté

Interférence médicamenteuse

Onamené des études avec le dosage AMS Zonisamide pour déterminer
si des substances fréqguemment administrées ou de structure
similaire au zonisamide affectaient la détection de la concentration
de zonisamide.

On a enrichi du sérum humain normal contenant des concentrations
18



connues de zonisamide (environ 12 et 36 pg/mL) avec une forte
concentration de chaque composé, puis dosé le sérum enrichi en
parallele avec un contrdle sérique de zonisamide. L'erreur de détection
du zonisamide était < 5 % pour toutes les substances. Le tableau ci-

dessous indique les substances et les concentrations testées.

Substance (;ancenlratinn Substance Concentration
interférente de substance interférente de substance
interférente™ interférente*
10-hydroxy-carbamazépine 100 Héparine 8500/U/L
2-éthyl-2-phénylmalondiamide 1000 Ibuproféne 400
Acide salicylique 500 Lamotrigine 300
Acide valproique 1000 Lévétiracétam 100
Caféine 100 Paracétamol 200
C 120 Phénobarbital 400
C: épine-10,11-époxide 120 Phénytoine 200
Clonazépam 05 Primidone 100
Cyclosporine A 40 Sulfaméthoxazole 400
Diazépam 10 Sulfisoxazole 1000
Erythromycine 200 Théophylline 250
Ethosuximide 1000 Topiramate 250
Felbamate 1000 Triméthoprime 20

*pg/mL sauf indication contraire

Substances endogénes

On a ajouté des concentrations cliniguement élevées de substances
endogénes potentiellement interférentes a du sérum contenant des
concentrations connues de zonisamide (environ 12 et 36 pg/mL).
Chaque échantillon a été testé avec le dosage QMS Zonisamide,
en méme temps qu'un contrle sérique de zonisamide. Toutes les
substances ont entrainé une erreur < 10 % pour la détection du
zonisamide. Le tableau ci-dessous indique les substances endogenes

19



et les concentrations testées.

Substance Concentration de
interférente substance interférente
Albumine 12 g/dL
Bilirubine 20 mg/dL
Cholestérol 500 mg/dL
Hémoglobine 1150 mg/dL
Gammaglobuline 12 g/dL
Facteur rhumatoide* 500 Ul/mL
Triglycérides* 1500 mg/dI
Acide urique* 20 mg/dL

*Préparé par dilution d‘un échantillon de patient
naturel avec des pools de sérums humains enrichis

avec du zonisamide
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