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Pouziti

Imunostanoveni pro in vitro kvantitativni stanoveni Interleukinu-6 (IL-6)

v lidském séru a plazmé. Stanoveni Elecsys IL-6 Ize pouzit jako indikator
akutniho zanétu pfi 1é¢hé téZce nemocnych pacientdl.
Elektrochemiluminiscencni imunostanoveni ,ECLIA* je uréeno pro pouziti
na imunochemickych analyzatorech Elecsys a cobas e.

Souhrn

Interleukin-6 (IL-6) je pleiotropni cytokin se Sirokym spektrem funkci. Nejdfive
byl popsén jako interferon-B2, rlstovy faktor plazmocytomu a hepatocyty
stimulujici faktor. Pozdéji byl popsan jako lidsky, B-bufky stimulujici faktor 2
(BSF2). V roce 1988 byl navrzen nézev IL-6, jelikoz dalsi studie ukazaly,

Ze protein vykazuje aktivity nejen v B-burikéch, ale rovnéz v T-burikéch,
krvetvornych kmenovych burikach, hepatocytech a mozkovych burikéch.!
IL-6 je tvofen z jednoho genu kddujiciho 212 aminokyselin, ktery je roz&tépen
na N-konci polypeptidu, pfi¢emZ vytvafi peptid ze 184 aminokyselin s
molekulovou hmotnosti mezi 22-27 kDa.2 V roce 1989 bylo ozndmeno, Ze
byly detekovany rovnéz imunoreaktivni komplexy v rozmezi 60-70 kDa v
lidskych télnich tekutindch u pacientl s akutni bakteridini infekef.3

Produkce IL-6 je nahle vyvoldna pfi akutnich zanétlivych reakcich,
spojenych se zranénim, drazem, stresem, infekci, klinickou smrti,

neoplazii a dalSimi vaznymi stavy.2

Koncentrace IL-6 u pacientd s traumatem mohou pfedpovédét

pozdéjsi komplikace pfi naslednych chirurgickych vykonech nebo

indikovat jiné zranéni ¢i komplikace.*5

Nasledna méfeni IL-6 v séru nebo plazmé pacient pfijatych na JIP (jednotku
intenzivni péCe) ukézala, Ze jsou uziteéna pfi hodnoceni zavaznosti SIRS
(syndrom systémové zanétové odpovedi organizmu), sepse a septického Soku
a pfi pfedpovédi klinickych vysledki u téchto pacient(.57:8 IL-6 je rovnéz
uzite¢ny jako véasny varovny marker pro detekci neonatéini sepse. 101112 |L-6
hraje roli i u chronickych zanétu, napf. revmatoidni artritidy (RA).13.14

Princip testu

Sendvicovy princip. Celkova doba stanoveni: 18 minut.

* 1. inkubace: 30 pL vzorku je inkubovano s biotinylovanou
monoklonalni protilatkou proti IL-6.

* 2. inkubace: Po pfidani monoklonaini protilatky proti IL-6 znaCené
rutheniovym komplexem? a mikro¢astic potazenych streptavidinem,
tvofi protilatky s antigeny vzorku sendvicovy komplex.

* Reakéni smés je naséta do méfici cely, kde jsou mikroCastice zachyceny
magnetickym polem na povrchu elektrody. Nenavézané slozky jsou
odstranény roztokem ProCell. Pfivedené napéti na elektrodé vyvola
chemiluminiscenéni emisi fotond, ktera je zméfena fotonasobicem.

* Vysledky jsou vyhodnoceny z kalibraéni kfivky, ktera je specificky
vytvofena pro pfistroj 2-bodovou kalibraci a master kfivky,
dodavané v ¢arovém kodu reagencie.

a) Tris(2,2"-bipyridyl)ruthenium(ll)-komplex (Ru(bpy)%*)

Reagencie - pracovni roztoky

M Mikrocéstice potazené streptavidinem (prlhledné vicko),
1 néadobka, 6,5 mL:
Streptavidinem potazené mikro¢astice, 0,72 mg/mL; konzervans.

R1 Anti-IL-6~biotin (Sedé vicko), 1 nadobka, 9 mL:
Biotinylovana monoklondlini protilatka proti IL-6 (mysi) 0,9 pg/mL;
fosfatovy pufr 95 mmol/L, pH 7,3; konzervans.

R2 Anti-IL-6~Ru(bpy)3* (Cerné vicko), 1 nadobka, 9 mL:
Monoklondlni protilétka proti IL-6 (mysi), znaCend rutheniovym
komplexem 1,5 pg/mL; fosfatovy pufr 95 mmol/L, pH 7,3; konzervans.
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Bezpecnostni opatieni a varovani

Pro diagnostické poutziti in vitro.

Dodrzujte bézna bezpeénostni opatfeni, nutna pro nakladani

se vSemi reagenciemi.

Likvidace vSech odpadnich materiald musi probihat v souladu

S mistnimi pfedpisy.

Bezpecnostni listy jsou dostupné pro odborné uzivatele na vyzadani.
Zabrarite vytvofeni pény u vSech reagencii a typl vzork{

(vzorky, kalibratory a kontroly).

Zachazeni s reagenciemi

Reagencie v soupravé jsou sestaveny tak, Ze tvofi komplet, pfipraveny
k pouZiti a nemohou byt oddéleny.

V&echny informace, potfebné pro spravnou ¢innost, jsou nacteny

z pfisluného ¢arového kddu reagencie.

Uskladnéni a stabilita

Skladujte pfi 2-8 °C.

Reagenéni soupravu Elecsys IL-6 skladujte ve vzpfimené
poloze, aby byla zabezpedena dostupnost vSech mikroCastic
pfi automatickém michani pied pouzitim.

Stabilita:

neoteviené pfi 2-8 °C
po otevfeni pfi 2-8 °C
v analyzétorech

do uvedeného data exspirace
12 tydnd
4 tydny

Odbér vzork( a pfiprava

Pouze nize uvedené vzorky byly testovany a jsou vhodné ke stanoveni:
Sérum odebrané standardni odbérovou soupravou nebo se separacnim gelem.
Li-heparin, Ko- a K3-EDTA plazma.

Kritérium: Sklon 0,9-1,1 + Usek na ose v ramci <2 x analyticka
senzitivita (LDL) + korelaéni koeficient > 0,95.

Stabilni 5 hodin pfi 20-25 °C, 1 den pfi 2-8 °C, 3 mésice

pfi -20 °C. Zamrazit jen jednou.

Uvedené druhy vzorkd byly testovany s vybranymi typy odbérovych zkumavek,
které byly komeréné dostupné v t€ dobé tzn., Ze do testu nebyly zafazeny
vSechny typy zkumavek vech vyrobcl. Systémy odbéru vzorkl riznych
vyrobcli mohou obsahovat riizné materidly, které mohou mit v nékterych
piipadech vliv na vysledky. Pfi zpracovéni vzorki v primarnich zkumavkach
(systémy odbéru vzorku), dodrzujte pokyny jejich vyrobce.

Vzorky, obsahuijici precipitéty, centrifugujte pfed provedenim testu.
Nepouzivejte teplem inaktivované vzorky. Nepouzivejte vzorky

a kontroly stabilizované azidem.

Pred méfenim zajistéte, aby vzorky pacient, kalibratory a kontroly,

mély pokojovou teplotu (20-25 °C).

Vzhledem k moznému odparu roztokd, kalibrétorti a kontrol v analyzétoru,
zajistéte jejich zpracovani do 2 hodin.

Dodavany material
Reagencie jsou uvedeny v ¢asti "Reagencie - pracovni roztoky".

Potiebny material (ale nedodavany se soupravou)
o Kat. ¢. 05109469190, IL-6 CalSet pro 4 x 2 mL
e Kat. ¢. 05109477190, PreciControl IL-6, pro 2 x 2 mL kaZdého
z PreciControl IL-6 1 a 2
o Kat. ¢. 03609987190, Diluent MultiAssay, 2 x 16 mL diluentu vzorkd
*  Celkové vybaveni laboratofe
*  Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 nebo analyzator cobas e
PrisluSenstvi pro analyzatory Elecsys 2010 a cobas e 411:
o Kat. & 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL systémovy pufr
e Kat. ¢. 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL Gistici roztok pro méfici celu
o Kat. & 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL promyvaci pfisada
e Kat. ¢. 11933159001, Adapter for SysClean
o Kat. ¢. 11706802001, Elecsys 2010 Assay Cup, 60 x 60 reakénich nadobek
e Kat. ¢. 11706799001, Elecsys 2010 Assay Tip, 30 x 120 pipetovacich Spi¢ek
PfisluSenstvi pro analyzatory MODULAR ANALYTICS E170 a cobas e 601:
o Kat. ¢. 04880340190, ProCell M, 2 x 2 L systémovy pufr
o Kat. ¢. 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L &istici roztok pro méfici celu
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e Kat. ¢. 12135027190, CleanCell M, 1 x 2 L gistici roztok
pro méfici celu (pro USA)

o Kat. ¢. 03023141001, PC/CC-Cups, 12 kali$kd pro predehfivani
ProCell M a CleanCell M pfed pouzitim

¢ Kat. ¢. 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL Eisticiho roztoku
pro finalizaci a myti béhem zmény reagencii

o Kat. ¢. 12102137001, AssayCups/AssayTips Combimagazine M,
48 palet x 84 reak. nadobek nebo pipet. Spicek, odpadni vaky

o Kat. ¢. 03023150001, WasteLiner, odpadni vaky

o Kat. €. 03027651001, SysClean Adapter M

PfisluSenstvi pro vSechny analyzatory:
o Kat.¢. 11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL systémovy Cistici roztok

Stanoveni

NejvhodnéjSiho provedeni stanoveni dosahnete, budete-li dodrzovat
pokyny, uvedené v dokumentaci pro analyzatory. Instrukce, specifické pro
jednotlivé analyzatory, vyhledejte v uzivatelské pfirucce.

Promichani mikro¢éstic pfed pouzitim prob&hne automaticky.

Nactéte specifické parametry pro test z ¢arového kddu reagencie.

Ve vyjime€nych pfipadech, kdy ¢arovy kéd nemiize byt nadten,

zadejte 15-ti mistnou sekvenci Cisel.

Analyzatory MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 a cobas e:
Vytemperuijte chlazené reagencie na pfiblizné 20 °C a umistéte je do
reagenéniho kotouce (20 °C) analyzétoru. Zabrarte vytvofeni pény. Systém
automaticky reguluje teplotu reagencii a otvird/zavira nadobky.

Kalibrace

Navaznost: Tato metoda byla standardizovana podie NIBSC (National Institute
for Biological Standards and Control) 1st IS 89/548 Standard.

Kazda reagencni souprava Elecsys IL-6 je opatfena Stitkem s

¢arovym kodem, obsahujicim informace, potfebné pro kalibraci dané

Sarze reagencii. Pfeddefinovand master kfivka je uzpdsobena pro
analyzator pomoci Elecsys IL-6 CalSet.

Frekvence kalibrace: Kalibrace musi byt provedena jednou pro celou Sarzi
reagencii novymi reagenciemi (tj. ne vice nez 24 hodin od registrace reagenéni
soupravy v analyzatoru). Obnoveni kalibrace je doporuceno:

Analyzatory MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 a cobas e:

* po 1 mésici (28 dni) pfi pouzivani stejné Sarze reagencii

* po 7 dnech (pfi pouZivani stejné reagenéni soupravy v analyzatoru)

o dle potfeby: napf. vysledky kontroly kvality jsou mimo uréené rozmezi

Kontrola kvality

Pro kontrolu kvality pouzivejte Elecsys PreciControl IL-6 1 a 2.

Jiny vhodny kontrolni material mize byt rovnéz pouZit.

Kontroly pro rozdilné koncentraéni hladiny by mély byt jednotlivé stanoveny
nejméné jednou za 24 hodin pfi pouzivani testu, alespon jednou pro soupravu
reagencii a po kazdé kalibraci. Kontrolni intervaly a meze by mély byt
uzplsobeny pro kazdou laboratof dle individudlnich poZzadavkd. Naméfené
hodnoty by se mély pohybovat v pozadovanych mezich.

Kazda laboratof by méla mit vypracovany postup pro pfipad, ze

hodnoty kontrol pfekro¢i poZzadované meze.

Sleduijte pfisludna viadni nafizeni a lokalni smémice kontroly kvality.

Vypocet
Analyzator automaticky pocita koncentraci analytu pro kazdy vzorek v pg/mL.

Omezeni - interference

Stanoveni neni ovlivnéno ikterem (bilirubin < 428 pmol/L nebo < 25 mg/dL),
hemolyzou (Hb < 0,621 mmol/L nebo < 1,0 g/dL), lipémii (Intralipid

<1500 mg/dL) a biotinem < 123 nmol/L nebo < 30 ng/mL.

Kritérium: Vytéznost v rozmezi +15 % poéateéni hodnoty.

U pacientti, ktefi dostavaji vysoké davky biotinu (tj. > 5 mg/den), mohou byt
vzorky odebrany nejdfive za 8 hodin po podani posledni davky biotinu.
Interference nebyla zaznamenéna od revmatoidnich faktord

do koncentrace 1 500 1U/mL.

Efekt nadbytku antigenu (hook efekt) nebyl zaznamendn pro IL-6

do koncentrace 200 000 pg/mL.

In vitro testy byly provadény na 18 bézné uzivanych a 13 speciélnich
lécich. Nebyla zjiSténa zadnd interference.
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Ve vzécnych pfipadech je moZné pozorovat interferenci zplsobenou
velmi vysokym titrem protilatek proti analyt-specifickym protilatkam
(jako HAMA), streptavidinu nebo rutheniu. Tyto d€inky jsou
minimalizovany vhodnym navrzenim testu.

Pro diagnostické ucely je vzdy nezbytné pouzivat vysledky ve spojeni
s chorobopisem pacienta, klinickym vySetfenim a ostatnimi nalezy.

Rozsah méfeni

1,5-5 000 pg/mL (definovano spodnim detekénim limitem a maximem master
kfivky). Hodnoty pod detekénim limitem jsou hlaSeny jako < 1,5 pg/mL.
Hodnoty nad rozsahem méfeni jsou vydany jako > 5 000 pg/mL (nebo

do 50 000 pg/mL pii 10-nasobném Fedéni vzorku).

Redéni

Vzorky s koncentraci IL-6 vy$Si nez rozsah méfeni mohou byt nafedény
Elecsys Diluent MultiAssay. Doporuceny pomér fedéni je 1:10 (bud’
automaticky na analyzatorech MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010
a cobas e nebo ruéné). Koncentrace fedéného vzorku musi byt > 50 pg/mL.
Po ruénim nafedéni vysledek vynasobte faktorem fedéni. Po nafedéni
analyzatorem software MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 a cobas e
automaticky pocita s fedénim pii vypoétu koncentrace vzorku.

Ocekavané hodnoty

V externi studii, pouZitim stanoveni Elecsys IL-6 na vzorcich 817 zjevné
zdravych jedinc(, bylo zjisténo referenéni rozmezi az 7 pg/mL (95. perc.).
Kazda laboratof by si méla provéfit pfevoditelnost oéekavanych hodnot na svou
populaci pacientti a je-li to nutné, stanovit si viastni referenéni rozmezi.

Klinicka vykonnost

Stanoveni bylo provedeno na vzorcich od 281 pacientd JIP s potvrzenou
infekci nebo podezfenim na infekci. Pacienti byli roztfidéni do kategorii,
zaloZenych na konsenzudlnich kritériich ACCP/SCCM (American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine): SIRS,
sepse, zavazna sepse a septicky Sok.' Hodnoty IL-6 pacientli se

SIRS (n = 94) nebo sepsi (n = 65), zavaznou sepsi (n = 60) nebo
septickym Sokem (n = 62) byly (3 evropska centra):

IL-6 (pg/mL)
Median | Primér | Minimum | Maximum [N=281| N
SIRS 62,1 150 <15 2 062 94 159
Sepse 131 294 6,47 3122 65
Zavazna sepse | 346 1827 15,2 39 121 60 12
Septicky Sok 659 8 835 8,55 171 257 62

Specifické technické udaje
Udaje, typické pro analyzatory, jsou uvedeny nize. Vysledky, ziskané
v rliznych laboratofich, se mohou lisit.

Presnost

Presnost byla stanovena pouZitim reagencii Elecsys, vzorku a kontrol, podie
protokolu (EP5-A2) CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute): 2 série
denné v duplikdtech, kazda za 21 dni (n = 84). Byly ziskany nasledujici vysledky:

Analyzétory Elecsys 2010 a cobas e 411
Reprodukovatelnost®|  Prostfedni pfesnost

Vzorek Prlimér SD VK SD VK

pg/mL pg/mL % pg/mL %
Lidské sérum1 | 17,3 1,03 6,0 1,46 8,5
Lidské sérum2 | 117 2,90 2,5 3,71 32
Lidské sérum3 | 891 22,8 2,6 25,5 29
PCCIL-6 1 40,0 0,906 2,3 2,15 54
PCIL-6 2 244 419 1,7 7,65 3,1

b) Reprodukovatelnost = pfesnost v sérii
¢) PC = PreciControl

Analyzatory Elecsys a cobas e
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Opakovatelnost Prostredni presnost

Vzorek Primér SD VK SD VK

pg/mL | pg/mL % pg/mL %
Lidské sérum 1 | 12,1 0,346 2,9 0,371 31
Lidské sérum2 | 49,0 0,657 1,3 0,782 1,6
Lidské sérum 3 | 1966 17,2 0,9 22,2 11
PCIL6 1 24,6 0,456 1,9 1,31 53
PCIL:6 2 233 4,03 1,7 1,3 49

Analyticka senzitivita (spodni detekcni limit)
Pribl. 1,5 pg/mL

standardem (master kalibrator, standard 1 + 2 SD, pfesnost v sérii, n = 21).

Porovnani metod

Porovnani stanoveni Elecsys IL-6 (y) s komeréné dostupnym stanovenim
IL-6 (x), pouzitim Klinickych vzork{, poskytlo nésledujici korelace:

Pocet naméfenych vzorkl: 113

Passing/Bablok6 Linedrni regrese
y=114x+ 3,0 y =1,06x + 7,63
7=0,908 r=10,980

Koncentrace vzorku byly v rozmezi cca 3 az 1 000 pg/mL.

Analyticka specificnost

Stanoveni Elecsys IL-6 nevykazuje zadnou vyznamnou kfizovou reaktivitu
s nésledujicimi latkami, testovano s koncentraci IL-6 pfibl. 10 pg/mL

a 200 pg/mL (max. testovana koncentrace):

Létky Neinterferujici koncentrace (ng/mL)
Interleukin-1ox 50

Interleukin-1B 50

Interleukin-2 50

Interleukin-3 50

Interleukin-4 50

Interleukin-8 50

Interferon-y 50

TNF-o 50
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Vice informaci o vSech potfebnych komponentech je uvedeno v odpovidajicim
navodu k pouziti uréeném pro analyzator nebo v aplikacnim dokumentu,
informacich o produktu a v piibalovém letaku.

Vyznamné doplitky nebo zmény jsou oznaceny pruhem podél textu. Zmény testovych parametrd ¢arového

kédu reagencii, které uz byly nacteny, by mély byt editovany ruéné.
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