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URCENE POUZITI

Souprava dsDNA (Crithidia I.) je nepfimy imunofluorescenéni test vyuzivajici Crithidia luciliae pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni
protilatek IgG proti dvouviéknové DNA (dsDNA) v lidském séru pomoci manudini fluorescenéni mikroskopie nebo automatizovaného
mikroskopu dIFine®. Pfitomnost protilatek dsDNA ve spojeni s dal§imi sérologickymi a klinickymi nélezy mize napomoci v diagnostice
systémového lupus erythematodes (SLE).

SHRNUTI A VYSVETLENI

Protilatky proti dsDNA se ¢asto nachézeji v sérech pacientl s aktivnim spontdnnim systémovym lupus erythematodes (SLE) a léky

vyvolanym lupusem (1-9). Pfitomnost protilatek proti dsDNA sv&d&i o aktivnim SLE a Gzce koreluje s néstupem lupusové nefritidy (5, 10-

13). Specificnost protilatek proti dsDNA pro SLE je mnohem vy$si neZ u antinukledrnich protilatek (5, 12). Detekce protilatek proti dsDNA

proto poskytuje cenné diagnostické i prognostické informace pro diferencidlni diagnostiku SLE (5, 10-13). Protilatky proti DNA byly

objeveny v sérech pacientl se SLE pfed né&kolika desitkami let (1-4). Od té doby byly DNA protilatky studovény Fadou technik, véetné

gelové difaze (1, 14-15), fixace komplementu (2, 14 a 18), aglutinace (17, 18), DNA spot testl (13, 19), radioimunoelektroforézy (20),

kontraimunoelektroforézy (21, 22), precipitace siranem amonnym (10, 23 a 24) a ELISA (38). Bylo vynaloZeno zna&né Usili na stanoveni

specificity DNA protilatek. Nyni je zfejmé, Zze byly nalezeny protilatky, které reaguji bud’ s dsDNA, nebo s denaturovanou jednovldknovou

DNA (sDNA), nebo s obéma (8, 12, 14 a 20). PFedpoklada se, ze dsDNA protilatky koreluii s klinickou aktivitou onemocnéni (2, 5, 10, 25, 39,

40). Kromé toho byly z ledvin pacientd se SLE eluovany protilatky proti dsDNA a jedna studie prokézala pfitomnost komplex( DNA-anti-

dsDNA v sérech pacientl s aktivnim SLE (26). Tyto protilatky v&ak byly nalezeny u pacientl s aktivni lupusovou nefaritidou i bez ni (27, 28).

Nepfimé fluorescenéni analyza (IFA) dsDNA (Crithidia |.) je zaloZena na pouZiti kinetoplastového substratu Crithidia I, ktery poprvé popsali

Aarden a kol. (29). Tato metoda je uzite&nym laboratornim testem k detekci protilatek proti dsDNA u pacient(i se systémovym lupus

erythematodes (30-33).

PRINCIP TESTU

Souprava dsDNA (Crithidia I.) je nepfimy fluorescenéni test protilatek (IFA) pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni IgG protilatek

proti dsDNA v lidskych sérech. Reakce probihd ve dvou krocich:

1. Krokjedna; Pokud jsou pfitomny protilatky proti dsDNA, probihd v prvnim kroku reakce mezi protildtkami proti dsDNA a kinetoplastem
substrdtu Crithidia I.

2. Krok dva; k substrétu se pridé konjugat kozi protilatky proti lidskému IgG znageny fluorescein isothiokyanéatem (FITC). Pokud séra
pacienta obsahuji protildtku IgG proti dsDNA, bude pfi zkoumani prepardtd fluorescenénim mikroskopem pozorovana pozitivni
jablkové zelend fluorescenéni reakce antigen-protilatka. Pozitivni reakce je rozpoznéna jako intenzivni barvici reakce v malych
kinetoplastech organismu Crithidia |.

REAGENTY

Poskytnuté materidly:

Kazdy testovaci systém obsahuje ndsledujici slozky v dostateéném mnoistvi k provedeni poctu testd uvedeného na stitku obalu.
POZNAMKA: Konjugat a kontroly obsahuji kombinaci proclinu (0,05 % obj./obj.) a azidu sodného (<0,1 % hm.[obj.) jako konzervantt.

SLD Substratové sklicka Crithidia |.: Deset skli¢ek s 10 jamkami a sacim papirem.

Konjugdt: Kozi anti-lidsky IgG znaceny FITC. Obsahuje fosfatovy pufr s BSA a kontrastni barvivo. Dvé

CONJ 3,5ml lahvi¢ky s jantarovym uzévérem. Pfipraveno k pouZziti.
CTRL + Pozitivni kontrola (lidské sérum): Vyvola pozitivni jablkové zelené zbarveni kinetoplastd u organismd
Crithidia I. Jeden, 0,5 ml, Cerveny- uzaviratelnd lahvi¢ka. Pfipraveno k pouziti.

Negativni kontrola (lidské sérum): Nebude produkovat detekovatelné barveni dsDNA. Jeden, 0,5 ml,
zeleny-uzaveér, lahvicka. Pfipraveno k pouZziti
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Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS): pH 7,2 + 0,2. Obsah kazdého sa&ku s pufrem vysypte do
BUF PBS jednoho litru destilované nebo deionizované vody. Michejte, dokud se vSechny soli dikladné
nerozpusti. Dva sGc¢ky postacuji k pfipravé 2 litrd.

MNTMED Montazni médium (pufrovany glycerol): Jedna 3,0ml lahvicka s bilym uzdvérem a kapacim uzavérem
C'DvG | S Kryci sklo. Baleni dvandcti kusl, 24 x 60 mm, tloustka ¢&. 1.
POZNAMKY:

Nasledujici komponenty nezavisi na éisle Sarze soupravy a lIze je pouzivat zaménitelné s produkty Sebia IFA, pokud jsou ¢isla
produkti shodna: Montazni médium (produkt &.: FA0009S), Negativni kontrola (FA2005-1UNC), Kryci skliéko (produkt S8007) a PBS
(produkt &.:0008S).

POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTIi DODAVKY

1.

ISR

©®No®

Automaticky mikroskop dIFine® nebo Fadné vybaveny fluorescenéni mikroskop s FITC filtrem (450-490 nm).

Pipetor(y) schopny(é) pipetovat objemy mezi 10 a 200 .

Jednordzové pipetovaci Spicky.

Malé zkumavky, fedici desticky nebo podobné prostiedky pro pfipravu fedénych vzorkd.

Promyvacka sklic¢ek nebo velkd barvici miska s magnetickou michaci destickou pro promyvani sklicek mezi jednotlivymi inkubacnimi
kroky.

Destilovand nebo deionizovand voda.

Odmeérny valec o objemu 1 litr.

Laboratorni ¢asovac pro sledovani inkubaénich kroku.

Odpadni nddoba, jednorazové rukavice a dezinfekéni prostfedek (napf.: 10% bélidlo pro domacnost — 0,5% chlornan sodny).

SKLADOVACI PODMINKY

l/-8°C
2°C Mont&zni média, konjugdt, sklicka, pozitivni a negativni kontroly.

Neoteviend sada.

Rehydratovany PBS (stabilni po dobu 30 dn).

25°C
200} Saeky s fosfatem pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS).

OPATRENI

1.
2.

Pro diagnostické poutziti in vitro.

Dodrzujte béind bezpenostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi Cinidly. V pfipadé zasazeni o€i je okamzité vypldchnéte
velkym mnozstvim vody a vyhledejte lékafskou pomoc. Pouzivejte vhodny ochranny odé&v, rukavice a ochranu o&i/obliceje.
Nevdechuijte vypary. Odpad zlikvidujte v souladu se vEemi mistnimi, statnimi a federainimi zakony.

Jamky na podloznim sklicku neobsahuji Zivotaschopné organismy. PovazZujte viak podiozni sklicko za potencidalné biologicky
nebezpeény materidl a zachdzejte s nim podle toho.

Kontrolni materidly jsou potencid@lné biologicky nebezpe&né materidly. Vychozi materidly, ze kterych byly tyto produkty ziskény, byly
schvalenymi testovacimi metodami shledény negativnimi na antigen HIV-1, HBsAg a protilatky proti HCV a HIV. Vzhledem k tomu, Ze
24dnd testovaci metoda nemuze poskytnout Gplnou zdruku nepfitomnosti infekénich agens, mélo by se s témito produkty zachdzet
na Grovni biologické bezpecnosti 2, jak je doporuceno pro jakékoli potencidlné infekéni lidské sérum nebo vzorek krve v manudiu
Centra pro kontrolu nemoci/Néarodnich institutd zdravi ,Biologickd bezpe&nost v mikrobiologickych a biomedicinskych laboratofich*:
aktudlini vydani; a ve standardu OSHA pro patogeny prenésené krvi (20).

Dodrzeni stanovené doby a teploty inkubace je nezbytné pro dosazeni pfesnych vysledkd. VS§echny reagencie musi pfed zahajenim
testu dosdhnout pokojové teploty (20-25 °C). Nepouzité reagencie ihned vratte do plvodnich oballl a dodrzujte skladovaci
pozadavky.

Nespréavné promyti mUlzZe vést k fale$né pozitivnim nebo falené negativnim vysledkdm. Pfed pfidénim konjugdtu minimalizujte
mnozstvi zbytkového PBS blotovénim. Mezi inkubacemi nenechte jamky vyschnout.

Konjugét a kontroly obsahuji azid sodny v koncentraci <0,1 % (hm./obj.). Bylo hlaseno, ze azid sodny v laboratornim potrubi vytvéi
azidy olova nebo médi, které mohou pfi Gderech kladivem zpUsobit explozi. Abyste tomu zabrdanili, po likvidaci roztoku obsahujiciho
azid sodny ddkladné opldchnéte diez vodou. Tento konzervaéni prostiedek muze byt pfi poziti toxicky.

Redéni nebo znehodnoceni t&chto ¢inidel muze vést k chybnym vysledkdm.

Nikdy nepipetuijte Usty. Zabrarite kontaktu €inidel a vzorkd pacienttd s kizi a sliznicemi.

Zabrarite mikrobidlni kontaminaci €inidel. Mohlo by dojit k nespravnym vysledkdm.

KFizové kontaminace &inidel a/nebo vzorkd by mohla zplisobit chybné vysledky.

Opakované pouzitelné sklo musi byt dikladné umyté a opldchnuté bez pouziti Eisticich prostfedkd.

Zabrarite potfisnéni nebo tvorbé aerosolu.
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Béhem skladovani nebo inkubace nevystavuijte €inidla silnému svétiu.

15. Nechdni sG¢ku se sklicky pred otevienim ochranného obalu vychladnout na pokojovou teplotu ochrdani jamky a saci papir pfed
kondenzaci.

16. Promyvaci roztok shromazdujte v odpadni nadrzi. Odpadni roztok o$etfete dezinfek&nim prostfedkem (napf. 10% bélidlo pro
domacnost - 0,5% chlornan sodny). Zabraiite vystaveni &inidel vypartim bélidia.

17.  Nevystavujte Zzddné z reaktivnich &inidel roztokdm obsahujicim bélidlo ani silnym pachidm z roztokl obsahujicich bélidlo. Stopové
mnoistvi bélidla (chlornanu sodného) maze znigit biologickou aktivitu mnoha reaktivnich ¢inidel v tomto testovacim systému.

18. Netlacte na obdlku sklicka. Mohlo by dojit k poSkozeni substratu.

19. Komponenty tohoto testovaciho systému jsou vzdjemné sladény pro optimdini citlivost a reprodukovatelnost. Reagencie od jinych
vyrobct by nemeély byt zameénovany. Peclivé si prectéte pribalovy letdk.

20. Neotevfené/oteviené slozky jsou stabilni do data expirace vytisténého na stitku, za predpokladuy, Ze jsou striktné dodrzovany
doporuc¢ené skladovaci podminky. NepouZivejte po uplynuti doby expirace. Nezmrazuijte.

21.  Kontrastni barvivo Evans Blue je potencidini karcinogen. V pfipadé zasazeni kize opléchnéte vodou. Zlikvidujte v souladu s mistnimi
predpisy.

22. Béhem postupu nenechdvejte sklicka zaschnout. V zavislosti na laboratornich podminkdch muze byt nutné umistit sklicka béhem
inkubace do vihké komory.

SBiRKA VZORKU

1. Odbér vzorkl provadséjte v souladu s dokumentem CLSI M29: Ochrana laboratornich pracovnikl pfed infekénimi nemocemi z
povoldni. Zadnd zndmd testovaci metoda nemuze poskytnout Uplnou zdruku, Ze vzorky lidské krve nebudou prendset infekci. Proto
by vSechny krevni derivaty mély byt povazovany za potencidlné infekeni.

2. Pro tento test pouZivejte pouze &erstvé odebrand a fadné chlazend séra ziskand schvalenymi aseptickymi postupy venepunkce (34,
35). Nemély by se pfidavat zadné antikoagulancia ani konzervaéni latky. Nepouzivejte hemolyzovang, lipemickd nebo bakteriaing
kontaminovana séra.

3. Vzorek skladujte pfi pokojové teploté maximalné 8 hodin. Pokud se testovéni neprovede do 8 hodin, séra Ize skladovat pfi teploté 2—
8 °C maximalné 48 hodin. Pokud se ocekdavd zpozdéni testovani, skladujte testovand séra pfi teploté —20 °C nebo nizsi. Vyhnéte se
opakovanym cyklim zmrazovani/rozmrazovani, které mohou zpUsobit ztratu aktivity protilatek a chybné vysledky. Je odpovédnosti
kazdé laboratofe pouzit véechny dostupné reference a/nebo vlastni studie k uréeni kritérii stability pro svou laboratof (37).

POSTUP TESTU

1. Vyjméte sklicka a dalsi sougdsti soupravy z chladniéky a nechte je ohiét na pokojovou teplotu (20-25 °C). Roztrhnéte ochranny obal
a vyjméte sklicka. Netlaéte na ploché strany ochranného obalu.

2. Kazdou jamku oznaéte prislusnymi séry a kontrolami pacienta. POZNAMKA: Kontroly jsou uréeny k pouZiti nefedéné. Pripravte
Fedéni 1:10 (napf.: 10 pl séra + 90 pl PBS pufru) kazdého séra pacienta.

Semikvantitativni moznosti:

a. Uzivatelé mohou titrovat pozitivni kontrolu do koncového bodu, aby slouzila jako semikvantitativni kontrola (1+ minimalné reaktivni).
V takovych pfipadech by méla byt kontrola dvojndsobné zfedéna vPBS. Koncové Fedéni je stanoveno a vytisténo na lahvicce s
pozitivni kontrolou (£ jedno fedéni). Je tfeba poznamenat, Ze vzhledem k rozdillm v rémci laboratore (vybaveni atd.) by si kazda
laboratof méla stanovit svij viastni ocekévany koncovy titr pro kazdou $arzi pozitivni kontroly.

b.  Pfititraci vzorkd pacientd by mély byt pocdateéni roztoky 1110 fedény v PBS.a viechna ndslednd fedéni by méla byt také pfipravena v
PBS.

3. Pomoci vhodného dévkovace davkujte 30 pl kazdého kontrolniho vzorku a kazdého zfedéného séra pacienta do pfislusnych jamek.

4. Inkubujte sklicka pfi pokojové teploté (20-25 °C) po dobu 35 + 5 minut.

5. Sklicka jemné opldchnéte PBS. Pokud je myjete ru¢né, nestfikejte proud PBS do testovacich jamek.

6. Sklicka promyvejte dvakrat v pétiminutovych intervalech a mezi promyvanimi vymenujte PBS.

7. Vyjméte sklicka z PBS jedno po druhém. Obratte sklicko dnem vzhdru a zajistéte jamky otvory v dodanych savych ubrouscich. Sklicko
osuste otfenim zadni strany savym ubrouskem. POZOR: Umistéte savy ubrousek a sklicko na tvrdy, rovny povrch. Otfeni na
papirovych utérkdch muize znic¢it matrici sklicka. BEhem testu nenechte sklicka zaschnout.

8. Do kazdé jamky pridejte 20—40 ul konjugdtu.

9. Opakujte kroky 4 az 7.

10. Na kazdé podlozni sklicko mezi jamkami naneste 3-5 kapek montovaciho média a pfiloZte kryci sklicko. Alternativné mdzete do

kazdé jamky nanést malé mnozstvi montovaciho média a priloZit kryci sklicko. Sklicka ihned prozkoumejte vhodnym fluorescenénim
mikroskopem.

POZNAMKA: Pokud se o&ekdava zpozdéni pii zkoumani preparatd, zalepte kryci skli¢ko bezbarvym lakem na nehty a ulozte do
chladniéky. Doporuéuje se, aby preparaty byly vysetfeny ve stejny den jako testovani.
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KONTROLA KVALITY

1. Pfi kazdém provedeni testu musi byt zahrnuta pozitivni a negativni kontrola.

2. Pred vyhodnocenim vysledkd testu se doporu¢uje precist si pozitivni a negativni kontrolni slozky. To pomUze pfi stanoveni
referenénich hodnot potfebnych k interpretaci testovaného vzorku. Pokud kontrolni slozky neodpovidaji popisu, vysledky jsou
neplatné.

a. Negativni kontrola — charakterizovand absenci fluorescenéniho barveni kinetoplastu. Barveni pouze jédra a/nebo barveni bazalniho
téliska by mélo byt interpretovano jako negativni test.

b. Pozitivni kontrola — charakterizovéna jakymkoli jablkové zelenym fluorescenénim zbarvenim kinetoplastu. Barveni bazainiho téliska
ve spojeni s kinetoplastem by mélo byt povazovéno za pozitivni vysledek.

3. Dalsi kontroly mohou byt testovany podle pokynli nebo poZadavkd mistnich, statnich a/nebo federdlnich predpisti nebo
akreditaénich organizaci.

POZNAMKY:

a. Intenzita pozorované fluorescence se muze lisit v zavislosti na pouzitém mikroskopu a filtraénim systému.

b. Kinetoplast se obvykle nachazi blize k bazalnimu télisku nez k jadru; vzhledem k tekuté povaze endoplazmy se vSak
umisténi kinetoplastu muze lisit burika od buriky (36).

c. V kazdém poli ététe pouze jednotlivé, dobie definované organismy. Ne vSechny organismy se budou jevit optiméiné;
morfologie se mtize u jednotlivych organismii liit v dasledku fixace, fazi jejich rastu a/nebo jejich orientace na skli€ku pfi
suseni (36).

INTERPRETACE VYSLEDKU

1. Titry mens$i nez 110 jsou povazovdny za negativni.

2. Pozitivni test: Jakékoli pozorované jablkové zelené zbarveni malého kinetoplastu substratového organismu Crithidia I. pfi Fedént 1:10
na zékladé stupnice 1+ az 4+. 1+ je povazovano za slabou reakci a 4+ za silnou reakci.

3. Pro semikvantitativni vysledky by méla byt vSechna séra pozitivni v poméru 110 titrovéna do koncového bodu fedéni. Toho se
dosahuje sériovym fedénim v§ech pozitivnich vzorkl pacientd v poméru 1110, 1:20, 1:40 atd. Koncovym bodem je nejvyssi fedéni, které
vyvold pozitivni reakci.

4. Soucasné barveni malého kinetoplastu a sousedniho vétsiho jadra Crithidia I. by mélo byt interpretovdno jako pozitivni test.

5. Poldarni barveni na bdzi bi¢ikd neni vyznamné.

6. Barveni pouze jadra by nemeélo byt interpretovéno jako pozitivni test.

OMEZENI TESTU

1. Souprava dsDNA (Crithidia I.) je diagnostickd pomUicka. Proto je nezbytné, aby vysledky testu protilatek dsDNA interpretoval Iékaf s
ohledem na klinicky stav pacienta.

2. Pacienti se SLE podstupujici steroidni terapii mohou mit negativni vysledky testt (5, 8 a 9).

3. N&které léky, zejména hydralazin, mohou indukovat produkci protilatek proti dsDNA (5, 6 a 8).

OCEKAVANE VYSLEDKY

Ocekdvané hodnoty u hormdini populace jsou negativni pfi pocatecnim fedéni 1:10. Nékteré 1éky vSak mohou vyvolat pozitivni test na

protiléatky proti dsDNA (5, 6).

VYKONOVE CHARAKTERISTIKY

POZNAMKA: Pi stanoveni vykonnostnich charakteristik dsDNA (Crithidia .) byly preparaty interpretovany tiemi riiznymi metodami,

jak je uvedeno nize:

Metoda interpretace:

Metoda A.Metoda A byla kompletn& manudlniinterpretaéni metodou. Byla provedena za pouZiti tradi¢niho fluorescenéniho mikroskopu
vybaveného objektivem a okuldry. Stanoveni kvalitativnino vysledku bylo provedeno pomoci vyskolenych laboratornich technikd.

Metoda B.Metoda B byla provedena skenovdanim skli¢ek pomoci programu diIFine® a néslednou interpretaci kvalitativnich vysledkd
vyskolenym laboratornim technikem pomoci digitainiho obrazu zobrazeného na monitoru pocitace.

Metoda C.Metoda C je navrhovany vysledek predikovany programem diFine®; metoda C predikuje kvalitativni vysledek. Pokud je
metoda C ,UNC" (nejistd), aroven fluorescence naméfend programem diFine je na hranici mezi pozitivni a negativni, nebo se v jamce
sklicka vyskytuji jiné znaky, které brani definitivnimu doporuceni. Metoda C musi byt ,validovéna” nebo pfijata laboratornim technikem,
pfipadné upravena ¢€i zcela zneplatnéna. Pro G&ely této studie a nize uvedenych dat je, Metoda C zazhamendna ,TAK, JAK JE* bez
jakychkoli aprav laboratornim technikem (techniky). Proto je prezentovana pouze pro informaéni Geely.

1.  Analytické vykonnostni studie:

a. Llinearita:
Byly identifikovany dva vzorky séra se slabou pozitivni hodnotou (koncovy bod ~110-1:20), dva vzorky séra se stfedni pozitivni
hodnotou (koncovy bod ~1:40-1:80) a dva vzorky séra se silnou pozitivni hodnotou (koncovy bod > 1:320). Sest vzork( bylo
analyzovano pfi screeningovém fedéni 1110 a také pfi sériovych fedénich v rozmezi od 1:20 do 1:5120 a poté interpretovano vsemi
tfemi vySe uvedenymi metodami. Tato studie byla provedena interné u vyrobce. Koncové body pro kazdy vzorek a kazdou metodu
jsou uvedeny nize:
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Ochutnat Metoda A Metoda B Metoda C
Nizky pozitivni-1 1:10 1:20 1:20
Nizky pozitivni-2 1:20 1:40 1:40*

Stfedni pozitivni-1 1:40 1:80 1:80
Stfedni pozitivni-2 1:40 1:80 1:80
Vysoce pozitivni-1 1:640 1:640 1:640
Vysoce pozitivni-2 1:640 1:640 1:640

* 1 vysledek UNC pri fedéni 1:80 pro vzorek Low Positive-2 pocitdn jako negativni

Ochutnat Metoda A Metoda B Metoda C
Nizky pozitivni-1 1:10 1:20 1:20
Nizky pozitivni-2 1:20 1:40 1:80**

Stfedni pozitivni-1 1:40 1:80 1:80
Stfedni pozitivni-2 1:40 1:80 1:80
Vysoce pozitivni-1 1:640 1:640 1:640
Vysoce pozitivni-2 1:640 1:640 1:640

** 1 vysledek UNC pfi fedéni 1:80 pro vzorek Low Positive-2 pog€itdn jako pozitivni
U metod A a B byla intenzita fluorescence zaznamendna pfi kazdém fedéni s pouzitim stupnice od 4, které oznacuje velmi intenzivni, do
0, kterd oznacuje zadnou fluorescenci. Redéni vzorkd a souvisejici intenzity fluorescence jsou shrnuty v nize uvedenych tabulkdch:

Fluorescenéni intenzita (4+ az 0) — Metoda A
ID vzorku Popis 1:10 | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | 1:2560 | 1:5120
1 Nizk& pozitivita 1 0 0 0 0 0 NT NT NT NT
2 Nizkd& pozitivita 2 1 0 0 0 0 NT NT NT NT
3 Stfedni pozitivita 2 1 1 0 0 0 0 NT NT NT
4 Stfedni pozitivita 2 2 1 0 0 0 0 0 NT NT
5 Vysoké pozitivita | 4 3 3 2 1 1 1 0 0 0
6 Vysoké pozitivita | 4 3 3 2 2 1 1 0 0 0
NT = Netestovéno
Fluorescenéni intenzita (4+ az 0) - Metoda B
ID vzorku Popis 1:10 | 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | 1:2560 | 1:5120
1 Nizkd pozitivita 1 1 0 0 0 0 NT NT NT NT
2 Nizkd pozitivita 2 1 1 0 0 0 NT NT NT NT
3 Stfedni pozitivita | 2 2 1 1 0 0 0 0 0 0
4 Stfedni pozitivita | 4 3 2 1 0 0 0 0 0 0
5 Vysoké pozitivita | 4 3 3 2 2 1 1 0 0 0
6 Vysoké pozitivita | 4 3 3 2 2 1 1 0 0 0
NT = Netestovéno

b. Reprodukovatelnost mezi Sarzemi:

Bylo identifikovéno devét negativnich vzorkd séra, dva vzorky séra se slabou pozitivni hodnotou (koncovy bod ~110-1:20), dva vzorky

séra se stfedni pozitivni hodnotou (koncovy bod ~1:40-1:80) a dva vzorky séra se silnou pozitivni hodnotou (koncovy bod > 1:320). Tato

skupina 15 vzorkd byla analyzovéna pfi screeningovém fedéni 1:10. U 6 pozitivnich vzorkd byla analyzovdna a interpretovana dalsi
sériovd fedéni v rozmezi od 1:20 do 1:5120 vS§emi tfemi vySe uvedenymi metodami za U€elem stanoventi titru v koncovém bodé.

Vysledky:

i. Kvalitativni dohoda:U kvalitativnich vysledkd pfi screeningovém fedéni viech 15 vzorkl napfi¢ véemi 3 arzemi souprav byla pro
interpretacni metoda A a B dosazena 100% shoda. U Sarze 3 byl 1 vysledek UNC ziskén interpretacni metodou C pfi screeningovém
fedéni 110 pro 1ze slabo pozitivnich vzorku.

ii. Dohoda o titru v koncovych bodech:Vsech 6 pozitivnich vzorkl mélo stejné titry v koncovém bodé + jedno fedéni bez ohledu na
Sarzi reagenéni soupravy nebo interpretaci metoda.

c. Studiereferen¢niho rozsahu:
Sto osmdesat ndhodnych vzorkd séra bylo ziskdno od zdravych darcl v severovychodni ¢dsti USA. Vzorky byly analyzovany pfi
screeningovém fedéni 1110 a interpretovdny véemi tfemi metodami. Vysledky screeningového testu jsou shrnuty nize:
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d.

) Pocet L Pocet .
Interpretacni L % pozitivnich . % negativnich Pocet e
pozitivnich . . negativnich ol . v . % Nejisty
metoda visledkii vysledku viraza kritérii nejistych
A 2 111 % 178 98.89 % Neni k dispozici | Neni k dispozici
B. 2 111 % 178 98.89 % Neni k dispozici | Neni k dispozici
C 1 0.56 % 176 97.78 % 3 1.67 %

Dvacetidenni studie opakovatelnosti:

Byly identifikovény dva negativni vzorky séra, dva slabé pozitivni vzorky séra (koncovy bod ~110-1:20), dva stfedné pozitivni vzorky
séra (koncovy bod ~1:40-1:80) a dva silné pozitivni vzorky séra (koncovy bod > 1:320). Téchto osm vzorkll bylo analyzovéno pfi
screeningovém fedéni 110 v triplikatech, po dvacet rdznych dnl. Kvalitativni vysledky interpretovali dva technici pro metoda Aa B a
jeden pristroj diFine pro metodu C. Identity vzorkd byly zaslepené a randomizovany nezdvisle pred kazdym dnem testovani.
Hodnoty shody kvalitativnich vysledkd pro hodnoceni opakovatelnosti v rédmci metoda jsou uvedeny v nize uvedenych tabulkéch a
shrnuty nasledovné:U vSech osmi vzorku interpretovanych metodami A a B byla u obou technikl zjisténa 100% shoda kvalitativnich
vysledkd v rémci metoda. U metoda C vykazovaly stfedné pozitivni vzorek 1, vysoce pozitivni vzorek 2 a oba negativni vzorky 100%
shodu kvalitativnich vysledkd v rdmci metoda. Nizko pozitivni vzorek 1, nizko pozitivni vzorek 2, stfedné pozitivni vzorek 2 a vysoce
pozitivni vzorek 1 vykazovaly shodu kvalitativnich vysledkd v rdmci metoda 96,7 %, 98,3 %, 98,3 % a 95,0 %. Vzorky, které vykazovaly
shodu v rémci metoda mensi nez 100 %, byly viechny vysledky pro interpretace metodou C ozna&eny jako ,UNC” (nejisté).

Dohoda o kvalitativnich vysledcich v rdmci metoda (Technik 1)

ochutnat Shoda Metoda A Shoda Metoda B
(95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)
100 % 100 %
Nizky pozitivni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Nizky pozitivni-2
12Ky pozitivnl (88.7 - 100 %) (88.7 - 100 %)
100 % 100 %
Stfedni pozitivni-1
redni pozitivil (88.7 - 100 %) (88.7 - 100 %)
100 % 100 %
Stfedni pozitivni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Vysoce pozitivni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Vysoce pozitivni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Negativni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Negativni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)

Dohoda o kvalitativnich vysledcich v rdmci metoda (Technik 2)

ochutnat Shoda Metoda A Shoda Metoda B
95% interval spolehlivosti 95% interval spolehlivosti
P P
100 % 100 %
Nizky pozitivni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Nizky pozitivni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Stredni pozitivni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Stfedni pozitivni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Vysoce pozitivni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Vysoce pozitivni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Negativni-1
(88.7-100 %) (88.7-100 %)
100 % 100 %
Negativni-2
(88.7-100 %) (88.7-100 %)

Strana 6 m ]'[M

The new language of life

dsDNA (Crithidia I.) Rev. Datum 07-25-2025




Shoda kvalitativnich vysledka v ramei metoda (n = 2 Technici Dohromady)

e Titr koncového Shoda Metoda A Shoda Metoda B
bodu (95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)
Negativni-1 Neni k dispozici 120/120 =100 % 120/120 =100 %
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
Negativni-2 Neni k dispozici 120/120 =100 % 120/120 = 100 %
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
o 120/120 =100 % 120/120 =100 %
Nizky pozitivni-1 110 - 1:20
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
Nizky pozitivni-2 1:20 - 1:40 120/120 = 100 % 120/120 =100 %
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
Stfedni pozitivni-1 1:40 - 1:80 120/120 =100 % 120/120 =100 %
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
Stfedni pozitivni-2 1:40 - 1:80 120/120 =100 % 120/120 =100 %
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
Vysoce pozitivni-1 1:320 - 1:640 120/120 = 100 % 120/120 =100 %
(96.9-100 %) (96.9-100 %)
Vysoce pozitivni-2 11160 - 1:320 120/120 =100 % 120/120 =100 %
(96.9-100 %) (96.9 - 100 %)
Shoda Metoda C
Ochutnat . . .
(95% interval spolehlivosti)
Nizky pozitivni-1 96.7%
(88.6 - 99.1%)
Nizky pozitivni-2 98.3%
(911-99.7 %)
Stfedni pozitivni-1 100 %
(88.7-100 %)
Stfedni pozitivni-2 98.3%
(911-99.7 %)
Vysoce pozitivni-1 95.0%
(86.3-98.3%)
Vysoce pozitivni-2 100 %
(88.7-100 %)
Negativni-1 100 %
(88.7-100 %)
Negativni-2 100 %
(88.7-100 %)

Hodnoty shody kvalitativnich vysledkl pro hodnoceni opakovatelnosti mezi metodami jsou uvedeny v nize uvedenych tabulkdch a
shrnuty nésledovné:U vSech osmi vzorkl interpretovanych metodou A oproti metodé B byla u obou technikd zjisténa 100% shoda
kvalitativnich vysledk v rémci metoda. Pfi porovndni metoda A a metoda B s metodou C vykazovaly stfedné pozitivni vzorek 1, vysoce
pozitivni vzorek 2 a oba negativni vzorky 100% shodu kvalitativnich vysledkd mezi metodami. Nizko pozitivni vzorek 1, nizko pozitivni vzorek
2, stfedné pozitivni vzorek 2 a vysoce pozitivni vzorek 1 vykazovaly hodnoty shody kvalitativnich vysledkd mezi metodami 96,7 %, 98,3 %,
98,3 % a 95,0 %. Vzorky, které vykazovaly shodu mezi metodami mensi nez 100 %, byly vSechny vysledky pro interpretace metodou C
oznageny jako ,UNC” (nejisté).
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Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 1)

Ochutnat Shoda Metoda A Vs. Metoda B Shoda Metoda A Vs. Metoda C Shoda Metoda B Vs. Metoda C
(95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1 100 % 96.7 % 96.7 %
(88.7-100 %) (88.6 - 99.1%) (88.6 - 99.1%)

Nizky pozitivni-2 100 % 983 % 983 %
(88.7-100 %) (911-99.7 %) (911-99.7 %)

Stfedni pozitivni-1 100 % 100 % 100 %
(88.7-100 %) (88.7-100 %) (88.7-100 %)

StFedni pozitivni-2 100 % 983 % 983 %
(88.7-100 %) (911-99.7 %) (911-99.7 %)

Vysoce pozitivni-1 100 % 95.0 % 95.0 %
(88.7-100 %) (86.3-98.3%) (86.3-98.3%)

Vysoce pozitivni-2 100 % 100 % 100 %
(88.7-100 %) (88.7-100 %) (88.7-100 %)

Negativni-1 100 % 100 % 100 %
(88.7-100 %) (88.7-100 %) (88.7-100 %)

Negativni-2 100 % 100 % 100 %
(88.7-100 %) (88.7-100 %) (88.7-100 %)

Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 2)
Ochutnat Shoda Metoda A Vs. Metoda B Shoda Metoda A Vs. Metoda C Shoda Metoda B Vs. Metoda C

(95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

100 %

(88.7-100 %)

96.7 %

(88.6 - 99.1%)

96.7 %

(88.6 - 99.1%)

Nizky pozitivni-2

100 %

(88.7-100 %)

98.3 %

(911-99.7 %)

98.3 %

(911-99.7 %)

Stfedni pozitivni-1

100 %

(88.7-100 %)

100 %

(88.7-100%)

100 %

(88.7-100 %)

Stfedni pozitivni-2

100 %

(88.7-100 %)

98.3 %

(911-99.7 %)

98.3 %

(911-99.7 %)

Vysoce pozitivni-1

100 %

(88.7-100 %)

95.0 %

(86.3-983%)

95.0 %

(86.3-98.3%)

Vysoce pozitivni-2

100 %

(88.7-100 %)

100 %

(88.7-100 %)

100 %

(88.7-100 %)

Negativni-1 100 % 100 % 100 %
(88.7-100 %) (88.7-100 %) (88.7-100 %)
Negativni-2 100 % 100 % 100 %

(88.7-100 %)

(88.7-100 %)

(88.7-100 %)
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shoda kvalitativnich vysledkii mezi metodami (n = 2 Technici Dohromady)

Titr Shoda metoda A vs. Shoda metoda A vs. metoda Shoda metoda B vs.
Ochutnat koncového | metoda B (95% interval c (95% interval metoda C (95% interval
bodu spolehlivosti) spolehlivosti) spolehlivosti)
.y Neni k 120/120 =100 % 120/120 =100 % 120/120 =100 %
Negativni-1 . -
dispozici (96.9 - 100 %) (96.9 - 100 %) (96.9 - 100 %)
o Neni k 120/120 =100 % 120/120 =100 % 120/120 =100 %
Negativni-2 . -
dispozici (96.9-100 %) (96.9 -100 %) (96.9 -100 %)
Nizky 10 - 120 120/120 =100 % 16/120 = 96.7 % 16/120 = 96.7 %
pozitivni-1 (96.9 - 100 %) (917 - 987 %) (917 - 98.7 %)
Nizky 120 - 140 120/120 =100 % 118/120 = 98.3 % 118/120 = 98.3 %
pozitivni-2 (96.9 - 100 %) (941 - 995 %) (941 - 995 %)
Stredni 140 - 180 120/120 =100 % 120/120 =100 % 120/120 =100 %
pozitivni-1 o (96.9 - 100 %) (96.9 - 100 %) (96.9 - 100 %)
Stredni 140 - 180 120/120 =100 % 118/120 = 98.3 % 118/120 = 98.3 %
pozitivni-2 o (96.9 - 100 %) (94 - 99.5 %) (941 - 99.5 %)
120/120 =100 % 14/120 = 95 % 14/120 = 95 %
vVysoce | 4390 - 1640 / / /
pozitivni-1 (96.9-100 %) (89.5-97.7%) (89.56-97.7 %)
120/120 = 100 % 120/120 = 100 % 120/120 =100 %
Vysoce 1160 - 1:320 / / /
pozitivni-2 (96.9 - 100 %) (96.9-100 %) (96.9 - 100 %)

e. Pétidenni studie reprodukovatelnosti na vice mistech:
Byly identifikovany dva negativni vzorky séra, dva slabé pozitivni vzorky séra (koncovy bod ~110-1:20), dva stfedné pozitivni vzorky
séra (koncovy bod ~1:40-1:80) a dva silné pozitivni vzorky séra (koncovy bod > 1:320). Téchto osm vzork(l bylo analyzovéno pfi
screeningovém fedéni 110 v triplikadtech, dvakrat denné, pét rdznych dnd, ve tfech rdznych laboratofich. Kvalitativni vysledky
interpretovali dva technici v kazdé laboratofi pro metoda A a B a jeden piistroj dIFine v kazdé laboratofi pro metodu C. Identity vzorkd
byly zaslepeny a nezévisle randomizovany pred kazdym dnem testovani.
Vysledky kvalitativni shody jsou uvedeny nize:
i. Dohoda o kvalitativnich vysledcich
a. Vramci metoda

Site 1 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramei metoda (Technik 1)

ochutnat Metoda A Metoda B
(95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)
P P
. o 30/30-100 % 30/30-100 %
Nizky pozitivni-1
(88.65 - 100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
. o 30/30-100 % 30/30-100 %
Nizky pozitivni-2
(88.65 - 100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
o 30/30-100 % 30/30-100 %
Stfedni pozitivni-1
(88.65 -100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
o 30/30-100 % 30/30-100 %
Stfedni pozitivni-2
(88.65 -100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
o 30/30-100 % 30/30-100 %
Vysoce pozitivni-1
(88.65 -100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
L 30/30-100 % 30/30 -100 %
Vysoce pozitivni-2
(88.65 - 100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
.y 30/30-100 % 30/30-100 %
Negativni-1
(88.65 - 100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
.y 30/30-100 % 30/30 -100 %
Negativni-2
(88.65 - 100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
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Site 1 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v rdmci metoda (Technik 2)

Ochutnat

Metoda A
(95% interval spolehlivosti)

Metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Site 1 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramci metoda

Ochutnat

Metoda C (95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Nizky pozitivni-2

29/30 - 96.67 %
(83.33 - 99.41%)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Negativni-1

29/30 - 96.67 %
(83.33 - 99.41%)

Negativni-2

29/30 - 96.67 %
(83.33 - 99.41%)

Site 2 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramci metoda (Technik 1)

Ochutnat

Metoda A
(95% interval spolehlivosti)

Metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

(88.65 -100.00 %)

Negativni-1 30/30-100 % 30/30-100 %
(88.65 -100.00 %) (88.65 - 100.00 %)
Negativni-2 30/30-100 % 30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)
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Site 2 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramci metoda (Technik 2)

Ochutnat

Metoda A

(95% interval spolehlivosti)

Metoda B
95% interval spolehlivosti
p

Nizky pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65-100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Site 2 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramci metoda

Ochutnat

Metoda C (95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

28/30-9333%
(78.68 - 98.15 %)

Nizky pozitivni-2

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 9654 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Site 3 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich v rimci metoda (Technik 1)

Ochutnat

Metoda A
(95% interval spolehlivosti)

Metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33 - 99.41 %)

Nizky pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33- 99.41%)

Negativni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)
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Site 3 — Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramci metoda (Technik 2)

Ochutnat

(95% interval spolehlivosti)

Metoda A

(95% interval spolehlivosti)

Metoda B

Nizky pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Negativni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Site 3 — Dohoda o kvalitativnich vysledcich v ramci metoda

Ochutnat

Metoda C (95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 9654 %)

Nizky pozitivni-2

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 9654 %)

Vysoce pozitivni-1

29/30 - 96.67 %
(83.33 - 99.41%)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

b. Mezi metodami:

Site 1 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 1)

Ochutnat

Metoda A vs. metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Metoda A vs. metoda C
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

Nizky pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Stfedni pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68-98.15 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Negativni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)
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Site 1- Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 2)

Ochutnat

Metoda A vs. metoda B
(95% interval
spolehlivosti)

Metoda A vs. metoda C
(95% interval
spolehlivosti)

Metoda B vs. metoda C
(95% interval
spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65-100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 -100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 9333 %
(78.68 - 98.15 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Negativni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Site 2 — Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 1)

Ochutnat

Metoda A vs. metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Metoda A vs. metoda C (95%
interval spolehlivosti)

Metoda B vs. metoda C
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30-9333%
(78.68 - 98.15 %)

28/30-9333%
(78.68 - 98.15 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 96.54 %)

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 9654 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Site 2 — Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 2)

Ochutnat

Metoda A vs. metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Metoda A vs. metoda C (95%
interval spolehlivosti)

Metoda B vs. metoda C
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 9654 %)

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 96.54 %)

Stfedni pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

28/30 - 93.33 %
(78.68 - 98.15 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Vysoce pozitivni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-2

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 - 100 %
(88.65 - 100.00 %)
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Site 3 — Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 1)

Ochutnat

Metoda A Vs. Metoda B
(95% interval spolehlivosti)

Metoda A Vs. Metoda C
(95% interval spolehlivosti)

Metoda B Vs. Metoda C
(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

27/30 - 90.00 %
(7438 - 9654 %)

26/30 - 86.67 %
(70.32 - 94.69 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 -100 %
(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

27/30 - 90.00 %
(74.38 - 9654 %)

27/30 - 90.00 %
(7438 - 96.54 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %
(83.33-99.41%)

Negativni-2

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %
(88.65 - 100.00 %)

30/30 -100 %
(88.65 - 100.00 %)

Site 3 - Dohoda o kvalitativnich vysledcich mezi metodami (Technik 2)

Ochutnat

Metoda A Vs. Metoda B

(95% interval spolehlivosti)

Metoda A Vs. Metoda C

(95% interval spolehlivosti)

Metoda B Vs. Metoda C

(95% interval spolehlivosti)

Nizky pozitivni-1

29/30 - 96.67 %

(83.33 - 99.41%)

27/30 - 90.00 %

(74.38- 9654 %)

26/30 - 86.67 %

(70.32 - 94.69 %)

Nizky pozitivni-2

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %

(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %

(83.33 - 99.41%)

Stfedni pozitivni-1

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30 -100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)

Stfedni pozitivni-2

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)

27/30 - 90.00 %

(74.38- 9654 %)

27/30 - 90.00 %

(74.38 - 9654 %)

Vysoce pozitivni-1

30/30-100 %

(88.65 -100.00 %)

29/30 - 96.67 %

(83.33-99.41%)

29/30 - 96.67 %

(83.33-99.41%)

Vysoce pozitivni-2

30/30-100 %

(88.65 -100.00 %)

30/30 -100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)

Negativni-1

29/30 - 96.67 %

(83.33-99.41%)

30/30 -100 %

(88.65 - 100.00 %)

29/30 - 96.67 %

(83.33-99.41%)

Negativni-2

30/30-100 %

(88.65 -100.00 %)

30/30 -100 %

(88.65 - 100.00 %)

30/30-100 %

(88.65 - 100.00 %)
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Pokud se zkombinuje véech osm vzorkl a ziskd se 240 vysledkd, Ize kvalitativni vysledky shrnout také ndsledovné:
Reprodukovatelnost metoda A na vice mistech:
Kvalitativni vysledky ze tfi pracovist a dvou technikl na Site, porovnévajici Site s Sitem technika s technikem.

Site1 Site 2 Site 3
Technik 1 | Technik 2 Technik 1 | Technik 2 Technik 1 | Technik 2
Metoda A Metoda A Metoda A
240/240 - | 240/240 - | 240/240 - | 240/240 - | 240/240 -
Technik 1 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42
Site Metoda -100.00) -100.00) -100.00) -100.00) -100.00)
1 A 240/240 - | 240/240 - | 240/240 - | 240/240 -
Technik 2 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42
-100.00) -100.00) -100.00) -100.00)
240/240 - | 240/240 - | 240/240 -
Technik 1 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42
Site Metoda -100.00) -100.00) -100.00)
2 A 240/240 - | 240/240 -
Technik 2 100 % (98.42 | 100 % (98.42
-100.00) -100.00)
240/240 -
site | Technikl |\ da 100 % (98.42
3 A -100.00)
Technik 2

Reprodukovatelnost metoda B na vice mistech:
Kvalitativni vysledky ze tii pracovist a dvou techniktl na Site, porovnévadjici Site s Sitem a technika s technikem.

Site1 Site 2 Site 3
Technik 1 | Technik 2 Technik 1 | Technik 2 Technik 1 | Technik 2
Metoda B Metoda B Metoda B
240/240 - | 240/240 - | 240/240 - | 238/240 - | 238/240 -
Technik 1 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 99.17 % (97.01 | 99.17 % (97.01
Site Metoda -100.00) -100.00) -100.00) - 99.77) -99.77)
1 B 240/240 - | 240/240 - | 238/240 - | 238/240 -
Technik 2 100 % (98.42 | 100 % (98.42 | 9917 % (97.01 | 9917 % (97.01
-100.00) -100.00) - 99.77) -99.77)
240/240 - | 238/240 - | 238/240 -
Technik 1 100 % (98.42 | 99.17 % (97.01 | 99.17 % (97.01
Site Metoda -100.00) - 99.77) - 99.77)
2 B 238/240 - | 238/240 -
Technik 2 99.17 % (97.01 | 99.17 % (97.01
- 99.77) - 99.77)
240/240 -
site | Technik1 | \ietoda 100 % (98.42
3 B -100.00)
Technik 2
Metoda C Reprodukovatelnost na vice mistech Porovnani jednotlivych site
Site1 | Site 2 | Site 3
Metoda C
Site 1 227/240 - 94.58 % (90.95 - 96.81) | 230/240 - 95.83 % (92.50 - 97.72)
Site 2 Metoda C 231/240 - 96.25 % (93.03 - 98.01)
Site 3

dsDNA (Crithidia I.) Rev. Datum 07-25-2025
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Studie Interference:

Byly identifikovany dva negativni vzorky séra, dva slabé pozitivni vzorky séra (koncovy bod ~1:10-1:20), dva stfedné pozitivni vzorky
séra (koncovy bod ~1:40-1:80) a dva silné pozitivni vzorky séra (koncovy bod > 1:320). Téchto 8 vzorkd bylo obohaceno dvéma rliznymi
koncentracemi (nizké a vysokd koncentrace) devatendcti rliznych interferenénich latek, jak je uvedeno v tabulce nize. Vechny
vzorky byly analyzovany ve ttech opakovéanich pomoci soupravy dsDNA (Crithidia I.) a interpretovény véemi tfemi vy$e uvedenymi
metodami. Kvalitativni vysledky byly interpretovény dvéma techniky pro metoda A a B a jednim pfistrojem dIFine pro metodu C.

Endogenni Latky

Latka Nizké Koncentrace | Vysokd Koncentrace
Bilirubin (nekonjugovany) 0.02 mg/ml 015 mg/ml
Cholesterol (celkovy) 1.5 mg/ml 2.2 mg/ml
Triglyceridy (celkem) 1mg/ml 2.5 mg/ml

Albumin 35 mg/ml 52 mg/ml
Hemoglobin 100 mg/ml 200 mg/ml

Radiova frekvence 200 jednotek/ml 400 jednotek/ml
Exogenni Latky

Latka Nizka Koncentrace | Vysokda Koncentrace
Intralipidy 2.0 mg/ml 20 mg/ml
Cyklofosfamid 0.183 mg/ml 0.549 mg/ml
Ibuprofen 0.073 mg/ml 0.219 mg/ml
Hydroxychlorochin 0.006 mg/ml 0.024 mg/ml

Simvastatin 0.0000277 mg/ml 0.000083 mg/ml
Prednison 0.000033 mg/ml 0.000099 mg/ml
Azathioprin 0.00086 mg/ml 0.00258 mg/ml
Diltiazem 0.0003 mg/ml 0.0009 mg/ml
Mykofenolat mofetil 0.012 mg/ml 0.048 mg/ml
Rituximab 0.5 mg/ml 2 mg/ml
Belimumab 2 mg/ml 8 mg/ml
Methotrexdat 0.454 mg/ml 1.36 mg/ml
Naproxen 012 mg/ml 0.36 mg/ml
Enalapril Netestovano 819 ng/ml
Voklosporin Netestovdno 210 ng/ml

Zadny z interferujicich latek neovlivnil ocekéavané vysledky zadnych vzorkd pfi analyzovani metodami A a B. Pfi testovdani kombinaci
interferujicich latek/vzorkd poskytla metoda C u nékolika vzorkl nejisté vysledky: vzorek ,nizce negativni-2“ s vysokou koncentraci
cyklofosfamidu, vzorek ,nizce pozitivni-2” s nizkou a vysokou koncentraci hydroxychlorochinu, vzorek ,stfedné pozitivni-2" s nizkou
koncentraci azathioprinu a vysokou koncentraci bilirubinu, vzorek ,vysoce pozitivni-1 s nizkou koncentraci triglyceridd a vysokou
koncentraci albuminu. Celkové Ize konstatovat, Ze u soupravy dsDNA (Crithidia I.) neexistuje riziko chybnych vysledkd v disledku
pritomnosti testovanych interferujicich latek.

2. Navrh klinické studie vykonnosti:
660 klinicky charakterizovanych vzorkd, které byly pouzity, je uvedeno v tabulce nize. Téchto 660 vzorkd bylo rozdéleno do alikvotnich
kvotaci, zaslepeno, randomizovdno a vyhodnoceno pfi screeningovém fedéni 110 pomoci dsDNA (Crithidia I.) ve spojeni s
automatizovanym mikroskopickym systémem diFine® ve tfech nezdvislych laboratofich. Kvalitativni vysledky interpretovali dva
technici v kazdé laboratofi pro metoda A a B a jeden pfistroj dIFine® pro metodu C. Vzorky pozitivni pfi interpretaénich metodéch A
a B pfi screeningovém Fedéni 1110 byly ndsledné sériové fedény za G€elem stanoveni koncového bodu Fedéni pomoci vSech tii
interpretacnich metod.
Pro kazdou laboratof byly vysledky pouzity k posouzeni klinické specificity (potencialni zkfizené reaktivity), klinické citlivosti,
kvalitativni shody mezi interpretaénimi metodami a shodly titrll v koncovych bodech mezi interpretaénimi metodami.
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Cilovéd nemoc n
Systémovy lupus erythematodes 300
Onemocnéni spojend s ANA n
Sjogrenlv syndrom 30
Sklerodermie 20
Onemocnéni pojivové tkané Autoimunitni myozitida 30
SmiSené onemocnéni pojivové tkané 20
HREBEN 20
. . L . _ | Autoimunitni hepatitida 20
Dalsi autoimunitni onemocnéni PRI Y -
spojend s ANA Primarni bI|IC1rr'jI (?hOlC]ngItIdG 10
Lupus vyvolany I1éky 20
Kontrolni nemoci Nemoci nesouvisejici s ANA n
Celiakie 20
Vaskulitida (ANCA) 30
Crohnova choroba 10
Jing autoimunitni onemocnéni Revmatoidni artritida 30
Autoimunitni tyreoiditida 30
Zanétlivé onemocnéni stiev 10
Ulcerézni kolitida 10
Fibromyalgie 10
Jiné nemoci Infek&ni onemocnéni 20
Zhoubné onemocnéni/rakovina 20
Celkovy: 660

3. Klinicka citlivost a klinicka specificita:
Klinické citlivost byla vypoc&itdna na kazdém site s pouZitim kvalitativnich vysledkd odvozenych ze vzorkd systémového lupus
erythematodes (n = 300). Specificnost byla vypog&itdna z kombinovaného souboru kvalitativnich vysledk odvozenych ze vzorkd

kontrolniho onemocnéni. (n = 360).
a. Klinicky vykon na site 1

. L - SLE (n = 300) Kontrolni onemocnéni (n = 360)
Diagnosticka citlivost a — - — —
specificita % C|tllv?st (9.5 % interval % SpeCI.fICItu. (95% interval
spolehlivosti) spolehlivosti)
Metoda A Technik A 26.67 (21.98 - 31.94) 99.17 (97.58 - 99.72)
Metoda A Technik B. 27.00 (22.29 - 32.29) 99.72 (98.44 - 99.95)
Site 1 Metoda B Technik A 26.67 (21.98 - 31.94) 99.17 (97.58 - 99.72)
Metoda B Technik B. 27.00 (22.29 - 32.29) 99.44 (98.00 - 99.85)
Metoda C dIFine 27.00 (22.29 - 32.29) 99.17 (97.58 - 99.72)
b. Klinicky vykon na site 2
. L . SLE (n = 300) Kontrolni onemocnéni (n = 360)
Diagnosticka citlivost a o . — -
specificita % Cltllv?st (9'5/., interval % SpeCI‘fICItO‘ (95% interval
spolehlivosti) spolehlivosti)
Metoda A Technik A 24.33 (19.82 - 29.49) 99.72 (98.44 - 99.95)
Metoda A Technik B. | 25.00 (20.44 - 30.20) 99.17 (97.58 - 99.72)
Site 2 Metoda B Technik A 25.00 (20.44 - 30.20) 99.72 (98.44 - 99.95)
Metoda B Technik B. | 24.33 (19.82 - 29.49) 99.17 (97.58 - 99.72)
Metoda C dIFine 22.33 (17.99 - 27.38) 99.17 (97.58 - 99.72)
c. Klinicky vykon na site 3
B e I o | SLE '(n'= 300) : Kontrol'n‘i ?nemocrjéni (n=360)
specificita % CItlIV?st (9-5% interval % SpeCI'fICItCI' (95% interval
spolehlivosti) spolehlivosti)
Metoda A Technik A | 25.33 (20.74 - 30.55) 98.89 (97.18 - 99.57)
Metoda A Technik B. | 25.67 (21.05 - 30.90) 99.17 (97.58 - 99.72)
Site 3 Metoda B Technik A | 25.33 (20.74 - 30.55) 97.78 (95.68 - 98.87)
Metoda B Technik B. | 25.67 (21.05 - 30.90) 97.50 (95.32 - 98.68)
Metoda C dIFine 24.33 (19.82 - 29.49) 97.50 (95.32 - 98.68)

Hodnoty citlivosti pro kohortu SLE se pohybovaly od 22,33 % do 27,0 % napfi€ vSemi tfemi metodami a vSemi tfemi site. Procentudini

pozitivita pozorovand v kohorté SLE se zddla byt nizsi, nez se o€ekdvalo; nicméné byla v souladu se souhrny FDA 510k z podobnych
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zarizeni. Niz§i procentudlini pozitivita muze byt zplsobena fadou faktord zavislych na pacientovi v dobé odbéru sérag, jako napfiklad:
pfitomnost silné imunosupresivni I€€by, nizkd aktivita onemocnéni nebo remise onemocnéni. Procentudlini pozitivita v této kohorté
SLE byla ddle potvrzena pomoci dalsiho produktu IFA anti-dsDNA Crithidia I. schvaleného FDA. Klinick& specificita v kontrolni kohorté
s onemocnénimi se pohybovala od 97,5 % do 99,72 % napfi¢ véemi tfemi metodami a na viech tfech mistech. Pokud se zprdmeéruji
véechny metoda interpretace na véech tiech mistech, klinickd senzitivita ve skupiné SLE dosdhla primérné hodnoty 25,44 % a klinicka
specificita v kontrolni skupiné s onemocné&nim dosdhla prdmeérné hodnoty 99,06 %.

4. Porovnaniinterpreta¢nich metod:
Na v8ech tfech klinickych pracovistich bylo testovano 660 klinickych vzorkl. Vzhledem k interpretacim zaznamenanym na vech
tfech pracovistich pro téchto 660 vzorkl existovalo celkem 3 960 pfipady, kdy bylo mozné porovnat vysledky metoda A s metodou
B, metoda A s metodou C a metoda B s metodou C. Souhrn téchto kvalitativnich srovnéni je uveden v nize uvedenych tabulkéch:
a. Kvalitativni srovnani metoda A a metoda B

Metoda A vs. Pozitivni shoda vzorku Negativni shoda vzorku Celkové shoda vzorku
metoda B (95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti) (95% interval spolehlivosti)
site | Technik A | 83/83,100.00 % (95.58 -100.00) | 577/577,100.00 % (99.34 - 100.00) | 660/660,100.00 % (99.42 -100.00)
Technik B. 81/82, 98.78 % (93.41 - 99.78) 576/578, 99.65 % (98.75 - 99.91) 657/660, 99.55 % (98.67 - 99.85)
- Technik A | 74/74,100.00 % (95.07 - 100.00) | 584/586,99.66 % (98.76 - 99.91) | 658/660, 99.70 % (98.90 - 99.92)
Technik B. 76/78,97.44 % (9112 - 99.29) | 582/582,100.00 % (99.34 - 100.00) | 658/660, 99.70 % (98.90 - 99.92)
. Technik A | 80/80,100.00 % (95.42 -100.00) | 576/580, 99.31% (98.24 - 99.73) 656/660, 99.39 % (98.45 - 99.76)
Technik B. | 80/80,100.00 % (95.42 -100.00) | 574/580, 98.97 % (97.76 - 99.53) | 654/660, 99.09 % (98.03 - 99.58)
b. Kombinovana kvalitativni shoda pro metodu A vs. metodu B Véechna Site/Vsichni technici
Metoda A
Pozitivni Negativni
Pozitivni 474 14
Metoda B —
Negativni 3 3469

99.37 % (474/477)
99.60 % (3469/3483)
99.57 % (3943/3960)

Pozitivni procentudlini shoda =
Negativni procentudlni shoda =
Celkové procentudini shoda =
c. Kvalitativni srovnani metoda A a metoda C
Pro srovndni mezi metodou A a metodou C byly tyto hodnoty vypocitany dvakrdat; jednou za predpokladu, Zze vSechny vysledky
metoda C, které byly UNC, byly povazovdny za ,negativni”, a jednou za pfedpokladu, Zze vSechny vysledky metoda C, které byly UNC,
byly povazovdany za pozitivni.

95% interval spolehlivosti = 98.17 - 99.79 %
95% interval spolehlivosti = 99.33 - 99.76 %
95% interval spolehlivosti = 99.31- 99.73 %

Metoda A vs Metoda C| Shoda u pozitivnich vzorka Shoda u negativnich vzork Celkova shoda vzorku
(UNC = negativni) (95% cI) (95% C1) (95% CI)
Misto ] Technik A 79/83, 95.18% (88.25 — 98.11) 572/577,99.13% (97.99 - 99.63) 651/660, 98.64% (97.43 — 99.28)
Technik B | 77/82, 93.90% (86.51 — 97.37) 571/578, 98.79% (97.52 — 99.41) 648/660, 98.18% (96.85 — 98.96)
Misto 2 Technik A | 68/74,91.89% (83.42 — 96.23) 585/586, 99.83% (99.40 - 99.97) 653/660, 98.94% (97.94 — 99.43)
Technik B | 69/78,88.46% (79.50 — 93.91) 582/582,100.00% (99.34 —100.00) | 651/660, 98.64% (97.43 — 99.28)
Misto 3 Technik A | 77/80, 96.25% (89.55 — 98.92) | 580/580,100.00% (99.34 —100.00) | 657/660, 99.55% (98.67 — 99.84)
Technik B | 76/80, 95.00% (87.84 — 98.04) 579/580, 99.83% (99.03 - 99.97) 655/660, 99.24% (98.24 — 99.68)
Metoda A vs Metoda C| Shoda u pozitivnich vzorkt Shoda u negativnich vzorkt Celkové shoda vzorki
(UNC = POZ) (95% CI) (95% CI) (95% 1)
Misto Technik A | 81/83, 97.69% (91.63 — 99.34) 568/577, 98.44% (97.06 — 99.18) 649/660, 98.33% (97.04 — 99.07)
Technik B 79/83, 95.18% (88.25 — 98.11) 567/578, 98.10% (96.63 — 99.03) 646/660, 97.88% (96.47 — 98.73)
Misto 2 Technik A | 73/74,98.65% (92.73 — 99.76) 577/586, 98.47% (97.11 — 99.15) 650/660, 98.48% (97.23 — 99.17)
Technik B 76/78, 97.44% (9113 — 99.29) 576/582, 98.97% (97.73 - 99.57) 652/660, 98.79% (97.62 — 99.39)
Misto 3 Technik A | 78/80, 97.50% (91.34 — 99.31) 571/580, 98.45% (97.09 — 99.18) 649/660, 98.33% (97.04 — 99.07)
Technik B | 77/80, 96.25% (89.55 — 98.72) 570/580, 98.28% (96.86 — 99.06) 647/660, 98.03% (96.60 — 98.85)

dsDNA (Crithidia I.) Rev. Datum 07-25-2025

Strana 18

sebia|

The new language of life




d. Kombinovana kvalitativni shoda pro metodu A vs. metodu C Viechna Site/Vsichni technici

Metoda A
Pozitivni Negativni
Pozitivni 446 14
Metoda C (pokud UNC = Neg) —
Negativni 31 3469

95% interval spolehlivosti = 90.92 — 95.38 %
95% interval spolehlivosti = 99.33 — 99.76 %
95% interval spolehlivosti = 97.86 — 98.66 %

Shoda v procentech pro pozitivni vzorky = 93.50 % (446/477)
Shoda v procentech pro negativni vzorky = 99.60 % (3469/3483)
Celkova procentudlni shoda = 98.31 % (3893/3960)

Metoda A
Pozitivni Negativni
Pozitivni 446 14
Metoda C (pokud UNC = POZ) —
Negativni 31 3429

Shoda v procentech pro pozitivni vzorky = 97.27 % (464/477)
Shoda v procentech pro negativni vzorky = 98.45 % (3429/3483)
Celkovd procentudlini shoda = 98.31 % (3893/3960)
e. Kvalitativni srovnani metoda B a metoda C
Pro srovndni mezi metodou B a metodou C byly tyto hodnoty vypocitany dvakrat; jednou za predpokladu, Zze vSechny vysledky
metoda C, které byly UNC, byly povazovdany za ,negativni”, a jednou za pfedpokladu, Ze vSechny vysledky metoda C, které byly UNC,
byly povazovény za pozitivni.

95% interval spolehlivosti = 95.39 — 98.40 %
95% interval spolehlivosti = 97.98 — 98.81 %
95% interval spolehlivosti = 97.86 — 98.66 %

Metoda B vs Metoda C Shoda u pozitivnich vzorka Shoda u negativnich vzorkt Celkové shoda vzorkd
(UNC = negativni) (95% 1) (95% C1) (95% C1)
Misto ] Technik A 79/83, 95.18 % (88.25 — 98.11) 572/577,99.13 % (97.99 — 99.63) 651/660, 98.64 % (97.43 - 99.28)
Technik B 78/83, 93.98 % (86.66 — 97.40) 571/577, 98.96 % (97.75 — 99.52) 649/660, 98.33 % (97.04 — 99.07)
Misto 2 Technik A 68/76, 89.47 % (80.58 — 94.57) 583/594, 99.83 % (99.04 - 99.97) 651/660, 98.64 % (97.43 - 99.28)
Technik B 69/76,90.79 % (82.19 — 95.47) | 584/584,100.00 % (99.35 - 100.00) | 653/660, 98.94 % (97.83 — 99.49)
Misto 3 Technik A 77/84, 9167 % (83,78 — 95.90) 576/576,100.00 % (99.34 - 100.00) | 653/660, 98.94 % (97.83 — 99.49)
Technik B 77/86,89.53 % (81.29 — 94.40) | 574/574,100.00 % (99.34 - 100.00) | 651/660, 98.64 % (97.43 — 99.28)
Metoda B vs Metoda C Shoda u pozitivnich vzorkt Shoda u negativnich vzorku Celkové shoda vzorkd
(UNC = pozitivni) (95% 1) (95% CI) (95% CI)
Misto ] Technik A 81/83, 97.569 % (91.63 — 99.34) 568/577, 98.44 % (97.06 — 99.18) 649/660, 98.33 % (97.04 — 99.07)
Technik B 80/83,96.39 % (88.90 — 98.76) | 567/577,98.27 % (96.84 — 99.06) | 647/660,98.03 % (96.66 — 98.85)
Misto 2 Technik A 74/76,97.37 % (90.90 — 99.28) | 576/584, 98.63 % (97.32 — 99.30) 650/660, 98.48 % (97.23 — 99.17)
Technik B 75/76,98.68 % (92.92 - 99.77) | 577/584,98.80 % (97.55 — 99.42) 652/660, 98.79 % (97.63 — 99.38)
Misto 3 Technik A 81/84,96.43 % (90.02 - 98.78) | 570/576, 98.96 % (97.75 — 99.52) 651/660, 98.64 % (97.43 — 99.28)
Technik B 82/86, 95.35 % (88.64 — 98.18) | 569/574,99.13 % (97.98 - 99.63) 651/660, 98.64 % (97.43 — 99.28)

f. Kombinovana kvalitativni shoda pro metodu B vs. metodu C Viechna Site/Vsichni technici

Metoda B
Pozitivni Negativni
Pozitivni 448 12
Metoda C (pokud UNC = Neg) —
Negativni 40 3460

Shoda v procentech pro pozitivni vzorky = 91.80 % (448/488)
Shoda v procentech pro negativni vzorky = 99.65 % (3460/3472)

Celkova procentudlni shoda = 98.69 % (3908/3960)

95% interval spolehlivosti = 89.03 - 93.92 %
95% interval spolehlivosti = 99.40 — 99.80 %

95% interval spolehlivosti = 98.28 — 99.00 %

Metoda B
Pozitivni Negativni
Pozitivni 473 45
Metoda C (pokud UNC = POZ) —
Negativni 15 3427

Shoda v procentech pro pozitivni vzorky = 96.93 % (473/488)
Shoda v procentech pro negativni vzorky = 98.70 % (3427/3472)

Celkové procentudlni shoda = 98.48 % (3900/3960)
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95% interval spolehlivosti = 98.27 — 99.03 %
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Ve vSech pripadech je kvalitativni shoda mezi interpretacnimi metodami pomeérné vysokd, coz naznacuje, ze vSechny tfi metoda
(manuélini mikroskop, digitaini odeget z dIFine® a automatizované vyvoldani z diFine®) spolu dobfe koreluji a vykazuji jen mdlo rozdildi.
Celkové vzato tato data ukazuji, Ze automatické volani identifikované pomoci dIFine® (metoda C) se u ptevazné vétsiny vzork{
shoduje s metodou A a/nebo metodou B (neautomatizované metoda identifikace). Kone&né rozhodnuti je véak stéle na vyskoleném
operdatorovi.
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V oznaceni tohoto produktu mohly byt pouZity nasledujici symboly.

Symbol Popis Symbol Popis
-t
- / \ ~ 3 > - Z.5 -
“ Vyrobce /.,, I\ Chrante pred slune€nim z&renim
In vitro di ticky lékarsky
IVD n vitro lagno? lcky lekarsky c € Shoda s smérnici 98/79
prostredek
REF Katalogoveé &islo COVGLS Kryci skli¢ko
W Dostate¢né pro n testd SLD Sklicko se substratem
n
LOT Sarzovy koéd B U F PBS Pufr PBS
g Pouzit do M NTM E D Montovaci médium
/ﬂ/ Omezeni skladovaci teploty C O NJ Konjugat
P |ékarsky pF i
RX O‘ﬂl\f ouze na lekarsky predpls CONTROL + Pozitivni kontrola

Konzultovat do elektronického
pokyny k pouziti

CONTROL | -

Negativni kontrola

Skladujte ve vzpfimeny poloze

Made in the USA Vyrobeno v USA
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200 Evans Way, Branchburg, New Jersey, 08876, USA
Bezplatna linka (USA): 1-800-286-2111, moznost 2

Mezinérodni: +1 908-526-3744
Fax: +1 908-526-2058
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Pro zdkaznicky servis v USA kontaktujte svého mistniho distributora.
Pro technickou podporu v USA kontaktujte ZEUS Scientific, volejte
bezplatné nebo

e-mailsupport@zeusscientific.com.

S dotazy ohledné zakaznického servisu a technické podpory mimo
USA se prosim obratte na svého mistniho distributora.
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