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URCENO K POUZIT]

Testovaci systém Protilatky proti cytoplazmé neutrofilt (formol-fixované) je nepfimy imunofluorescenéni test (IFA)
pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni protilatek proti cytoplazmé neutrofili (ANCA) izotypu IgG v lidském séru
pomoci ruéni fluorescenéni mikroskopie nebo pomoci systému diIFine®. Pfitomnost ANCA ve spojeni s dalSimi
klinickymi a laboratornimi ndlezy mize napomoci pfi diagnostice vaskulitidy asociované s ANCA (AAV). Veskeré
vysledky navrzené systémem dIFine® musi byt potvrzeny vyskolenym operdtorem.

SHRNUTIi A VYSVETLENI

Protilatky proti cytoplazmé neutrofild (ANCA) jsou autoprotilatky namifené proti antigenim uvnitf cytoplazmy
neutrofilll a jsou spojeny se skupinou vzdcnych onemocnéni oznacovanych jako vaskulitidy asociované s ANCA
(AAV).! 2 ANCA jsou pfevazné zaméfeny na dva proteiny — myeloperoxidézu (MPO) a proteindzu 3 (PR3), které se
nachdzeji v cytoplazmatickych granulich neutrofill; nicmnéné byly popsdany i dalsi antigeny, jako napfiklad elastdza,
katepsin G a laktoferrin.? In vivo vykazuji MPO a PR3 enzymatickou aktivitu a hraji dllezitou roli v obrané vrozeného
imunitniho systému proti patogendm - véetné produkce kyseliny chlorné, antimikrobidlinich peptidd a prozénétlivych
cytokinud.? 3 Pfi testovdani vzorkd pacientt s AAV pomoci etanolem fixovanych ANCA IFA podloZnich sklicek se obvykle

objevuiji dva rlizné vzory barveni, v zavislosti ha tom, zda jsou autoprotildtky namifeny proti PR3 nebo MPO.%5 8 ANCA
proti MPO typicky vytvéreiji perinuklearni vzor barveni (p-ANCA), zatimco ANCA proti PR3 vytvéreiji cytoplazmaticky
vzor barveni (c-ANCA).” Vzorky vykazujici p-ANCA vzor jsou typicky spojovany s AAV onemocnénimi, jako jsou
mikroskopickd polyangiitida (MPA) a eozinofilni granulomatéza s polyangiitidou (eGPA).” Vzorky vykazujici c-ANCA
vzor jsou typicky spojovény s granulomatézou s polyangiitidou (GPA), dfive zndmou joko Wegenerova

granulomatéza.” Vzory barveni, které t&sné& napodobuiji p-ANCA a/nebo atypické vzory, mohou byt také pozorovany
v dUsledku pfitomnosti antinuklearnich protilatek (ANA) nebo jinych zkfizené reaguijicich protilatek, které jsou nékdy
pfitomny ve vzorcich séra od pacientd diagnostikovanych s autoimunitnimi nebo zdnétlivymi onemocnénimi
nepatficimi mezi AAV, vetné systémového lupus erythematodes (SLE), idiopatickych stfevnich zanétl (IBD) a

revmatoidni artritidy (RA).”® v dlsledku toho by vzorky séra vykazujici p-ANCA vysledek na etanol-fixovanych
podlozkdch mély podstoupit dalsi sérologické testovani, napfiklad ANCA IFA na formolem fixovanych podlozkéch,

testy na MPO/PR3 v pevné fézi a testy na detekci ANA, za G&elem rozliseni pravych a faledné pozitivnich vysledkd.”

PRINCIP TESTU

Testovaci systém Sebia ANCA Formalin-fixovany IFA je navrzen k detekci pfitomnosti ANCA v lidském séru. Test

vyuZivé substrét z lidskych granulocytd fixovanych formalinem, optimalizovany roztok koziho anti-lidského I1gG

konjugovaného s fluorescein-isotiokyanatem (FITC) a promyvaci roztok. Reakce probiha ve dvou krocich:

1. Krok jedna je inkubace vzorku, béhem které se ANCA pfitomné ve vzorku pacienta mohou navdzat na bunéény
substrat a vytvorit antigen-protilatkovy komplex. Ostatni slozky séra jsou ndsledné odplaveny.

2. Krok dva je inkubace s konjugétem, béhem niz anti-lidsky IgG FITC konjugat reaguje s jakymkoli lidskym 1gG
navézanym na substrdt béhem inkubace vzorku. Tim se vytvori stabilni antigen-protildtka-konjugét komplex v
misté, kde se pUvodni protilatka pacienta navdzala na bunéény substrat. Pfebyteény konjugdt je ndsledné
odplaven. Vysledky testu lze vizualizovat pomoci vhodné vybaveného fluorescenéniho mikroskopu nebo
systému dIFine®. Jakdkoli pozitivni reakce se projevi jako jablkové zelené fluorescenéni zabarveni uvnitf buriky.
Pokud vzorek heobsahuje ANCA, nebude pozorovéno zadné vyrazné jaderné ani cytoplazmatické barveni bunky.

REAGENCIE

Doddavané Materidly:

Kazdy testovaci systém obsahuje ndsledujici komponenty v dostateéném mnoistvi pro provedeni poctu testd
uvedeného na obalu. POZNAMKA: Konjugét a kontrolni vzorky obsahuji kombinaci Proclinu (0.05 % v/v) a azidu
sodného (<0.1% w/v) jako konzervaéni latky.
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SLD

ANCA substratové podlozni sklicka: Deset pétipolohovych sklicek s absorpénim
papirem a sdckem se susidlem.

CONJ

Konjugat: Kozi anti-lidské IgG znacené FITC. Obsahuje fosfatovy pufr s BSA a
kontrastni barvivo. Dvé hnédé lahvi¢ky, kazda obsahuje 3 mL. Pfipraveno k poutZiti.

c-ANCA pozitivni kontrola: Obsahuje lidské sérum pozitivni na c-ANCA spolu s
konzervaénimi latkami. Jedna mikrozkumavka s cervenym vickem. 0.5 mlL,

CTRL * pfipraveno k pouZiti.
p-ANCA pozitivni kontrola: Obsahuje lidské sérum pozitivni na p-ANCA spolu s
konzerva¢nimi latkami. Jedna mikrozkumavka s vickem. 0.5 mlL,
pfipraveno k pouziti.
Negativni kontrola: Obsahuje lidské sérum negativni na ANCA spolu s
konzervacnimi latkami. Jedna mikrozkumavka se zelenym vickem. 0.5 mlL,
pfipraveno k pouziti.
Kryci sklicka: Baleni dvandcti kustd, 24 x 60 mm, tloustka ¢&. 1.

COVGLS

BUF | PBS

Fosfatovy pufr (PBS): pH 7.2 £ 0.2. Obsah kazdého sacku s pufrem nasypte do
jednoho litru destilované nebo deionizované vody. Michejte, dokud se vS§echny soli
zcela nerozpusti. Dva sacky, dostate&né pro pripravu 2 litrd roztoku.

MNTMED

Montovaci médium (pufrovany glycerol): Dvé &iré lahvicky s bilym vigkem, kazdd
obsahuje 3 mL. Pfipraveno k pouZziti

POZNAMKY:

Nasledujici komponenty nejsou zavislé na Sarzi soupravy a mohou byt pouzity zaménitelné s produkty Sebia IFA,
pokud jsou &isla produktt identickda: montovaci médium (&islo produktu: FA0009S), negativni kontrola (FA2005-

IUNC), kryci skliéko (produkt $8007) a PBS (&islo produktu: 0008S).

MATERIAL POTREBNY, ALE NEDODANY
1. Pristroj dIFine® nebo vhodné vybaveny fluorescenéni mikroskop.

Pipet(y) schopné déavkovat objemy mezi 10 a 200 L.

Malé zkumavky, fedici desticka nebo podobné zafizeni pro pfipravu fedéni vzorka.
Promyvaci zafizeni na podlozni sklicka nebo velkd barvici nddoba s magnetickym michacem pro promyvani

Laboratorni €¢asovag pro sledovani inkubaénich kroka.
Odkapdavaci nddoba a dezinfekeni prostredek (napf.: 10% bézné domdci bélidio — 0.5% chlornan sodny).

2.
3. Jednordzové $picky na pipety.
4.
5.
sklicek mezi inkuba&nimi kroky.
6. Destilovand nebo deionizovand voda.
7. Odmeérny valec o objemu 1 litr.
8.
9.
PODMINKY SKLADOVANI

Neotevieny testovaci systém je stabilni do data expirace uvedeného na §titku specifickém pro danou Sarzi.

0
8'C Po prvnim otevieni byly montovaci médium, konjugét, pozitivni kontroly a negativni kontrola prokézany jako
2°C stabilni po dobu az 15 mésicd.

Rehydratovany PBS je stabilni po dobu az 30 dnd.

Jr25°C Neoteviené sacky s fosfatovym pufrem (PBS) jsou stabilni do data expirace uvedeného na stitku
2°C specifickém pro danou $arzi.

UPOZORNENI

1. Pouze pro diagnostiku in vitro.
2. Toto zarizeni smi pouzivat pouze vyskoleny pracovnik v prostfedi klinické laboratore.
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3. VSechny vysledky ziskané pomoci softwaru musi byt potvrzeny vyskolenym operétorem.

4. Dodrzujte béZnd bezpecnostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi reagenciemi. V pripadé kontaktu s ocima
okamzité vypladchnéte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Noste vhodny ochranny odév,
rukavice a ochranu oéi/obli¢eje. Nevdechujte pary. Likvidujte odpad v souladu se véemi mistnimi, statnimi a
federdInimi predpisy.

5. Jamky na podloZznim sklicku neobsahuji zivé burky. Pfesto je nutné povazovat podioini sklicka za potencidélné
biologicky nebezpe&ny material a podle toho s nimi zachdzet.

6. Kontroly jsou potencidlné biologicky nebezpecny materidl. Zdrojové materidly, ze kterych byly tyto produkty
ziskdany, byly testovdny schvélenymi metodami a byly negativni na antigen HIV-1, HBsAg a protildtky proti HCV a
HIV. Vzhledem k tomu, Ze Zddnd testovaci metoda nemdze zarugit Gplnou absenci infekénich agens, je nutné s
témito produkty zachdzet podle Grovné biologické bezpecnosti 2, jak je doporuceno pro jakykoli potencidlné
infekéni lidsky krevni nebo sérovy vzorek v pfiruéce Centers for Disease Control/National Institutes of Health
.Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” — aktudini vydani, a podle standardu OSHA pro
patogeny prenasené krvi (11).

7. Dodrzeni stanovené doby a tepSarzey inkubaci je nezbytné pro dosazeni pfesnych vysledkl. Pfed zahdjenim
testu je nutné nechat viechny reagencie dosahnout laboratorni tepSarzey (20-25 °C). Nepouzité reagencie
ihned vratte do plvodnich oball a dodrzujte podminky skladovani.

8. Nesprdvné promyvani muize vést k faledné pozitivnim nebo falesné negativnim vysledkdm. Pfed pfiddnim
konjugdtu se ujistéte, ze jste dlkladné odsdli zbytky PBS, napfiklad otfenim. Nenechte jomky béhem inkubaci
vyschnout.

9. Konjugdat a kontroly obsahuji azid sodny v koncentraci <0.1 % (w/v). Bylo zjisténo, 7e azid sodny muze v
laboratornim odpadnim potrubi vytvéaret azidy olova nebo médi, které mohou explodovat pfi ndrazu. Aby se
tomu predeslo, didkladné propldchnéte difez vodou po likvidaci roztokl obsahujicich azid sodny. Tento
konzervant muze byt toxicky pfi poziti.

10. Redéni nebo Uprava téchto reagencii maze vést k chybnym vysledkim.

1. Nikdy nepipetuijte Usty. Vyvarujte se kontaktu reagencii a vzorkd pacientl s pokozkou a sliznicemi.

12.  Zabrante mikrobidlni kontaminaci reagencii. Mohlo by dojit k nespravnym vysledkam.

13.  Kfizova kontaminace reagencii a/nebo vzork( muze vést k chybnym vysledkiim.

14.  Opakované pouzitelné sklenéné nddobi musi byt dikladné omyté a opldchnuté tak, aby nezlstaly zadné zbytky
detergentd.

15.  Zabrante rozstfikovani nebo tvorbé aerosold.

16. Nevystavujte reagencie silnému svétlu béhem skladovani nebo inkubace.

17.  Pfed otevienim ochranného obalu nechte baleni podioznich skliek aklimatizovat na laboratorni tepSarzeu, aby
se zabrdnilo kondenzaci na jamkdéch a absorpénim papiru.

18. Sbérny roztok z promyvani shromazdujte do odpadni nddoby. Roztok zlikvidujte pomoci dezinfekéniho prostfedku
(napt. 10% bézné bélidio — 0.5% chlornan sodny). Zabrarite vystaveni reagencii pardm z bélidla.

19. Nevystavujte Zddné reaktivni reagencie roztokdm obsahujicim bélidlo ani silnym vypardim z téchto roztokd. |
stopové mnoizstvi chlornanu sodného muze znicit biologickou aktivitu mnoha reaktivnich slozek tohoto
testovaciho systému.

20. Na obal podlozniho sklicka nevyvijejte tlak. Mohlo by dojit k poskozeni substrétu.

21. Komponenty tohoto testovaciho systému jsou sladény pro optimaini citlivost a reprodukovatelnost. Reagencie
od jinych vyrobcl by se nemély zaménovat. Peélivé dodrzujte pokyny v pfibalovém letdku.

22. Evansova modfr jako kontrastni barvivo je potencidini karcinogen. Pfi kontaktu s pokoZzkou okamzité opléchnéte
vodou. Likvidujte podle mistnich predpisu.

ODBER VZORKU

1. Doporucuje se, aby uzivatel provadél odbér vzorkd v souladu s dokumentem CLSI M29: Ochrana laboratornich
pracovnikd pred infekénimi nemocemi ziskanymi pfi vykonu povoldni. Zadnd zndma testovaci metoda nemuze
poskytnout Uplnou jistotu, Ze lidské krevni vzorky neprendseji infekci. Proto by mély byt vSechny krevni derivaty
povaZovany za potenciélné infekéni.

2. PouZivejte pouze Cerstvé odebrané a spravné chlazené vzorky séra ziskané schvélenou aseptickou venepunkci
(12, 13). Do vzorku by nemély byt pridavany zadné antikoagulanty ani konzervaéni latky. Vyhnéte se pouziti
hemolytickych, lipemickych nebo bakteridiné kontaminovanych vzorkd séra.

-
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3. Doporutuije se, aby vzorky séra byly uchovavany pfi laboratorni tepSarzeé maximainé po dobu 8 hodin. Pokud
testovani nebude provedeno do 8 hodin, doporu¢uje se uchovavat sérum pfi tepSarzeé 2-8 °C po dobu az 48
hodin. Pokud se o¢ekdvéa delsi prodleva v testovani, uchoveijte testovaci sérum pfi tepSarzeé —20 °C nebo nizsi.
RovnéZ se doporucuje vyhnout se opakovanym cyklim zmrazovdni a rozmrazovani, které mohou vést ke ztraté
aktivity protilatek. Je vSak tfeba poznamenat, Ze interni studie vyuZivaijici testovaci systém Sebia ANCA s etanol-
fixaci prokdzaly, Ze sérum pozitivni i negativni na ANCA je stabilni az po dobu 14 dnu pfi tepSarzeé 2-8 °C nebo
pfi laboratorni tepSarzeé. Dalsi interni studie prokdzaly, ze vzorky séra jsou stabilni minimdainé po 4 cyklech
zmrazeni a rozmrazeni. Kone¢nd odpovédnost za stanoveni kritérii stability vzorkd ndleZi kazdé jednotlivé
laboratofi, kterd by se méla fidit dostupnou literaturou a/nebo viastnimi validagnimi studiemi (14).

POSTUP STANOVENI

1. Vyjméte sklicka a dalsi komponenty soupravy z chladiciho GloZisté a nechte je ohfat na pokojovou tepSarzeu
(20-25 °C). Opatrné otevfete ochranny obal a vyjméte sklicka. Na ploché strany ochranného obalu nevyvijejte
tlak.

2. Pfipravte Fedéni 1:20 (napf. 10 pL séra + 190 pL PBS pufru) kazdého vzorku pacientova séra. Pii titraci vzork(
pacientll by se po&ateéni Fedéni 1:20 a v8echna ndsledujici fedéni méla provadét pomoci 1X PBS. POZNAMKA:
Kontroly jsou uréeny k pouziti nefedéné.

3. Pomoci vhodného déavkovac&e naneste 30 pL kazdé kontroly a kazdého nafedéného séra pacienta do pfislusnych

jamek.

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

Jemné opléchnéte sklicka pomoci PBS. Pfi ruénim myti nesmérujte proud PBS pfimo do testovacich jamek.

Omyjte skli¢cka po dobu dvou 5minutovych intervald, pfi¢emz mezi jednotlivymi omytimi vymeérite PBS.

Vyjméte sklicka z PBS jedno po druhém. Otocte sklicko a pfilozte jamky na otvory v pfilozenych savych

podlozkach. Sklicko osuste otfenim zadni strany pomoci savého ubrousku. UPOZORNENI: Umistéte podlozku a

sklicko na pevny, rovny povrch. Osuseni na papirovych ruénicich mlze znic¢it matrici sklicka. Béhem testovaciho

postupu nenechte sklicka vyschnout.

8. Pridejte 30 pL konjugdtu do kazdé jamky.

9. Opakujte kroky 4 az 7.

10. Naneste 4-5 kapek montazniho média na sklicko.

1. Prilozte kryci sklicko. Prohlédnéte sklicko pod fluorescen&nim mikroskopem.

No o

KONTROLA KVALITY

1. Pro kaZdou sérii testovanych skli¢ek musi byt zahrnuty nasledujici kontroly: p-ANCA pozitivni kontrola, c-ANCA
pozitivni kontrola a negativni kontrola.

2. Doporucuje se, aby byly kontroly odeéteny pfed vyhodnocenim testovanych vzorkd. Pokud kontroly nevykazuji
niZze popsany vzhled, jsou vysledky neplatné:

a. Negativni kontrola — charakterizovana nepiitomnosti specifické fluorescence a Cervenym nebo matné
zelenym pozadim v8ech bunék zplsobenym kontrabarvenim.

b. p-ANCA pozitivni kontrola — Na rozdil od skli¢ek fixovanych ethanolem by skli¢ka fixovanda formalinem méla
vykazovat cytoplazmaticky obraz barveni (c-ANCA) s p-ANCA pozitivni kontrolou, pfi¢em? je patrnd jablkové
zelend fluorescence.

c. c-ANCA pozitivni kontrola — charakterizovéna cytoplazmatickym (c-ANCA) obrazem barveni s jablkové
zelenou fluorescenci.

3. Dalsi kontroly mohou byt testovany podle pokynli nebo pozadavkd mistnich, statnich a/nebo federdlnich
predpist nebo akredita&nich organizaci.

INTERPRETACE VYSLEDKU
1. Negativni — Charakterizovan nepfitomnosti specifické fluorescence a €ervenym nebo matné zelenym pozadim
v8ech bunék v dlisledku kontrabarveni.
2. c-ANCA Positive - Characterized by cytoplasmic staining pattern exhibiting apple-green fluorescence.
a. Poznamka: Sklicka fixovanéd formalinem vykazuji cytoplazmaticky obraz barveni pfi testovéni vzorka
pozitivnich na anti-PR3 (c-ANCA), stejné jako vzorkd pozitivnich na anti-MPO (p-ANCA).

-
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3. Atypicky pozitivni - Charakterizovan smési jaderného a cytoplazmatického barveni, zvyraznénym/linearnim
perinukledrnim barvenim nebo jinymi obrazci barveni, které nelze interpretovat jako Cisté c-ANCA nebo p-ANCA,
pficemz je patrnd jablkové zelend fluorescence.

a. Pozndmka: p-ANCA podobné nebo atypické obrazy barveni mohou byt na sklickach fixovanych

formalinem pozorovany v dusledku pfitomnosti zkFizené reagujicich protilatek, jako jsou antinuklearni
protilatky (ANA).

OMEZENIi TESTU

1. Testovaci systém ANCA IFA s formalinovou fixaci slouZi jako diagnostickd pomuicka. Je proto nezbytné, aby
vysledky byly interpretovany ve spojeni s dalS$imi doporu€¢enymi sérologickymi konfirmacnimi testy ANCA,
sérologickym testem ANA a klinickymi pfiznaky pacienta, a to kvalifikovanou Iékafskou autoritou.

2. ANA pozitivni vzorky mohou reagovat se sklicky ANCA IFA fixovanymi formalinem a vykazovat pozitivni vysledky s
atypickymi obrazy barveni a/nebo obrazy, které napodobuiji p-ANCA.

3. Matrice vzorkl jiné nez sérum nebyly s timto testovacim systémem validovany.

4. VSechny navriené vysledky ziskané pomoci systému dIFine® musi byt potvrzeny vyskolenym pracovnikem.

OCEKAVANE VYSLEDKY
Ocekdvané hodnoty u normdini populace jsou negativni pfi pocate€nim fedéni 1:20. Vzorky obsahujici antinuklearni
protilatky (ANA) véak mohou v rdmci normalni testované populace vykazovat fale$né pozitivni vysledky.

VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY

POZNAMKA: PFi stanovovani vykonnostnich charakteristik testovaciho systému ANCA formol-fixované, IFA byly
skli€ka interpretovana pomoci tfi riznych metod, jak je uvedeno nize:

Metoda Interpretace:

Metoda A. Metoda A byla zcela manudini interpretaéni metoda. Byla provéddéna pomoci tradiéniho fluorescencniho
mikroskopu vybaveného objektivem a okuldry. Ur€ent kvalitativniho vysledku provédéli vyskoleni laboratorni technici.

Metoda B. Metoda B byla provddéna skenovdnim prepardtd pomoci systému diFine® a ndslednou interpretaci
kvalitativnich vysledkd vyskolenym laboratornim technikem pomoci digitdiniho obrazu zobrazeného na monitoru
pocitace.

Metoda C. Metoda C je navrhovany vysledek piedpovézeny systémem dIFine®, Metoda C predpovidd kvalitativni a
vzorové vysledky. Pokud je vysledek Metoda C oznagen jako ,UNC” (nejisty), znamend to, Ze Groven fluorescence
méfend systémem dIFine je na hranici mezi pozitivnim a negativnim vysledkem, nebo existuji jiné viastnosti v jamce
prepardtu, které zabrdnily jednoznac¢nému uréeni. Vzory vysledkd navrzené systémem diFine jsou p-ANCA, c-ANCA
nebo ,Jiné”. Metoda C musi byt ,ovéfena” nebo pfijata laboratornim technikem, pfipadné upravena nebo upiné
zamitnuta. Pro GCely této studie a nize uvedenych dat je Metoda C zaznamendvéna ,jak je” bez jakychkoli Gprav ze
strany laboratornich technikd. Je tedy prezentovdna pouze pro informativni Gcely.

1.  Analytické Studie Vykonnosti:
a. Linearita:
Bylo sestaveno nésledujicich Sest vzork(: Dva nizce pozitivni vzorky (~1:20-1:40 kone&né Fedéni); jeden s anti-
PR3 (c-ANCA) a jeden s anti-MPO (p-ANCA). Dva stfedné& pozitivni vzorky (~1:80-1:160 kone&né fedéni); jeden
s anti-PR3 (c-ANCA) a jeden s anti-MPO (p-ANCA). Dva vysoce porzitivni vzorky (>1160 kone&né fedén);
jeden s anti-PR3 (c-ANCA) a jeden s anti-MPO (p-ANCA). Téchto $est vzork{ bylo testovano pfi pogate&nim
fedéni 1:20 a ddle v rlznych sériovych Fedénich. Kvalitativni vysledky a vzory barveni byly interpretovény
v§emi tfemi vyse uvedenymi metodami. Kone€&nd fedéni pro kazdy vzorek a kazdou metodu jsou uvedena
nize:

-
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Vzorek Metoda A | MetodaB | Metoda C*
PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita 1:40 1:40 1:40
MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita 1:40 1:40 1:40
PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita 1:80 1:80 1:80
MPO (p-ANCA) Stfedni porzitivita 1160 1160 1:80
PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita 11280 11280 1:640
MPO (p-ANCA) Vysokd porzitivita 1:640 1:640 1160
* UNC povaZovdno za negativni
Vzorek Metoda A | MetodaB | Metoda C**
PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita 1:40 1:40 1:80
MPO (p-ANCA) Nizka pozitivita 1:40 1:40 1:40
PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita 1:80 1:80 1:80
MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita 1160 1160 1160
PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita 11280 11280 11280
MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita 1:640 1:640 1:640

** UNC povazovano za pozitivni

U metod A a B byla intenzita fluorescence zaznamendna pfi kazdém Fedéni pomoci stupnice, kde 4
znamend velmi intenzivni a 0 oznacuje zadnou fluorescenci. Redéni vzorkd a pfislugné intenzity fluorescence
jsou shrnuty v tabulkéch uvedenych nize:

Fluorescenéni intenzita (4+ az 0) — Metoda A
Vzorek 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | 1:2560 | 1:5120 | 1:10240
PR3 (c-ANCA) Nizké pozitivita 2+ 1+ 0 0 0 0 NT NT NT NT
MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita 2+ 1+ 0 0 0 0 NT NT NT NT
PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita | 3+ | 2+ 1+ 0 0 0 NT NT NT NT
MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita | 4+ | 3+ | 2+ 1+ 0 0 NT NT NT NT
PR3 (c-ANCA) Vysoka pozitivita | 4+ | 4+ | 4+ 4+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0
MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita | 4+ | 4+ | 4+ 4+ 2+ 1+ 0 0 0 0
NT = Netestovano
Fluorescenéni intenzita (4+ az 0) — Metoda B
Vzorek 1:20 | 1:40 | 1:80 | 1:160 | 1:320 | 1:640 | 1:1280 | 1:2560 | 1:5120 | 1:10240
PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita 2+ 1+ 0 0 0 0 NT NT NT NT
MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita 2+ | 1+ 0 0 0 0 NT NT NT NT
PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita 3+ | 2+ 1+ 0 0 0 NT NT NT NT
MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita | 4+ | 3+ | 2+ 1+ 0 0 NT NT NT NT
PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita | 4+ | 4+ | 4+ 4+ 3+ 2+ 1+
MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita | 4+ | 4+ | 4+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0 0

NT = Netestovdno

b. Reprodukovatelnost mezi Sarzemi:
Bylo sestaveno nésledujicich deset vzorkd séra: Dva nizce pozitivni vzorky (~1:20-1:40 kone&né fedéni); jeden
s anti-PR3 (c-ANCA) a jeden s anti-MPO (p-ANCA). Dva stfedné pozitivni vzorky (~1:80-1:160 kone¢né Fedéni);
jeden s anti-PR3 (c-ANCA) a jeden s anti-MPO (p-ANCA). Dva vysoce pozitivni vzorky (>1:160 kone&né
Fedéni); jeden s anti-PR3 (c-ANCA) a jeden s anti-MPO (p-ANCA), a ddle &tyfi negativni vzorky. Viech deset
vzorkd bylo testovéno pfi po¢atec¢nim Fedéni 1:20, a to za poutziti tfi rdznych SarZi testovacich systémd ANCA
IFA s formalinovou fixaci. Sest pozitivnich vzorkd bylo také sériové Fedé&no a testovdano se stejnymi tfemi
Sarzemi testovaciho systému ANCA IFA s formalinovou fixaci. Jamky na sklickéch byly interpretovény vSemi
tfemi vy$e uvedenymi metodami. Vysledky z nafedénych pozitivnich vzorkd a &tyf negativnich vzorkd tvofily
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celkem 44 jamek, na kterych byla provedena analyza kvalitativni shody. Analyza shody obrazcl barveni
byla provedena u jamek, u nichZ byla dosazena pozitivni shoda. U sériové fedénych vzorkd byla rovnéz
stanovena konecnd fedéni.

Vysledky:

Kvalitativni Shoda:

Kvalitativni shoda - V ramci $arze
Interpretace Sarze1 Sarze 2 Sarze 3
Metod % Shoda 95% ClI % Shoda 95% ClI % Shoda 95% ClI
AvsB 100.00 (44/44) | 91.97 -100.00 100.00 (44/44) | 91.97 -100.00 | 100.00 (44/44) | 91.97 -100.00
AvsC 88.64 (39/44) | 76.02-95.05 | 86.36 (38/44) | 73.29 - 93.60 | 81.82 (36/44) 68.04 — 90.49
BvsC 88.64 (39/44) | 76.02-9505 | 86.36 (38/44) | 73.29 - 93.60 | 81.82 (36/44) 68.04 — 90.49
Kvalitativni shoda — Mezi §arzemi
Interpretace Sarie 1vs Sarze 2 Sarie1vs Sarze 3 Sarze 2 vs Sarie 3
Metod % Shoda 95% ClI % Shoda 95% ClI % Shoda 95% ClI
Avs A 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 | 100.00 (44/44) | 91.97 —100.00
BvsB 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 | 100.00 (44/44) | 91.97 —100.00
CvsC 79.55 (35/44) 65.50 - 88.85 | 79.55 (35/44) 65.50 - 88.85 | 79.55 (35/44) | 65.50 — 88.85
AvsB 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 | 100.00 (44/44) | 91.97 —100.00
AvsC 84.09 (37/44) 70.63 — 92.07 79.55 (35/44) 65.50 — 88.85 81.82 (36/44) | 68.04 - 90.49
BvsC 84.09 (37/44) 70.63 — 92.07 79.55 (35/44) 65.50 — 88.85 81.82 (36/44) | 68.04 - 90.49
Bvs A 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 97.73 (43/44) 88.19 — 99.60 | 100.00 (44/44) | 91.97 —100.00
CvsA 88.64 (39/44) | 76.02-9505 | 88.64(39/44) 76.02 - 9505 | 86.36 (38/44) | 73.29 - 93.60
CvsB 88.64 (39/44) | 76.02-95.05 | 88.64 (39/44) 76.02 - 95.05 | 86.36 (38/44) | 73.29 - 93.60
ii. Shoda Vzorl:
Shoda vzord — V ramci Sarze
Interpretace Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3
Metod % Shoda (95% cI) % Shoda (95% cI) % Shoda (95% cI)
AvsB 100.00 (24/24) | 86.20 -100.00 | 100.00 (23/23) | 85.69 —100.00 | 100.00 (23/23) 85.69 - 100.00
AvsC 65.00 (13/20) 4329 - 81.88 78.95 (15/19) 56.67 — 91.49 100.00 (20/20) | 83.89 -100.00
BvsC 65.00 (13/20) 4329 - 81.88 78.95 (15/19) 56.67 — 91.49 100.00 (20/20) | 83.89 -100.00
Shoda vzora — Mezi Sarzemi
Interpretace Sarze 1vs Sarze Sarze 1vs Sarze 3 Sarze 2 vs Sarze 3
Metod % Shoda 95% ClI % Shoda 95% ClI % Shoda 95% ClI
Avs A 100.00 (23/23) | 85.69 —100.00 100.00 (23/23) 85.69 —100.00 | 100.00 (23/23) 85.69 - 100.00
BvsB 100.00 (23/23) | 85.69 —100.00 100.00 (23/23) 85.69 —100.00 | 100.00 (23/23) 85.69 - 100.00
CvsC 70.59 (12/17) 46.87 - 86.72 66.67 (12/18) 4375 - 8372 82.35 (14/17) 58.97 — 93.81
AvsB 100.00 (23/23) | 85.69 —100.00 100.00 (23/23) 85.69 —100.00 | 100.00 (23/23) 85.69 - 100.00
AvsC 78.95 (15/19) 56.67 — 91.49 100.00 (20/20) 83.89 - 100.00 | 100.00 (20/20) 83.89 —100.00
BvsC 78.95 (15/19) 56.67 — 91.49 100.00 (20/20) 83.89 - 100.00 | 100.00 (20/20) 83.89 —100.00
CvsA 65.00 (13/20) 4329 - 81.88 65.00 (13/20) 4329 - 81.88 78.95 (15/19) 56.67 — 91.49
CvsB 65.00 (13/20) 4329 - 81.88 65.00 (13/20) 4329 - 81.88 78.95 (15/19) 56.67 — 91.49
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i.  Shoda titr(i na koncovém bodé:

Koncoveé titry -:‘a:ze L __ Koncové titry - Sarze 2 Koncové titry - Sarze 3
Sample thod Vzorek d d d VzoreKk - - =
A B c** A B c* 5 s i
PR3 (%O»Qz'i\éﬁﬁg’leku 140 140 140 PR3 (%‘C)Az'i\:ﬁﬁéleku 140 140 1160 PR3 (c-ANCA) Nizka pozitivita T40 T40 T80
MPO (p-ANCA) Nizka 140 140 180 MPO (p-ANCA) Nizka 140 140 180 MPO (p-ANCA) Nizké 140 140 180
pozitivita pozitivita pozitivita
PR3 (c-ANCA) Stredni 180 180 180 PR3 (C-ANCA) Strednt T80 T80 T80 PR3 (c-ANCA) Stredni 180 180 1160
pozitivita pozitivita pozitivita
MPO (p-ANCA) Stredni 180 1160 1160 MPO (p-ANCA) Stredni 180 1160 1160 MPO (p-ANCA) Stredni 180 1160 1160
pozitivita pozitivita pozitivita
PR3 (C-ANCA) Vysokd | 11280 | 12560 | 12560 PR3 (C-ANCA) Vysoka | 11280 | 11280 | 11280 PR3 (c-ANCA) Vysoka 12560 | 12560 | 12560
pozitivita pozitivita pozitivita
MPO (p-ANCA) Vysoka 1:640 1:640 1:640 MPO (p-ANCA) Vysoka 7320 7320 7320 MPO (p-ANCA) Vysokd 1:320 1:640 1:640
pozitivita pozitivita pozitivita
Sarze 1= stejnd tabulka jako studie linearity * UNC povazovéno za negativni * UNC povazovéno za negativni
** UNC povazovéno za negativni
Koncové titry - Sarze 1* Koncové titry - Sarze 2 Koncové titry — Sarze 3
Vzorek d d d Vzorek Metod: A Vzorek A da A da | N d
A B C** A B c* B Cc*
PR3 (c-ANCA) Nizk& 140 1.40 1.40 PR3 (c-ANCA) Nizka .40 140 1:320 PR3 (c-ANCA) Nizka 1:40 1.40 1160
pozitivita pozitivita pozitivita
MPO (p-ANCA) Nizka 1:40 1:40 1160 MPO (p-ANCA) Nizk& 1:40 1:40 1160 MPO (p-ANCA) Nizkd 1:40 1:40 180
pozitivita pozitivita pozitivita
PR3 (c-ANCA) Stredni 1:80 180 1:80 PR3 (c-ANCA) Stfedni 1:80 1:80 1160 PR3 (c-ANCA) Stfedni 1:80 1.80 1:320
pozitivita porzitivita pozitivita
MPO (p-ANCA) Stfedni 180 1160 1:320 MPO (p-ANCA) Stfedni 1:80 1160 1:320 MPO (p-ANCA) Stfedni 1:80 1160 1:320
pozitivita pozitivita pozitivita
PR3 (c-ANCA) Vysoka 11280 | 1:2560 1:5120 PR3 (c-ANCA) Vysoka 11280 11280 1:2560 PR3 (c-ANCA) Vysoké& 1:2560 1:2560 1:5120
pozitivita pozitivita pozitivita
MPO (p-ANCA) Vysokd 1640 | 1640 1:640 MPO (p-ANCA) Vysok& 1:320 1:320 1:320 MPO (p-ANCA) Vysok& 1:320 1640 | 11280
pozitivita pozitivita pozitivita

* Sarze 1= stejna tabulka jako studie linearity
** UNC povazovéno za pozitivni

Studie Referenéniho Rozmezi:

* UNC povazovano za pozitivni

* UNC povazovéno za pozitivni

c.
Sto padesat ndhodné vybranych vzorkd séra bylo ziskéno od zdravych ddarcl ze severovychodni ¢dsti
Spojenych statd. Vzorky byly testovany pfi fedéni 1:20 a interpretovany pomoci vech tfi metod. Vysledky
screeningového testu jsou shrnuty nize:

Sebia ANCA IFA Formalin — Referenéni rozmezi (n = 150)
Vzorek Metoda A Metoda B Metoda C
Pozitivni 2* 2% 1
Negativni 148 148 148
Neurgité N/A N/A 1%

* 12z 2 ANA pozitivni podle HEp-2 IFA

** 121 ANA pozitivni podle HEp-2 IFA

d. Studie opakovatelnosti po dobu dvaceti dni:

Bylo sestaveno ndsledujicich osm vzork{ séra: Dva slabé pozitivni vzorky (~1:20-1:40 koneé&ny titr); jeden s
protilatkami proti PR3 (c-ANCA) a jeden s protilatkami proti MPO (p-ANCA). Dva stfedné pozitivni vzorky
(~1:80-1160 kone&ny titr); jeden anti-PR3 (c-ANCA) a jeden anti-MPO (p-ANCA). Dva siln& pozitivni vzorky
(>1:160 koneény titr); jeden anti-PR3 (c-ANCA) a jeden anti-MPO (p-ANCA), a déle dva negativni vzorky.
V8ech osm vzorkd bylo testovdno trojmo, pfi fedéni 1:20 pro screening, jednou denné&, béhem dvaceti
rznych dnd, pomoci testovaciho systému ANCA IFA na formalinem fixovanych prepardtech.
Kvalitativni vysledky a vzory byly interpretovany dvéma techniky pro Metoda A a B a jednim pfistrojem
dIFine pro Metodu C. Identita vzorkd byla kazdy den pfed testovdnim zaslepena a ndhodné sefazena

nezdavisle.
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Vysledky:

i.  Kvalitativni Shoda v Ra@mci Metoda:

Shoda kvalitativnich vysledka v ramei metoda (Technik 1)

Vzorek

Shoda Metoda A (95% CI)

Shoda Metoda B (95% CI)

Shoda Metoda C (95% CI)

PR3 (c-ANCA) slabé

60/60 — 100 %

60/60 — 100 %
(94 -100%)

60/60 — 100 %
(94 -100%)

pozitivni (94 -100%)
MPO (p-ANCA) slabé 58/60 — 96.7 % 58/60 — 96.7 % 53/60 - 88.3%
pozitivni (88.6 —99.1%) (88.6 - 99.1%) (778 -942%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) stfedné 59/60 - 98.3% 59/60 - 98.3% 55/60 — 91.7 %
pozitivni (911-99.7%) (911-99.7%) (816 - 96.8%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/60 — 98.3% 59/60 - 98.3% 58/60 — 96.7 %
pozitivni (911-99.7%) (911-99.7%) (88.6 - 99.1%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Negativni-1 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Negativni-2 60/60 - 100% 60/60 - 100% 60/60 - 100%
(94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)

shoda kvalitativnich vysledkd v ramci metoda (technik 2)

Vzorek Shoda Metoda A (95%CI) | ShodaMetoda B (95%Cl) | ShodaMetoda C (95% Cl)
PR3 (c-ANCA) slabé 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) slabé 58/60 - 96.7 % 58/60 - 96.7 % 53/60 - 88.3%
pozitivni (88.6 —99.1%) (88.6 —99.1%) (77.8 -942%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) stfedné 59/60 — 98.3% 59/60 — 98.3% 55/60 — 91.7 %
pozitivni (911-99.7%) (911-99.7%) (816 — 96.8%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/60 — 98.3% 59/60 — 98.3% 58/60 — 96.7 %
pozitivni (911-99.7%) (911-99.7%) (88.6 - 99.1%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Negativni-1 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Negativni-2 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
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shoda kvalitativnich vysledki v ramci metoda (Technici1A 2 Spoleéné)

Vzorek Shoda Metoda A (95% CI) | ShodaMetodaB (95%CI) | ShodaMetoda C (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 - 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) slabé 58/60 — 96.7 % 58/60 — 96.7 % 53/60 - 88.3%
pozitivni (88.6 - 99.1%) (88.6 - 99.1%) (778 - 942 %)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) sttedné& 59/60 — 98.3% 59/60 — 98.3% 55/60 — 91.7 %
pozitivni (91.1-99.7%) (911-99.7%) (81.6 - 96.8%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/60 — 98.3% 59/60 — 98.3% 58/60 — 96.7 %
pozitivni (91.1-99.7%) (911-99.7%) (88.6 —99.1%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Negativni-1 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Negativni-2 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
ii. Kvalitativni Shoda Mezi Metodami:
Kvalitativnich Vysledkt Mezi Metodami (Technik 1)
Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Shoda (95% CI) Shoda (95% ClI) Shoda (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94-100%) (94-100%) (94-100%)
MPO (p-ANCA) slabé 58/60 — 96.7 % 53/60 - 88.3% 53/60 - 88.3%
pozitivni (88.6-99.1%) (77.8-94.2%) (77.8-94.2%)
PR3 (c-ANCA) stiedné 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94-100%) (94-100 %) (94-100%)
MPO (p-ANCA) stfedné 59/60 — 98.3% 55/60 — 91.7 % 55/60 — 91.7 %
pozitivni (911-99.7 %) (81.6-96.8%) (81.6-96.8%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/60 - 98.3% 58/60 - 96.7 % 58/60 - 96.7 %
pozitivni (911-99.7 %) (88.6-99.1%) (88.6-99.1%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94-100 %) (94-100%) (94-100 %)
Negativni-1 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94-100%) (94-100%) (94-100%)
Negativni-2 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
(94-100%) (94-100%) (94-100%)
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Shoda kvalitativnich vysledki mezi metodami (Technik 2)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Shoda (95% ClI) Shoda (95% ClI) Shoda (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé 60/60 - 100 % 60/60 - 100 % 60/60 - 100 %
pozitivni (94-100 %) (94-100 %) (94-100 %)
MPO (p-ANCA) slabé 58/60 - 96.7 % 53/60 — 88.3% 53/60 — 88.3%
pozitivni (88.6-99.1%) (77.8-94.2%) (77.8-94.2%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 - 100 % 60/60 - 100 % 60/60 - 100 %
pozitivni (94-100 %) (94-100%) (94-100 %)
MPO (p-ANCA) stfedné 59/60 - 98.3% 55/60 - 91.7 % 55/60 — 91.7 %
pozitivni (911-99.7 %) (81.6-96.8%) (81.6-96.8%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/60 - 98.3% 58/60 — 96.7 % 58/60 — 96.7 %
pozitivni (911-99.7 %) (88.6-99.1%) (88.6-99.1%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94-100%) (94-100%) (94-100 %)
Negativni-1 60/60 - 100% 60/60 - 100% 60/60 - 100%
(94-100%) (94-100%) (94-100 %)
Negativni-2 60/60 - 100% 60/60 - 100% 60/60 - 100%
(94-100%) (94-100%) (94-100 %)
shoda kvalitativnich vysledkii v rémci metoda (technici1a 2 spoleéné)
Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Shoda (95% ClI) Shoda (95% CI) Shoda (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé 120/120 - 100% 120/120 - 100% 120/120 - 100%
pozitivni (96.9 - 100%) (96.9 - 100%) (96.9 - 100%)
MPO (p-ANCA) slabé 120/120 - 100% 110/120 - 91.7% 110/120 - 91.7%
pozitivni (96.9 - 100%) (85.3 — 95.4%) (85.3 — 95.4%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 120/120 - 100% 112/120 - 93.3% 112/120 - 93.3%
pozitivni (96.9 - 100%) (87.4 - 96.5%) (87.4 - 96.5%)
MPO (p-ANCA) stfedné 120/120 - 100% 15/120 - 95.8% 115/120 - 95.8%
pozitivni (96.9 - 100%) (91.7 - 98.7%) (91.7 - 98.7%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 120/120 - 100% 120/120 — 100% 120/120 — 100%
pozitivni (96.9 - 100%) (96.9 - 100%) (96.9 - 100%)
MPO (p-ANCA) vysoce 120/120 - 100% 120/120 — 100% 120/120 — 100%
pozitivni (96.9 - 100%) (96.9 - 100%) (96.9 - 100%)
Negativni-1 120/120 - 100% 120/120 - 100% 120/120 - 100%
(96.9 - 100%) (96.9 - 100%) (96.9 - 100%)
Negativni-2 120/120 - 100% 120/120 - 100% 120/120 - 100%
(96.9 - 100%) (96.9 - 100%) (96.9 - 100%)
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iii. Shoda Vzorct v Rdmci Metoda:

Shoda vysledk vzorct v ramci metoda (Technik 1)

Vzorek Shoda Metoda A Shoda Metoda B Shoda Metoda C
(95% cI1) (95% C1) (95% cI1)
PR3 (c-ANCA) slabé pozitivni 60/60 - 100 60/60 — 100% 59/60 — 98.3%
(94 -100%) (94 -100%) (911 - 99.7%)

MPO (p-ANCA) slab&

58/58 — 100%

58/58 — 100%
(88.6 — 99.1%)

53/53 — 100%
(92.4 -100%)

pozitivni (88.6 — 99.1%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 — 100% 60/60 — 100% 60/60 — 100%
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)

MPO (p-ANCA) stfedné

59/59 — 100%

59/59 — 100%

55/55 — 100%

pozitivni (93.3-100%) (93.3-100%) (91.9 - 100%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/59 - 100% 59/59 - 100% 58/59 — 98.3%
pozitivni (93.3 - 100%) (93.3 - 100%) (91.0 - 99.7%)

MPO (p-ANCA) vysoce

60/60 — 100%

60/60 — 100%

56/58 — 96.6%

pozitivni (94 -100%) (94 - 100%) (88.3 - 99.1%)
Shoda vysledkti vzorct v rdmci metoda (Technik 2)
Vzorek Shoda Metoda A Shoda Metoda B Shoda Metoda C
(95% cI) (95% 1) (95% cI)
PR3 (c-ANCA) slabé 60/60 — 100% 60/60 — 100% 59/60 — 98.3%
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (911-99.7%)
MPO (p-ANCA) slabg& 58/58 — 100% 58/58 — 100% 53/53 — 100%
pozitivni (88.6 — 99.1%) (88.6 — 99.1%) (92.4 -100%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 — 100% 60/60 — 100% 60/60 - 100%
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) stfedné 59/59 - 100% 59/59 - 100% 55/55 — 100%
pozitivni (93.9 - 100%) (93.9 - 100%) (93.9 - 100%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/59 - 100% 59/59 - 100% 58/59 — 98.3%
pozitivni (93.9 - 100%) (93.9 - 100%) (91.0 - 99.7%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100% 60/60 — 100% 56/58 — 96.6%
pozitivni (94 - 100%) (94 - 100%) (88.3 - 99.1%)
Shoda vysledkt vzorct v rémci metoda (Technicila 2 Spoleéné)
Vzorek Shoda Metoda A Shoda Metoda B Shoda Metoda C
(95% cI) (95% C1) (95% cI)
PR3 (c-ANCA) slabé 120/120 - 100 % 18/120 - 98.3% 118/120 - 98.3 %
pozitivni (96.9 -100%) (941-995%) (941-995%)
MPO (p-ANCA) slabé 116/116 = 100 % 116/116 - 100 % 106/106 — 100 %
pozitivni (95.8 -100%) (96.8 -100%) (96.5 -100%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 120/120 - 100 % 120/120 - 100 % 120/120 - 100 %
pozitivni (96.9 -100%) (96.9 -100%) (96.9 -100%)
MPO (p-ANCA) stfedné n8/18 - 100 % n8/18 - 100 % 110/110 - 100 %
pozitivni (96.9 -100%) (96.9 -100%) (96.6 —100%)
PR3 (c-ANCA) vysoce n8/18 - 100 % n8/18 - 100 % 116/118 — 98.3 %
pozitivni (96.9 -100 %) (96.9 -100 %) (94.0 - 99.5%)
MPO (p-ANCA) vysoce 120/120 - 100 % 120/120 — 100 % n2/18 - 94.9%
pozitivni (96.9 -100 %) (96.9 -100 %) (89.4-97.7%)
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iv. Hoda Vzorctll Mezi Metodami:
Shoda vysledku vzorci mezi metodami (Technik 1)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Shoda (95% CI) Shoda (95% CI) Shoda (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé pozitivni 60/60 - 100% 59/60 - 98.3% 59/60 - 98.3%
(94 - 100%) (911 - 99.7%) (911 - 99.7%)

MPO (p-ANCA) slabé

58/58 - 100%

53/53 - 100%

53/63 - 100%
(93.24 - 100%)

pozitivni (88.6 — 99.1%) (93.24 - 100%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 - 100% 60/60 - 100% 60/60 - 100%
pozitivni (94 - 100%) (94 - 100%) (94 - 100%)

MPO (p-ANCA) sttedné&

59/59 - 100%

55/55 - 100%

55/55 - 100%

pozitivni (93.9 - 100%) (93.5 - 100%) (93.5 - 100%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/59 - 100% 58/59 - 98.3% 58/59 - 98.3%
pozitivni (93.9 - 100%) (91.0 - 99.7%) (91.0 - 99.7%)

MPO (p-ANCA) vysoce

60/60 - 100%

56/58 — 96.6%

56/58 — 96.6%

pozitivni (94 - 100%) (88.3 = 99.1%) (88.3 - 99.1%)
Shoda vysledki vzorci mezi metodami (Technik 2)
Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Shoda (95% ClI) Shoda (95% ClI) Shoda (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) slabé 58/60 — 96.7 % 58/60 — 96.7 % 53/60 - 88.3%
pozitivni (88.6 - 99.1%) (88.6 - 99.1%) (778 -942%)
PR3 (c-ANCA) stfedné 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
MPO (p-ANCA) stfedn& 59/60 - 98.3% 59/60 - 98.3% 55/60 — 91.7 %
pozitivni (911-99.7%) (911-99.7%) (816 — 96.8%)
PR3 (c-ANCA) vysoce 59/60 — 98.3% 59/60 — 98.3% 58/60 — 96.7 %
pozitivni (911-99.7 %) (911 -99.7 %) (88.6 - 99.1%)
MPO (p-ANCA) vysoce 60/60 — 100 % 60/60 — 100 % 60/60 — 100 %
pozitivni (94 -100%) (94 -100%) (94 -100%)
Shoda kvalitativnich vysledkii v ramci metoda (Technici1a 2 Spoleéné)
Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Shoda (95% CI) Shoda (95% CI) Shoda (95% CI)
PR3 (c-ANCA) slabé 120/120 - 100 % 18/120 - 98.3% 118/120 - 98.3 %
pozitivni (96.9 -100%) (941-995%) (941-995%)
MPO (p-ANCA) slabé 116/116 = 100 % 116/116 = 100 % 106/106 — 100 %
pozitivni (95.8 - 100 %) (96.8 -100%) (96.5-100%)
PR3 (c-ANCA) stiedné 120/120 - 100 % 120/120 - 100 % 120/120 - 100 %
pozitivni (96.9 -100%) (96.9 -100%) (96.9 -100%)
MPO (p-ANCA) stfedné n8/18 - 100 % n8/18 - 100 % 110/110 - 100 %
pozitivni (96.9 -100%) (96.9 -100%) (96.6 —100%)
PR3 (c-ANCA) vysoce n8/18 - 100 % n8/18 - 100 % 116/18 - 98.3 %
pozitivni (96.9 -100%) (96.9 -100%) (94.0 - 99.5%)
MPO (p-ANCA) vysoce 120/120 - 100 % 120/120 - 100 % 12/118 — 94.9%
pozitivni (96.9 -100%) (96.9 -100%) (89.4-977%)
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e. Pétidenni studie reprodukovatelnosti na vice pracovistich:
Bylo sestaveno ndsledujicich osm vzork(i séra: Dva slabé pozitivni vzorky (~1:20-1:40 koneé&ny titr); jeden s
protilatkami proti PR3 (c-ANCA) a jeden s protilatkami proti MPO (p-ANCA). Dva stfedné& pozitivni vzorky
(~1:80-1:160 koneény titr); jeden anti-PR3 (c-ANCA) a jeden anti-MPO (p-ANCA). Dva silné pozitivni vzorky
(>1160 koneény titr); jeden anti-PR3 (c-ANCA) a jeden anti-MPO (p-ANCA), a déle dva negativni vzorky.
V8ech osm vzorkd bylo testovdno trojmo, pfi fedéni 1:20 pro screening, dvakrat denné, béhem péti riznych
dnd, tfemi rdznymi techniky, pomoci testovaciho systému ANCA IFA na formalinem fixovanych preparatech.
Ve tiech rlznych laboratofich byly kvalitativni vysledky a vzory interpretovany dvéma techniky pro Metoda A
a B a jednim pfistrojem dIFine pro Metodu C (celkem $est technik{ a tti pfistroje dIFine). Identita vzork( byla
kazdy den pred testovdnim zaslepena a ndhodné sefazena nezdvisle.
Vysledky:
i.  Shoda Kvalitativnich Vysledku
a. Vramci metoda
Site 1 - Shoda kvalitativnich vysledki v ramci metoda
Kvalitativni shoda vysledkt v rdmci metoda (Technik 1)

Vzorek Metoda A (95% CI) | Metoda B (95% CI)
Nedativni-1 30/30 - 100 % 30/30 - 100 %
9 (88.7-100.0 %) (88.7 -100.0%)
_ 30/30 -100 % 30/30-100%
Negativni-2

(88.7-100.0 %)

(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizk& pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30-100%

(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

Kvalitativni shoda vysledkt v rdmci metoda (Technik 2)

Vzorek Metoda A (95% CI) | Metoda B (95% CI)
Negativni-1 30/30 -100% 30/30-100%
(88.7 -100.0 %) (88.7 -100.0 %)
Negativni-2 30/30 -100% 30/30-100%

(88.7-100.0%)

(88.7-100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30-100%
(88.7-100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 - 100%
(88.7-100.0%)
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Vzorek Metoda C (95% CI)
Negativni-1 30/30 -100 %
(88.7-100.0%)
ivni 30/30 -100 %
Negativni-2

(88.7 -100.0 %)
28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)
30/30 - 100 %
(88.7 -100.0%)
30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)
30/30 -100%
(88.7 -100.0%)
30/30 -100%
(88.7 -100.0%)
30/30 - 100 %
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

MPO (p-ANCA) Vysoké porzitivita

Site 2 — Shoda kvalitativnich vysledki v rdmci jedné metoda
Vnitini-metodicka kvalitativni shoda vysledkii (Technik 1)

Vzorek Metoda A (95% CI) | Metoda B (95% CI)
o 30/30-100% 30/30 -100%
Negativni-1
(88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%)
o 30/30-100% 30/30-100%
Negativni-2

(88.7 -100.0 %)

(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizk& pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30-100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)
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Vnitfni-metodickéa kvalitativni shoda vysledka (Technik 2)

(88.7 -100.0 %)

Vzorek Metoda A (95% CI) | Metoda B (95% CI)
o 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-1
(88.7 -100.0 %) (88.7 -100.0 %)
o 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-2

(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Nizkda pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

MPO (p-ANCA) Vysokd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

Vzorek Metoda C (95% CI)
Negativni-1 30/30-100%
(88.7 -100.0%)
ivni 30/30 - 100 %
Negativni-2

(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0 %)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0 %)

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0 %)
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Site 3 — Shoda kvalitativnich vysledki v ramci jedné metoda

Vnitfni-metodicka kvalitativni shoda vysledki (Technik 1)

Vzorek Metoda A (95% CI) | Metoda B (95% CI)
o 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-1
(88.7 -100.0 %) (88.7 -100.0 %)
o 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-2

(88.7 -100.0 %)

(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Nizkd pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7 -100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

MPO (p-ANCA) Vysokd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

Vnitini-metodicka kvalitativni shoda vysledkii (Technik 2)

Vzorek Metoda A (95% CI) | Metoda B (95% ClI)
.y 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-1
(88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%)
o 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-2

(88.7 -100.0%)

(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd porzitivita

30/30-100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)
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Vzorek Metoda C (95% CI)
Negativni-1 30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)
o 30/30 - 100 %
Negativni-2

(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

28/30 - 93.3%
(787 -982%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni porzitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

b. Mezi Metodami:

Site 1 - Shoda kvalitativnich vysledk(i mezi metodami

Mezi-metodickéa shoda kvalitativnich vysledk (Technik 1)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95%cCl) (95% cI)
oy 30/30 - 100 % 30/30 - 100 % 30/30 - 100 %
Negativni-1
(88.7 -100.0 %) (88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%)
o 30/30 - 100 % 30/30 - 100 % 30/30 -100%
Negativni-2

(88.7-100.0%)

(88.7 -100.0 %)

(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

28/30 - 93.3%
(787 -982%)

28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)
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Mezi-metodicka shoda kvalitativnich vysledkt (Technik 2)

(88.7-100.0%)

(88.7-100.0 %)

Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Vzorek
(95% cI) (95%cCl) (95% cI)

L 30/30 - 100 % 30/30 - 100 % 30/30 - 100 %

Negativni-1
(88.7-100.0%) (88.7-100.0 %) (88.7-100.0 %)

o 30/30 - 100 % 30/30 - 100 % 30/30 - 100 %

Negativni-2

(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)

28/30 - 93.3%
(78.7 - 982 %)

28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizkd& pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Stfedni porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

MPO (p-ANCA) Vysoké porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 - 100%
(88.7-100.0 %)

Site 2 - Shoda kvalitativnich vysledkl mezi metodami
Mezi-metodické shoda kvalitativnich vysledku (Technik 1)

(88.7 -100.0%)

(88.7 -100.0%)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI1) (95% cI) (95% cI)
.y 30/30 - 100 % 30/30 - 100 % 30/30 - 100 %
Negativni-1
(88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%)
.y 30/30 -100% 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-2

(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

28/30 - 93.3%
(78.7 - 982 %)

28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30-100%
(88.7-100.0%)

30/30-100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)
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Mezi-metodicka shoda kvalitativnich vysledkt (Technik 2)

Vzorek

Metoda A vs Metoda B

(95% cI)

Metoda A vs Metoda C

(95% 1)

Metoda B vs Metoda C

(95% C1)

Negativni-1

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0 %)

Negativni-2

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

28/30 - 93.3%
(78.7 - 982 %)

28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

Site 3 - Shoda kvalitativnich vysledk{ mezi metodami

Mezi-metodické shoda kvalitativnich vysledk (Technik 1)
Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C

(88.7 -100.0%)

(88.7 -100.0%)

Vzorek
(95% cI) (95%cl) (95% cI)
.y 30/30 -100% 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-1
(88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%)
.y 30/30 -100% 30/30 -100% 30/30 -100%
Negativni-2

(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

28/30 - 93.3%
(78.7 - 982 %)

28/30 - 93.3%
(787 — 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0 %)

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoké porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30-100%
(88.7-100.0%)

30/30-100%
(88.7-100.0 %)

30/30 -100%
(88.7-100.0 %)
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Mezi-metodicka shoda kvalitativnich vysledkt (Technik 2)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% 1) (95% C1)
o 30/30 -100% 30/30 -100% 30/30 - 100%
Negativni-1
(88.7-100.0%) (88.7 -100.0 %) (88.7 -100.0 %)
o 30/30 -100% 30/30 -100% 30/30 - 100%
Negativni-2

(88.7-100.0%)

(88.7 -100.0 %)

(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

28/30 - 93.3%
(78.7 - 982 %)

28/30 - 93.3%
(787 - 982 %)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 -100%
(88.7-100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0 %)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100 %
(88.7-100.0%)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

30/30 - 100 %
(88.7-100.0 %)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0 %)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30-100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(88.7 -100.0%)

30/30 -100%
(887 -

100.0 %)

Po slou¢eni vysledki ze v§ech osmi vzorkd Ize kvalitativni vysledky také shrnout ndsledovné:

Reprodukovatelnost metoda A na vice pracovistich: Kvalitativni vysledky ze tfi pracovist a dvou technikd na
kazdém pracovisti, porovnavajici vysledky mezi pracovisti a mezi techniky.

Sitel Site2 Site3
Technik1 | Technik 2 Technik 1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2
Metoda A Metoda A Metoda A

Technik1 240/240-100%[240/240 - 100% |240/240 - 100% [240/240 - 100%|240/240 - 100%

Sitel MetodaA (98.42-100.00) |(98.42 - 100.00) | (98.42- 100.00) | (98.42 - 100.00)|(98.42 - 100.00)

Technik 2 240/240-100% |240/240-100% |240/240 - 100%|240/240 - 100%

(98.42-100.00) | (98.42-100.00) |(98.42- 100.00)|(98.42- 100.00)

Technik1 240/240 - 100% [240/240 - 100%|240/240 - 100%

Site2 MetodaA (98.42-100.00) |(98.42-100.00)|(98.42-100.00)

Technik 2 240/240 - 100%|240/240 - 100%

(98.42-100.00)|(98.42-100.00)

Technik1 240/240-100%

Site3 Metoda A (98.42-100.00)
Technik 2
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Reprodukovatelnost metoda B na vice pracovistich: Kvalitativni vysledky ze tfi pracovist a dvou technikti na kazdém
pracovisti, porovnavaijici vysledky mezi pracovisti a mezi techniky.

Sitel Site2 Site3
Technik1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2
MetodaB MetodaB MetodaB

Technik1 240/240 - 100%[240/240 - 100% |240/240-100% [240/240 - 100%|240/240 - 100%

Sitel MetodaB (98.42-100.00)|(98.42 - 100.00) | (98.42- 100.00) |(98.42 - 100.00)|(98.42 - 100.00)

Technik 2 240/240-100% |240/240-100% |240/240 - 100%|240/240 - 100%

(98.42-100.00) | (98.42-100.00) |(98.42-100.00)|(98.42 - 100.00)

Technik1 240/240 - 100% |240/240 - 100%|240/240 - 100%

Site2 MetodaB (98.42-100.00) |(98.42-100.00)|(98.42-100.00)

Technik 2 240/240-100%|240/240 - 100%

(98.42-100.00)|(98.42-100.00)

Technik1 240/240-100%

Site3 (98.42-100.00)
Technik 2 | MetodaB

Reprodukovatelnost metoda C na vice pracovistich — kvalitativni vysledky pfi porovnani mezi pracovisti

site1 | Site2 | site3
Metoda C
234/240-9750% 238/240-99.17%
sitel (9465-98.85) (97.01-99.77)
Site 2 Metoda C 235/240- 97.92%
(95.22-99.1m)
Site3
ii. Shoda Vysledku Vzord
a. VramciMetoda
Site 1 - Shoda vysledki vzor( v ramci jedné metoda
shoda vzora v ramci metoda (Technik 1)
Vzorek Metoda A (95% CI) Metoda B (95% CI)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizkda pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni porzitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

ANCA Formol-fixované IFA, Rev. Datum 2025-07-25
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Shoda vzorh v ramci metoda (Technik 2)

Vzorek

Metoda A (95% CI)

Metoda B (95% CI)

PR3 (c-ANCA) Nizka porzitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

29/30 - 96.7%
(83.3 - 99.4%)

29/30 - 96.7%
(83.3 - 99.4%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

Vzorek

Metoda C (95% CI)

PR3 (c-ANCA) Nizkd pozitivita

27/30 - 90.0%
(74.4 - 96.5%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

29/30 - 96.7%
(83.3-99.4%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka porzitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

Site 2 - Shoda vysledku vzor( v radmci jedné metoda
Shoda vzora v ramci metoda (Technik 1)

Vzorek

Metoda A (95% CI)

Metoda B (95% CI)

PR3 (c-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

ANCA Formol-fixované IFA, Rev. Datum 2025-07-25
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shoda vzora v ramci metoda (Technik 2)

Vzorek

Metoda A (95% ClI)

Metoda B (95% CI)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

Vzorek

Metoda C (95% CI)

PR3 (c-ANCA) Nizkd porzitivita

26/30 - 86.7%
(70.3 - 94.7%)

MPO (p-ANCA) Nizké pozitivita

28/30 - 93.3%
(78.7 - 98.2%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

Site 3 - Shoda vysledki vzor( v ramci jedné metoda

Mezi-metodickd shoda kvalitativnich vysledka (Technik 1)

Vzorek Metoda A (95% CI) Metoda B (95% CI)
Negativni-1 N/A N/A
Negativni-2 N/A N/A

PR3 (c-ANCA) Hraniéni/Nizk& 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
MPO (p-ANCA) Hrani&ni/Nizka 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)
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Mezi-metodicka shoda kvalitativnich vysledkt (Technik 2)

Vzorek Metoda A (95% CI) Metoda B (95% CI)
Negativni-1 N/A N/A
Negativni-2 N/A N/A

PR3 (c-ANCA) Hraniéni/Nizk& 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 —100.0%) (88.7 -100.0%)
MPO (p-ANCA) Hrani&ni/Nizka 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 —100.0%) (88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita (88.7 ~100.0%)

Vzorek Metoda C (95% CI)
Negativni-1 N/A
Negativni-2 N/A

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)
30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)
30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)
30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)
30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)
29/30 - 96.7%
(83.3 - 99.4%)

PR3 (c-ANCA) Hraniéni/Nizk& pozitivita

MPO (p-ANCA) Hraniéni/Nizkd pozitivita

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

MPO (p-ANCA) Stfedni porzitivita

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

MPO (p-ANCA) Vysoké pozitivita

b. Mezi Metodami:
Site 1 - Shoda vysledki vzori mezi metodami

shoda vzora v ramci metoda (Technik 1)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95%cCl) (95%cCl)

PR3 (c-ANCA) Nizké 30/30 - 100% 27/30 - 90.0% 27/30 - 90.0%
pozitivita (88.7 -100.0%) (74.4 — 96.5%) (74.4 — 96.5%)

MPO (p-ANCA) Nizkd 30/30 - 100% 29/30 - 96.7% 29/30 - 96.7%
pozitivita (88.7 -100.0%) (83.3 - 99.4%) (83.3 - 99.4%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Stredni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysokd 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%) (88.7 —100.0%)
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Shoda vzorh v ramci metoda (Technik 2)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% 1) (95% 1)

PR3 (c-ANCA) Nizké 30/30 - 100% 27/30 - 90.0% 27/30 - 90.0%
pozitivita (88.7 -100.0%) (74.4 - 96.5%) (74.4 - 96.5%)

MPO (p-ANCA) Nizkd 30/30 - 100% 29/30 - 96.7% 29/30 - 96.7%
pozitivita (88.7 -100.0%) (83.3 - 99.4%) (83.3 - 99.4%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%) (88.7 —100.0%)

MPO (p-ANCA) Stredni 30/30 - 100% 29/30 - 96.7% 29/30 - 96.7%
pozitivita (88.7 -100.0%) (83.3 - 99.4%) (83.3 - 99.4%)

PR3 (c-ANCA) Vysoka 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%) (88.7 —100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokéa 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)

Site 2 - Shoda vysledkt vzor mezi metodami
Shoda vzorii mezi metodami (Technik 1)

Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
Vzorek
(95% cI) (95%cl) (95% cI)
PR3 (c-ANCA) Nizké& 30/30 - 100% 26/30 - 86.7% 26/30 - 86.7%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (70.3 - 94.7%) (70.3 - 94.7%)
MPO (p-ANCA) Nizk& 30/30 - 100% 28/30 - 93.3% 28/30 - 93.3%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (78.7 - 98.2%) (78.7 - 98.2%)
PR3 (c-ANCA) Stfedni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%) (88.7 -100.0%)
MPO (p-ANCA) Stfedni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
PR3 (c-ANCA) Vysokéd 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
MPO (p-ANCA) Vysokd 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
Shoda vzori mezi metodami (Technik 2)
Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% 1) (95% CI)
PR3 (c-ANCA) Nizké 30/30 - 100% 26/30 - 86.7% 26/30 - 86.7%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (70.3 - 94.7%) (70.3 - 94.7%)
MPO (p-ANCA) Nizkd 30/30 - 100% 28/30 - 93.3% 28/30 - 93.3%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (78.7 — 98.2%) (78.7 — 98.2%)
PR3 (c-ANCA) Stfedni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
MPO (p-ANCA) Stredni 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
PR3 (c-ANCA) Vysokd 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
MPO (p-ANCA) Vysokéa 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)
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Site 3 - Shoda vysledkil vzor mezi metodami
shoda vzori mezi metodami (Technik 1)

Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% C1) (95% 1)
Negativni-1 N/A N/A N/A
Negativni-2 N/A N/A N/A
PR3 (c-ANCA) Hraniéni/Nizk& 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%)
MPO (p-ANCA) Hrani&ni/Nizka 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 -100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

MPO (p-ANCA) Stredni
pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokd

30/30 - 100%

29/30 - 96.7%

29/30 - 96.7%

pozitivita (88.7 - 100.0%) (83.3 - 99.4%) (83.3 - 99.4%)
shoda vzorii mezi metodami (Technik 2)
Vzorek Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% Cl) (95%cl)
Negativni-1 N/A N/A N/A
Negativni-2 N/A N/A N/A
PR3 (c-ANCA) Hraniéni/Nizk& 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 -100.0%) (88.7 -100.0%) (88.7 —100.0%)
MPO (p-ANCA) Hraniéni/Nizka 30/30 - 100% 30/30 - 100% 30/30 - 100%
pozitivita (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%) (88.7 - 100.0%)

PR3 (c-ANCA) Stfedni pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

MPO (p-ANCA) Stfedni
pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 —100.0%)

PR3 (c-ANCA) Vysoké pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

MPO (p-ANCA) Vysokéa
pozitivita

30/30 - 100%
(88.7 - 100.0%)

29/30 - 96.7%
(83.3 - 99.4%)

29/30 - 96.7%
(83.3 - 99.4%)

Po slouceni vysledkd, které vykazovaly pozitivni shodu u viech Sesti vzorkd, Ize vysledky vzord shrnout ndsledovné:

Reprodukovatelnost metoda A na vice pracovistich: Vysledky vzorct ze tFi pracovist a dvou technikii na kazdém
pracovisti, porovnavaijici Site mezi sebou a techniky mezi sebou.

Sitel Site2 Site3
Technik1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2
MetodaA MetodaA MetodaA

Technik1
Site1l

Technik 2[ MetodaA

Technik1
Site2

Technik 2| MetodaA

Technik1
MetodaA

Site3 [Technik 2|

(96.82 - 99.90)

179/180 - 99.44%

180/180 - 100%
(97.91-100.00)

180/180 - 100%

180/180 - 100%
(97.91-100.00)

180/180 - 100%
(97.91-100.00)

179/180 - 99.44%
(96.82 - 99.90)

(97.91-100.00)
180/180 - 100%
(97.91-100.00)

179/180 - 99.44%
(96.82 - 99.90)

180/180 - 100%
(96.92 - 99.90)

179/180 — 99.44%

180/180 - 100%

180/180 - 100%

(96.82 - 99.90) | (97.91-100.00) [(97.91-100.00)
180/180 - 100% [180/180 - 100%

(97.91-100.00) |(97.91-100.00)

180/180 - 100%

(97.91 -100.00)
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Reprodukovatelnost metoda B na vice pracovistich: Vysledky vzorcl ze tfi pracovist a dvou technikli na kazdém
pracovisti, porovnavajici vysledky mezi pracovisti a mezi techniky.

Site1 Site2 Site3
Technik1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2 Technik1 | Technik 2
Metoda B Metoda B Metoda B
Technik1 179/180 — 99.44%| 180/180 — 100% | 180/180 — 100% | 180/180 - 100% [180/180 - 100%
Site1 (96.82 - 99.90) | (97.91-100.00) | (97.91 -100.00) | (97.91-100.00) |(97.91 - 100.00)
Technik 2 | Metoda B 179/180 — 99.44%| 180/180 - 100% |179/180-99.44% [180/180 - 100%
(96.82 — 99.90) | (97.91-100.00) | (96.82 —99.90) ((96.92 - 99.90)
Technik1 179/180 — 99.44%| 180/180 — 100% |180/180 — 100%
Site 2 (96.82 - 99.90) | (97.91 -100.00) [(97.91 - 100.00)
Technik 2 | Metoda B 180/180 - 100% {180/180 - 100%
(97.91-100.00) [(97.91 - 100.00)
Technik 1 180/180 - 100%
Metoda B (97.91-100.00)
Site 3 | Technik 2

Reprodukovatelnost metoda C na vice pracovistich — vysledky vzorct pfi porovnani mezi pracovisti

site1 | site2 | site3
MetodaC
. 170/173- 98.27% 175/178-98.31%
Site1
(95.03-99.41) (95.16-99.43)
) MetodaC 173/175—- 98.86%
Site 2
(95.93-99.69)
Site3

f. Studie Interference:

Bylo sestaveno ndsledujicich osm vzorkd séra: Dva slabé pozitivni vzorky (~1:20-1:40 kone&ny titr); jeden s
protilatkami proti PR3 (c-ANCA) a jeden s protilatkami proti MPO (p-ANCA). Dva stfedné pozitivni vzorky
(~1:80-1160 kone&ny titr); jeden anti-PR3 (c-ANCA) a jeden anti-MPO (p-ANCA). Dva silné pozitivni vzorky
(>1160 koneény titr); jeden anti-PR3 (c-ANCA) a jeden anti-MPO (p-ANCA), a déle dva negativni vzorky.
Téchto osm vzorkd bylo obohaceno dvéma rznymi koncentracemi (nizkou a vysokou) devatendcti riznych
interferentd, jok je uvedeno v tabulce nize.VSechny vzorky byly testovény trojmo pfi fedéni 1:20 a
interpretovdny pomoci vSech tfi vySe uvedenych metod. Kvalitativni vysledky a vzory byly interpretovany
dvéma techniky pro Metoda A a B a jednim pfistrojem dIFine pro Metodu C.
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Endogenni latky
Latka Nizka koncentrace Vysoka koncentrace
Bilirubin (nekonjugovany) 0.02mg/mL 015mg/mL
Cholesterol (celkovy 15mg/mL 22mg/mL
Triglyceridy (celkové) Tmg/mL 25mg/mL
Albumin 35mg/mL 52mg/mL
Hemoglobin 100mg/mL 200mg/mL
RF 200U/mL 400U/mL
Endogenni latky
Latka Nizka koncentrace Vysoka koncentrace
Intralipidy 2.0mg/mL 20mg/mL
Cyklofosfamid 0183mg/mL 0549mg/mL
Ibuprofen 0.073mg/ml 0219mg/ml
Hydroxychlorochin 0.006mg/mL 0.024mg/mL
Simvastatin 0.0000277 mg/mL 0.000083mg/ml
Prednison 0.000033mg/mL 0.000099mg/mL
Azathioprin 0.00086 mg/mL 000258 mg/mL
Diltiazem 0.0003mg/mL 0.0009mg/mL
Mykofenolat mofetil 0.012mg/mL 0.048mg/mL
Rituximab 05mg/mL 2mg/mL
Belimumab 2mg/mL 8mg/mL
Methotrexdat 0.454mg/mL 136mg/mL
Naproxen 012mg/mL 0.36 mg/mL

Zadny z interferent neovlivnil ocekavané vysledky u zadného z replikovanych testd pfi &teni metodami A a
B. Metoda C poskytla kvalitativné spravné vysledky, aviak vykézala nékolik nejistych vysledkd u nékterych
replikat pozitivnich vzorkd, stejné jako nespravné vysledky vzord u nékolika pozitivnich replikat. Nicméné
vzhledem k relativné nizké frekvenci téchto nespravnych vysledkd u metoda C nelze usuzovat, Ze by byly
dlsledkem interference v testu, protoZe vysledky metod A a B byly ze 100% pfijatelné.
Celkové lze uzaviit, Ze testovaci systém ANCA IFA na formalinem fixovanych prepardtech neni ohrozen
vznikem chybnych vysledk( v disledku pfitomnosti testovanych interferentd.

2. StudieKlinické Vykonnosti:
a. Popis Souboru

Pfehled 583 klinicky charakterizovanych vzorkd pouzitych v této studii je uveden v tabulce nize. Tyto vzorky
byly pred testovanim rozdéeleny na alikvoty, zaslepeny a ndhodné sefazeny.
V8echny vzorky byly testovany tfemi rdznymi techniky pfi fedéni 1:20 pomoci testovaciho systému Sebia
ANCA IFA na formalinem fixovanych preparétech a jednim technikem pomoci srovnévaciho testovaciho
systému ANCA IFA na formalinem fixovanych preparéatech. Kvalitativni vysledky a vzory pro testovaci systém
Sebia ANCA IFA byly interpretovany dvéma techniky ve tfech rdznych laboratofich pro Metoda A a B a
jednim piistrojem dIFine v kazdé laboratofi pro Metodu C (celkem 6 technik( a 3 pfistroje dIFine). Kvalitativni
vysledky a vzory pro srovndvaci testovaci systém ANCA IFA byly interpretovény v jediné laboratofi pomoci
Metoda A. Vysledky byly pouzity k vyhodnoceni klinické specificity, klinické sensitivity, shody kvalitativnich
vysledkd a shody vzorl mezi interpretaénimi metodami.
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b. Souhrn Kvalitativnich Vysledkt

Diagnéza n

Mikroskopické polyangiitida (MPA) 123

e Granulomatéza s polyangiitidou (GPA) 92
Asociovana Vaskulitida Eozinofilni granulomatéza s polyangiitidou (Egpa) 8

(AAV)

Vaskulitida neasociovand s ANCA 30

Autoimunitni onemocnéni §titné zlazy 30

Revmatoidni artritida 30

Chronické onemocnéni ledvin 30

Kontrolni Nemoci Systémovd skleréza 30
Systémovy lupus erythematodes 30

Dermatomyozitida/polymyozitida 30

Z&anétlivé onemocnéni stfev 30

Sinusitida/alergickd ryma 30

Infek&ni onemocnéni 30

Astma/CHOPN 30

Rakovina 30

Celkem 583

i. Souhrn kvalitativnich vysledkd testovaciho systému Sebia ANCA IFA na formalinem fixovanych
preparétech - Site 1

Site 1
Sebia ANCA IFA - Formalin
. . Metoda A Metoda B Metoda C
Diagnéza n < < < <
Technik A Technik B Technik A Technik B UNC-NEG UNC-POS
n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz nPoz | % Poz n Poz % Poz
ANCA- MPA 123 110 89.43 104 84.55 107 86.99 104 84.55 102 82.93 105 85.37
Asociovana GPA 92 77 83.70 76 82.61 86 93.48 86 93.48 76 82.61 78 84.78
Vaskulitida eGPA 8 7 87.50 7 87.50 7 87.50 7 87.50 7 87.50 7 87.50
Ne-ANCA-asociovand 30 1 3.33 1 3.33 1 3.33 1 3.33 1 3.33 1 3.33
vaskulitida
Autoimunitni 30 2 6.67 2 6.67 2 6.67 2 6.67 2 6.67 2 6.67
onemocnéni §titné Zlazy
Revmatoidni artritida 30 4 13.33 13.33 13.33 13.33 13.33 4 13.33
Chronické onemocnéni 30 2 6.67 2 6.67 2 6.67 2 6.67 2 6.67 2 6.67
ledvin
Systémova skleréza 30 4 13.33 4 13.33 4 13.33 4 13.33 4 13.33 4 13.33
; Systémovy lupus 13 43.33 13 43.33 13 43.33 13 43.33 13 43.33 13 43.33
Kontrolni 30
Oonemocnéni erythemc:'fc?des
Dermatomyozitida/poly 30 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
myozitida
Zanétlivé onemocnéni 30 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
stiev
Sinusitida/alergické 30 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
ryma
Infek&ni onemocnéni 30 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Astma/CHOPN 30 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Rakovina 30 1 3.33 1 3.33 1 3.33 1 3.33 1 3.33 1 3.33
Celkem 583
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ii. Souhrn kvalitativnich vysledkd testovaciho systému Sebia ANCA IFA na formalinem fixovanych
prepardtech - Site 2

Lokalital
Sebia ANCA IFA - Formalin
. . Metoda A Metoda B Metoda C
Diagnéza n " " < "
Technik A Technik B Technik A Technik B UNC-NEG UNC-POS
n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz nPoz | %Poz
ANCA- MPA 123 115 93.50 n7 95.12 116 94.31 n7 95.12 103 83.74 110 89.43
Asociovana GPA 92 85 92.39 85 92.39 86 93.48 86 93.48 76 82.61 78 84.78
Vaskulitida eGPA 8 8 100.00 8 100.00 8 100.00 8 100.00 7 87.50 7 87.50
Ne-ANCA-asociované 0 0.00 1 3.33 1 3.33 0 0.00 0.00
vaskulitida 30 ! 333
Autoimunitni onemocnéni §titné 3 10.00 4 13.33 4 13.33 1 3.33 2 6.67
siczy 30 4 13.33
Revmatoidni artritida 30 8 26.67 7 23.33 7 23.33 7 23.33 4 13.33 5 16.67
Chronické onemocnéni ledvin 30 3 10.00 2 6.67 2 6.67 2 6.67 0 0.00 0 0.00
Systémova skleréza 30 6 20.00 6 20.00 20.00 6 20.00 3 10.00 4 13.33
Kontrolnj . Systémovy lupus erythematodes 30 3 4333 16 53.33 16 53.33 16 53.33 12 40.0 13 43.33
Onemocnéni 0
Dermatomyozitida/polymyozitid 30 9 6.67 3 10.00 1 3.33 2 6.67 0 0.00 0 0.00
a
Zanétlivé onemocnéni strev 30 1 3.33 2 6.67 2 6.67 2 6.67 0 0.00 0 0.00
Sinusitida/alergické ryma 30 0 0.00 2 6.67 2 6.67 2 6.67 0 0.00 0 0.00
Infekéni onemocnéni 30 0 0.00 2 6.67 2 6.67 2 6.67 1 3.33 1 3.33
Astma/CHOPN 30 0 0.00 n7 95.12 116 94.31 n7 95.12 103 83.74 110 89.43
Rakovina 30 2 6.67 85 92.39 86 93.48 86 93.48 76 82.61 78 84.78
Celkem 583
iii. Souhrn kvalitativnich vysledkd testovaciho systému Sebia ANCA IFA na formalinem fixovanych
prepardtech - Site 3
Lokalital
Sebia ANCA IFA - Formalin
Metoda A Metoda B Metoda C
Diagnéza n Technik A Technik B Technik A Technik B UNC-NEG UNC-POS
n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz % Poz n Poz Ptygz nPoz | % Poz
ANCA- MPA 123 115 93.50 n7 95.12 116 94.31 n7 95.12 103 83.74 110 89.43
Asociovana GPA 92 85 92.39 85 92.39 86 93.48 86 93.48 76 82.61 78 84.78
Vaskulitida eGPA 8 8 100.00 8 100.00 8 100.00 8 100.00 7 87.50 7 87.50
Ne-ANCA-asociovand 0 0.00 1 3.33 1 3.33 0 0.00 0.00
vaskulitida 30 ! 333
Autoimunitni :Ir;ezr;\ocnem stitné 30 4 1333 3 10.00 4 13.33 4 13.33 1 3.33 2 6.67
Revmatoidni artritida 30 8 26.67 7 23.33 7 23.33 7 23.33 4 13.33 5 16.67
Chronické onemocnéni ledvin 30 3 10.00 2 6.67 2 6.67 2 6.67 0 0.00 0 0.00
Systémova skleréza 30 6 20.00 6 20.00 6 20.00 6 20.00 3 10.00 4 13.33
Kontrolnvi ) Systémovy lupus erythematodes 30 - 2333 16 53.33 16 53.33 16 53.33 12 40.0 13 43.33
Onemocnéni 0
Dermatomyozitida/polymyozitid 30 9 6.67 3 10.00 1 3.33 2 6.67 0 0.00 0 0.00
a
Zanétlivé onemocnéni stiev 30 1 3.33 2 6.67 2 6.67 2 6.67 0 0.00 0 0.00
Sinusitidc/alergické ryma 30 0 0.00 2 6.67 2 6.67 2 6.67 0 0.00 0 0.00
Infekéni onemocnéni 30 0 0.00 2 6.67 2 6.67 2 6.67 1 3.33 1 3.33
Astma/CHOPN 30 0 0.00 n7 95.12 116 94.31 n7 95.12 103 83.74 110 89.43
Rakovina 30 2 6.67 85 92.39 86 93.48 86 93.48 76 82.61 78 84.78
Celkem 583
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iv. Souhrn kvalitativnich vysledkd srovndvaciho testovacino systému ANCA IFA na formalinem fixovanych

preparétech
Predikat ANCA IFA — Formalin
Diagnéza n Metoda A
n Poz % Poz
ANCA- MPA 123 m 90.24 %
Asociovand GPA 92 80 86.96 %
Vaskulitida eGPA 8 7 87.50 %
Ne-ANCA-asociovand vaskulitida 30 1 3.33%
Autoimunitni onemocnéni §titné zlazy 30 2 6.67 %
Revmatoidni artritida 30 8 26.67 %
Chronické onemocnéni ledvin 30 1 3.33%
Systémova skleréza 30 6 20.00 %
Kontrolni Systémovy lupus erythematodes 30 13 4333 %
Onemochnéni Dermatomyozitida/polymyorzitida 30 1 3.33 %
Z&anétlivé onemocnéni stfev 30 1 3.33%
Sinusitida/alergickd ryma 30 0 0.00 %
Infek&ni onemocnéni 30 0 0.00 %
Astma/CHOPN 30 0 0.00 %
Rakovina 30 0 0.00 %
Celkem 583

c. Klinicka senzitivita a klinicka specificita:

Klinickd senzitivita byla vypoétena na kazdém pracovisti pomoci kvalitativnich vysledkd ziskanych ze vzorkd s
vaskulitidou asociovanou s ANCA (n = 223). Specificita byla vypoctena ze souhrnného souboru kvalitativnich
vysledkd ziskanych ze vzork( kontrolnich onemocnéni (n = 360).

i. Testovaci systém Sebia ANCA IFA na formalinem fixovanych preparédatech

X ) AAV (n = 223) cD (n=360)
Site | Technik Interpretace o . o o . o
% Senzitivita 95% CI % Specificita 95% CI

A Metoda A 87.00 81.95 — 90.79 92.50 89.31-94.79
Metoda B 87.89 82.96 — 91.54 93.06 89.95 — 95.25
: 5 Metoda A 87.44 82.45 - 9117 92.50 89.31-94.79
Metoda B 87.00 81.95 — 90.79 93.06 89.95 — 95.25
difine Metoda C (NEURC. = NEG) 84.75 79.45 — 88.88 94.44 91.58 — 96.38
Metoda C (NEURC. = POS) 86.55 81.44 — 90.41 93.61 90.06 — 95.71
A Metoda A 87.00 81.95 — 90.79 93.89 90.92 - 95.93
Metoda B 87.00 81.95 — 90.79 94.17 91.25 — 96.15
) 5 Metoda A 84.30 78.95 — 88.49 95.00 92.24 - 96.81
Metoda B 83.41 77.97 - 87.72 94.17 91.25 — 96.15
difine Metoda C (NEURCZ:. = NEG) 79.82 74.07 — 84.56 95.00 92.24 - 96.81
Metoda C (NEURC. = POS) 82.96 77.48 — 87.33 93.89 90.92 - 95.93
A Metoda A 93.27 89.20 - 95.88 87.22 83.38 - 90.28
Metoda B 94.17 90.28 - 96.56 87.50 83.68 — 90.53
3 5 Metoda A 94.17 90.28 - 96.56 87.50 83.68 — 90.53
Metoda B 94.62 90.83 - 96.90 87.22 83.38 - 90.28
diFine Metoda C (NEURC. = NEG) 83.41 77.97 - 87.72 94.17 91.25 - 96.15
Metoda C (NEURC. = POS) 87.44 82.45 - 9117 93.06 89.95 - 95.25
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ii. Srovnavaci testovaci systém ANCA IFA na formalinem fixovanych preparatech

AAV (n = 223) cb (n=360)
Interpretace " - P PP - P
% Senzitivita | 95% interval spolehlivosti | % Specificita | 95% interval spolehlivosti
Metoda A 88.79 % 83.97 - 92.29 90.56 % 87.09 - 93.16

ili. zZaveér ke klinické senzitivité a specificité:

Hodnoty senzitivity pro kohortu AAV se pohybovaly v rozmezi od 82.96 % do 94.62 % napfic vSemi tfemi
metodami a vSemi tfemi pracovisti. Klinick& specificita mezi kohortou s kontrolnimi onemocnénimi se
pohybovala od 87.22 % do 95.00 % napfi¢ véemi tfemi metodami a véemi tfemi pracovisti. Pfi zprdmeérovani
véech metod interpretace napfi¢ véemi tfemi pracovisti ¢inila prdmérnad klinickd senzitivita ve skupiné AAV
87.34 % a klinickd specificita ve skupiné s kontrolnimi onemocnénimi 92.33 %. Vzhledem k tomu, Ze sérové
vzorky AAV pouZité v této studii byly odebrény v dobé stanoveni diagnézy, je zjisténd vysokd Uroven
senzitivity v souladu s publikovanou literaturou® * a také se srovndvacim zafizenim, které bylo testovano
paralelné se stejnymi vzorky. Naméfené hodnoty specificity jsou rovné? v souladu se shrnutimi typu 510(k)
pro podobnd zafizeni, stejné jako se srovndvacim zafizenim testovanym paralelné na stejnych vzorcich.

d. Shoda Mezi Metodami Interpretace:
Souhrn srovndni shody kvalitativnich a vzorovych vysledkd mezi Metodou A a Metodou B, Metodou A a
Metodou C a Metodou B a Metodou C je uveden v tabulkdch nize:
i. Srovndnikvality — Metoda A vs. Metoda B

Shoda Pozitivnhich Shoda Negativnich .
Metoda A vs Metoda B ) . P i Celkové Shoda (95% ClI)
Vysledkt (95% CI) Vysledkt (95% CI)
) 218/221, 98.64% 359/362, 99.17% 577/583, 98.97%
Technik A
st (96.09 - 99.54) (97.59 - 99.72) (97.77 - 99.53)
) 219/222, 98.65% 361/361,100.00% 580/583, 99.49%
Technik B
(96.10 — 99.54) (98.56 - 100.00) (98.50 - 99.82)
. 215/216, 99.54% 367/367,100.00% 582/583, 99.83%
Technik A
Site 2 (97.42 - 99.92) (98.36 - 100.00) (98.93 - 99.97)
Ite
. 204/206, 99.03% 374/377,99.20% 578/583, 99.14%
Technik B
(96.53 - 99.73) (97.62 - 99.73) (98.01 - 99.63)
. 253/254, 99.61% 327/329, 99.39% 580/583, 99.49%
Technik A
Site 3 (97.80 — 99.93) (97.81-99.83) (98.50 - 99.82)
Ite
) 254/255, 99.61% 325/328, 99.09% 579/583, 99.31%
Technik B
(97.81-99.93) (97.35 - 99.69) (98.25 - 99.73)

ii. Souhrnna shoda kvalitativnich vysledkii pro Metodu A vs. Metodu B — Viechna Site [ Vsichni technici

Shoda Pozitivnich Vysledk Shoda Negativnich Vysledk Celkové Shoda
(95% CI) (95% CI) (95% cI1)
1363/1374, 99.20 % 213/2124, 99.48 % 3476/3498,99.37 %
(9857 - 99.55) (99.07 - 99.71) (99.05 -9958)

ili. Srovnanikvality - Metoda A vs. Metoda C
Srovndni mezi Metodou A a Metodou C bylo provedeno dvakrat: jednou za pfedpokladu, Zze vSechny
vysledky Metoda C oznagené jako UNC (nejisté) byly povazovény za negativni, a podruhé za pfedpokladu,
Ze vSechny vysledky UNC byly povazovény za pozitivni.
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Shoda Pozitivnich Shoda Negativnich Celkovéa
Metoda A vs Metoda C . . o
(UNC = Neg) Vysledk Vysledki Shoda
(95% cI) (95% cI1) (95% cI1)
Technik A 208/221, 94.12% 361/362, 99.72% 569/583, 97.60%
site 1 (90.20 - 96.53) (98.45 - 99.95) (96.01 - 98.56)
Technik B 208/222, 93.69% 360/361, 99.72% 568/583, 97.43%
(89.69 - 96.21) (98.45 - 99.95) (95.80 - 98.43)
. 196/216, 90.74% 367/367,100.00% 563/583, 96.57%
Technik A
Site 2 (86.13 - 93.93) (98.96 - 100.00) (94.76 - 97.77)
Technik B 194/206, 94.17% 375/377, 99.47% 569/583, 97.60%
(90.10 - 96.64) (98.09 - 99.85) (96.01 - 98.56)
. 207/254, 81.50% 329/329,100.00% 536/583, 91.94%
Technik A
Site 3 (76.26 - 85.79) (98.85 - 100.00) (89.44 - 93.88)
. 207/255, 81.18% 328/328,100.00% 535/583, 91.77%
Technik B
(75.93 - 85.50) (98.84 -100.00) (89.25 - 93.73)
Shoda Pozitivnich Shoda Negativnich Celkova
Metoda A vs Metoda C . P o
(UNC = POS) Vysledk Vysledku Shoda
(95%cl) (95% cI) (95%cI)
. 214/221, 96.83% 360/362, 99.45% 574/583, 98.46%
Technik A
- (93.61 - 98.46) (98.01 - 99.85) (97.09 - 99.19)
Technik B 214/222, 96.40% 359/361, 99.45% 573/583, 98.28%
(93.05 - 98.16) (98.00 - 99.85) (96.87 - 99.07)
Technik A 206/216, 95.37% 366/367, 99.73% 572/583, 98.11%
site 2 (91.69 - 97.47) (98.47 - 99.95) (96.65 - 98.94)
Technik B 202/206, 98.06% 372/377,98.67% 574/583, 98.46%
(95.11 - 99.24) (96.93 — 99.43) (97.09 - 99.19)
. 220/254, 86.61% 329/329,100.00% 549/583, 94.17%
Technik A
Site 3 (81.88 — 90.26) (98.85 - 100.00) (91.96 - 95.80)
Technik B 220/255, 86.27% 328/328,100.00% 548/583, 94.00%
(81.51 - 89.96) (98.84 - 100.00) (91.77 - 95.65)

iv. Souhrnné shoda kvalitativnich vysledkd pro Metodu A vs. Metodu C - V§echna Site [ VSichni technici

Metoda C (UNC = Neg)

Pozitivni shoda | Negativni shoda Celkové shoda
(95% cI) (95%cCl) (95% cI)
1220/1374,88.94 % | 2120/2124, 99.81% | 3340/3498, 95.48 %
(87.01-90.35) (99.52 - 99.93) (94.74 - 96.12)

Metoda C (UNC = Pozitivni)

Pozitivni shoda

Negativni shoda

Celkovéa shoda

(95% cI) (95% CI) (95% C1)
1276/1374,92.87% | 2114/2124, 9953 % | 3390/3498, 96.91%
(91.38 - 90.11) (99.14 - 99.74) (96.29 - 97.44)

v. SrovndaniKvality — Metoda B vs. Metoda C

Srovndni mezi Metodou B a Metodou C bylo provedeno dvakrdt: jednou za predpokladu, Zze vSechny
vysledky Metoda C oznagené jako UNC (nejisté) byly povazovany za negativni, a podruhé za

predpokladu, Ze vSechny vysledky UNC byly povazovany za pozitivni.
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Sébia ANCA IFA - Formalin
Shoda Pozitivnich | Shoda Negativnich Celkova
Metoda B vs Metoda C . . .
(UNC = Neg) Vysledk Vysledk(i Shoda
(95% cI) (95% 1) (95% cI1)
Technik A 208/221, 94.12% 361/362, 99.72% 569/583, 97.60%
site 1 (90.20 - 96.53) (98.45 - 99.95) (96.01 - 98.56)
Technik B 208/219, 94.98% 363/364, 99.73% 571/583, 97.94%
(9123 - 97.17) (98.46 - 99.95) (96.44 - 98.82)
. 196/215, 91.16% 368/368,100.00% 564/583, 96.74%
Technik A
site 2 (86.61 - 94.27) (98.99 - 100.00) (94.97 - 97.96)
Technik B 196/207, 94.69% 376/376,100.00% 572/583, 98.11%
(90.74 - 97.01) (99.02 - 100.00) (96.71 - 99.00)
) 207/255, 81.18% 328/328,100.00% 535/583, 91.77%
Technik A
Site 3 (75.93 - 85.50) (98.84 -100.00) (89.19 - 93.74)
Technk B 207/257, 80.54% 326/326,100.00% 533/583, 91.42%
(75.27 - 84.92) (98.84 -100.00) (88.87 - 93.43)
Shoda Shoda .
P N Celkova
Metoda B vs Metoda C pozitivnich negativnich shoda
(UNC =POZ) vysledk vysledkt (95% 1)
(95% ClI) (95% ) °
. 215/221, 97.29% 361/362, 99.72% 576/583, 98.80%
Technik A
site | (94.20 - 98.75) (98.45 — 99.95) (97.54 - 99.42)
Technik B 214/219, 97.72% 362/364, 99.45% 576/583, 98.80%
(94.77 - 99.02) (98.02 — 99.85) (97.54 - 99.42)
. 205/215, 95.35% 366/368, 99.46% 571/583, 97.94%
Technik A
Site 2 (91.65 - 97.45) (98.04 — 99.85) (96.44 - 98.82)
. 205/207, 99.03% 374/376,99.47% 579/583, 99.32%
Technik B
(96.55 - 99.73) (98.08 - 99.85) (98.25 - 99.73)
) 220/255, 86.27% 328/328,100.00% | 548/583, 93.84%
Technik A
Site 3 (81.51 - 89.96) (98.84 - 100.00) (91.77 - 95.65)
Technik B 220/257, 85.60% 326/326,100.00% | 546/583, 93.65%
(80.79 - 89.37) (98.84 - 100.00) (91.37 - 95.36)

vi. Kombinovana shoda kvalitativnich vysledk(i mezi Metodou B a Metodou C — v§echna Site [ vsichni

technici

Metoda C (UNC = Neg)

Pozitivni shoda

Negativni shoda

Celkovéa shoda

(95% cI) (95% CI) (95% C1)
1222/1374, 88.94 % 2122/2124, 99.91% 3344/3498,95.60 %
(87.17 - 90.49) (99.66 — 99.97) (94.87 — 96.23)

Metoda C (UNC = Pozitivni)

Pozitivni shoda

Negativni shoda

Celkova shoda

(95% c1) (95% cI) (95% cI)
1279/1374, 93.09 % 2117/2124, 99.67 % 3396/3498,97.08 %
(9162 - 94.31) (99.32 - 99.84) (96.47 — 97.59)
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vii. Shoda Vzora - Jednotlivéa Site

shoda vzort Metoda A vs Metoda B Metoda A vs Metoda C Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% 1) (95% 1)
Technik A 216/218, 99.08% 199/208, 95.67% 199/208, 95.67%
Site 1 (96.72 — 99.75) (91.98 - 97.71) (9198 - 97.71)
Technik B 218/219, 99.54% 198/208, 95.19% 199/208, 95.67%
(97.46 - 99.92) (91.48 - 97.41) (9198 - 97.71)
. 215/215,100.00% 189/196, 96.43% 189/196, 96.43%
Technik A
Site 2 (98.24 - 100.00) (91.82 — 98.36) (91.82 — 98.36)
Technik B 204/204,100.00% 187/194, 96.39% 189/196, 96.43%
(98.15 - 100.00) (91.93 - 98.34) (91.82 — 98.36)
) 247/253, 97.63% 198/207, 95.65% 201/207, 97.10%
Technik A
Site 3 (94.92 - 98.91) (91.24 — 97.95) (93.41-98.84)
. 243/254, 95.67% 194/207, 93.72% 198/207, 95.65%
Technik B
(92.41 - 97.56) (89.55 - 96.29) (91.94 - 97.70)
viii. Souhrnna shoda vzorii - Viechna Site / Vichni technici
Metoda A vs Metoda B | Metoda A vs Metoda C | Metoda B vs Metoda C
(95% cI) (95% cI) (95% cI)

1343/1363, 98.53 %

1165/1220, 95.49 %

175/1222, 96.15 %

(97.74 - 99.05)

(9418 - 96.52)

(94.92 - 97.10)

ix. Zaveér ke Studiim Shody:
Ve vdech pfipadech byla shoda kvalitativnich vysledkt i vzord mezi jednotlivymi interpretaénimi metodami
velmi vysokd, coZ naznaduje, ze viechny tii metoda (manudlni mikroskop, digitaini &teni pomoci skeneru
Sebia dIFine® a automatické vyhodnoceni skenerem Sebia dIFine®) spolu dobfe koreluji a vykazuji jen
minimalni rozdily.
Celkové tato data prokazuji, Ze automatické vyhodnoceni pomoci Sebia diFine® (Metoda C) souhlasi s
Metodou A a/nebo Metodou B (neautomatizované metoda identifikace) u naprosté vétsiny vzorkd. Nicméné
kone&né rozhodnuti zlstava vidy v odpovédnosti proskoleného pracovnika.
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SLOVNIK SYMBOLU

Ndsledujici symboly mohly byt pouzZity v oznaceni tohoto vyrobku.

Symbol Popis Symbol Popis
N/~
—0 Chrante pred slune¢nim
Vyrobce
“ Y //.{\ zafenim
IVD In vitro diagnosticky Jediné poufziti jamky
lékarsky prostredek testu
Kryci sklicko
REF Katalogové &islo COVGLS yet skl

Dostatecné pro n testd

SLD

Preparét ANCA substratu
(lidské granulocyty)

CTRL +

Sarzovy kéd BUF | PBS PBS pufr
Pouzit do Mont&zni médium
MNTMED
/ﬂ/ Omezenlvsklf:ldovom CONJ Konjugét
tepSarzey
Pouze na |ékafsky predpis Cc-ANCA

Pozitivni Kontrola

Konzultovat do
elektronického pokyny k
pouZiti

p-ANCA
Pozitivni Kontrola

Skladujte ve vzpiimeny
poloze

Negativni Kontrola
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