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Oznaczanie lekowrażliwości - antybiogram 

• Antybiogram, czyli wynik oznaczenia wrażliwości 
na antybiotyki drobnoustrojów wyhodowanych 
z materiału klinicznego pobranego od pacjenta

• Otrzymanie wiarygodnego wyniku zależy od: 
Doboru zestawu antybiotyków do antybiogramu 

odpowiedniego do wyhodowanego drobnoustroju, lokalizacji 
zakażenia i wieku pacjenta, z uwzględnieniem rekomendacji 
terapeutycznych

 Prawidłowego doboru metody i testów oznaczania 
lekowrażliwości dla badanego drobnoustroju i antybiotyku

 Przestrzegania zasad metodycznych i kontroli jakości 
obowiązujących dla stosowanej metody oznaczania 
lekowrażliwości

Analizy i interpretacji uzyskanych wyników
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Oznaczanie lekowrażliwości i interpretacja wyników zgodnie 
z zaleceniami European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST)
• Rekomendacje opracowane przez EUCAST są dostępne na 

stronie internetowej https://www.eucast.org
 Tabele wartości MIC i wielkości stref w metodzie dyfuzyjno-

krążkowej dla szczepów do kontroli jakości wersja 14.0  
obowiązująca od 01.01.2024

 „EUCAST Expert Rules Version 3.3 Intrinsic Resistance and 
Exceptional Phenotypes Tables” oraz pozostałe dokumenty Expert
Rules wersja 3.2 z lat 2019-2023 dla różnych grup drobnoustrojów

 Tabele wartości granicznych dla grzybów drożdżopodobnych i 
strzępkowych: „European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing. Antifungal Agents Breakpoint tables for 
interpretation of MICs. Version 10.0, valid form 2020-02-24.”

 Metoda RAST – szybkiego oznaczania lekowrażliwości prosto z 
butelki z dodatnim posiewem krwi – ostatnia aktualizacja 2023

 Dokumenty  „Oznaczanie lekowrażliwości metodą dyfuzyjno-
krążkową” wersja 12.0, styczeń 2024 i kontrola jakości wersja 14.0, 
styczeń 2024
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Przedstawione tutaj dokumenty 
oraz zasady ekspertów EUCAST to 
podstawowe dokumenty stosowane 
do interpretacji wyników oznaczania 
lekowrażliwości



Dorota Żabicka, Sympozjum "Medycyna Zakażeń", 6-7 grudnia 2024



Wyzwania metodyczne
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• Metoda dyfuzyjno-krążkowa
 Metodyka, zasady odczytu i  interpretacja wyniku opisana przez EUCAST –

• Oznaczanie najmniejszego stężenia hamującego (MIC)
 Metoda mikrorozcieńczeń leku w bulionie – zgodnie z normą ISO 20776-1
 Metoda rozcieńczeń leku w agarze
 Metoda z użyciem pasków gradientowych

• Metody automatyczne i gotowe testy do oznaczania MIC
 Oznaczanie MIC w określonych wartościach stężeń leku w panelu 

przygotowanym przez producenta

• Metody molekularne i szybkie testy

Metodyka oznaczania lekowrażliwości
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Metoda dyfuzyjno-krążkowa
 Krążki z określoną zawartością antybiotyku w krążku
 Bogate podłoże agarowe: Muller-Hinton agar lub Mueller-Hinton agar + 5 % 

odwłóknionej krwi końskiej + 20 mg/L β-NAD (MH-F)
 Zawiesina bakterii w 0,9% NaCl o gęstości 0,5 w skali McFarlanda (~1x10^8 

CFU/mL) wysiewana po powierzchni podłoża agarowego
 Rozkładane krążki z antybiotykami dobranymi do gatunku bakterii
 Inkubacja 35±1°C, 18±2 godz. warunki tlenowe lub dodatek 5% CO2

 Mierzenie strefy całkowitego zahamowania wzrostu bakterii wokół krążka 
(wyjątki np. dla fosfomycyny opisane w tabelach EUCAST

 Stosowana do oznaczania lekowrażliwości i wykrywania mechanizmów 
oporności
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Metoda dyfuzyjno-krążkowa - zastosowanie
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• Oznaczenie lekowrażliwości

• Wykrywanie indukcyjnego mechanizmu oporności na makrolidy, 
linkozamidy i  spektrograminy B (MLSB)

https://www.eucast.org

https://www.eucast.org



Szybkie oznaczanie lekowrażliwości bezpośrednio 
z dodatniej butelki z posiewem krwi – metoda RAST
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• Metoda opracowana i zwalidowana przez EUCAST, udoskonalana od 
2019 roku.

• Dostępne dokumenty: 
 Metodyka i kontrole jakości
 Wykrywanie podstawowych mechanizmów oporności
 Tabele z wartościami granicznymi dla odczytu po 4, 6, 8 i 16-20 godzinach 

inkubacji

Escherichia coli po 4 godz. oraz po 16-20 godz. inkubacji

https://www.eucast.org



Oznaczanie minimalnego stężenia 
hamującego MIC- stosowane metody

• Oznaczanie MIC
 Metoda mikrorozcieńczeń w bulionie zgodnie z normą ISO PN-EN ISO 20776-1
 Gotowe testy diagnostyczne do odczytu manualnego lub automatycznego
 Oznaczanie w systemach automatycznych (najczęściej stężenia w zakresie 

wartości granicznych)
 Oznaczanie z użyciem pasków z gradientem antybiotyku
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Czynniki wpływające na wartość MIC w oznaczeniach 
metodą mikrorozcieńczeń leku w bulionie  

• Skład podłoża
 Odpowiednie stężenie jonów Ca2+ , Mg2+ , Zn2+ oraz tymidyny
 Inne np.: dodatek 0,002% polysorbatu 80 (dalbawancyna, oritawancyna), 

zubożenie w żelazo (cefiderokol), pH podłoża (zalecane pH 7,2-7,4) 

• Inokulum bakteryjne
 Zalecane 5x105 CFU/ml, zakres (2x105 – 8x105 CFU/ml)
 Efekt inokulum

• Pseudomonas aeruginosa: inokulum >107 CFU/ml  - wzrost wartości MIC imipenemu, 
meropenemu, ceftazydymu, tikarcyliny

• Szczepy śluzowe: P. aeruginosa, Streptococcus pneumoniae wymagana większa gęstość 
zawiesiny bakterii do uzyskania prawidłowych wartości MIC β-laktamów

• Warunki inkubacji: czas, temperatura
 zalecane warunki inkubacji to 18-20 godz. i temperatura 35±1°C
 dla niektórych np. Enterococcus spp.  I oznaczania MIC glikopeptydów

(wankomycyny i teikoplaniny) inkubacja 24 godz., 35±1°C
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• Paski z gradientem antybiotyku
 Należy stosować metodykę zalecaną przez producenta
 Muller-Hinton agar lub Mueller-Hinton agar + 5 % odwłóknionej krwi 

końskiej + 20 mg/L β-NAD (MH-F) lub inne podłoża rekomendowane 
przez producenta dla danej grupy drobnoustrojów

 Inkubacja 35±1°C, 18±2 godz. warunki tlenowe lub dodatek 5% CO2

• Metody automatyczne
 Stężenia antybiotyku w określonym zakresie, zawsze obejmującym 

stężenia graniczne, w niektórych systemach szeroki zakres stężeń 
antybiotyku i metodyka porównywalna ze stosowaną w oznaczeniach 
zgodnie z normą ISO 20776-1

• Gotowe testy diagnostyczne do oznaczania MIC metodą 
mikrorozcieńczeń w bulionie
 Metodyka zgodna z normą ISO 20776-1
 Antybiotyk wysuszany w niskich temperaturach w plastikowych płytkach 

titracyjnych lub w pojedynczych rzędach dołków
 Wielu producentów, w Polsce dostępne testy: Sensititre (ThermoFischer

Scientific, UK), Micronaut (Merlin Diagnostika Gmbh, Niemcy), SensiTest
(Liofilchem, Włochy), Sensi (ErbaLachema, Czechy)

Gotowe testy do oznaczania MIC
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Wykrywanie mechanizmów oporności
• Mechanizmy oporności na antybiotyki są wykrywane obligatoryjnie 

jako jeden z elementów antybiogramu np.:
 oporność na metycylinę u Staphylococcus spp.
 oporność na wankomycynę u gronkowców i enterokoków
 oporność na antybiotyki beta-laktamowe u paciorkowców

• lub dla celów epidemiologicznych
 wykrywanie ESBL lub typu karbapenemazy u pałeczek jelitowych

• Mechanizmy oporności wykrywane są metodami fenotypowymi 
oraz  przy pomocy szybkich testów kasetkowych lub molekularnych:
 np. panel BIOFIRE® BCID2 do posiewów krwi (geny ESBL – CTX-M, 

karbapenemaz NDM, KPC, VIM, IMP i grupy OXA-48, geny oporności na 
metycylinę mecA i mecC)

 Kasetki NG Biotechlub Coris Resist

Należy znać ograniczenia stosowanych metod
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Test NP
Roztwór A
Roztwór A + 
imipenem

K   KPC+ MBL+



Wykrywanie heteroporności – Staphylococcus aureus
i oporność na glikopeptydy

• Metoda referencyjne- wykrywanie metodą analizy populacyjnej 
• Możliwe wykrycie szczepów hetero-VISA z zastosowanie 

metody pasków gradientowych i inokulum 108 CFU/ml
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Wybór metody oznaczania lekowrażliwości
Fosfomycyna
• Metoda z wyboru rozcieńczeń 

w agarze
• Dopuszczalne metoda pasków 

gradientowych lub dyfuzyjno-
krążkowa

Cefiderokol
• Metoda dyfuzyjno-krążkowa 

zwalidowana przez EUCAST i 
dostępna w rutynowym 
laboratorium 

• Możliwe oznaczanie MIC z 
użyciem gotowych testów
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Kolistyna – zalecana metoda rozcieńczeń w bulionie (referencyjna) lub 
zwalidowane przez producenta testy automatyczne

P.J.Simner, J. Clin.Microbiol. 2020
A. Goer i wsp. J. Clin. Microbiol., 2022

Test AD Fosfomycin 0.25-256 (Liofilchem)

https://www.eucast.org



Wyzwania interpretacyjne
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Interpretacja wyników antybiogramu
• Interpretacja wyników oznaczania lekowrażliwości

bakterii i ostateczny raport z badania  wynika z:

• Oznaczenia MIC antybiotyków (z zastosowaniem pasków gradientowych 
lub w systemach automatycznych) lub oznaczenia lekowrażliwości
metodą dyfuzyjno-krążkową

• Wykrycia mechanizmów oporności

• Interpretacji wyników z zastosowaniem wartości granicznych EUCAST

• Zastosowania zasad eksperckich i zaleceń Zespołu ds. oznaczania 
lekowrażliwości zgodnie z zaleceniami EUCAST do interpretacji wyniku 
badania i przygotowania ostatecznego raportu z badania

• W identyfikacji groźnych patogenów istotne jest zwrócenie uwagi na 
nietypowe (wyjątkowe) fenotypy oporności
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Definicje klinicznych wartości granicznych EUCAST 
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wrażliwy

normalna 
ekspozycja

zwiększona 
ekspozycja

oporny

Grafika: www.eucast.org
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Przypadek kliniczny 
• Pacjent lat 75, mężczyzna
• Z posiewu krwi z dwóch butelek wyhodowano pałeczki Pseudomonas

aeruginosa

• Postępowanie:
• Oznaczenie lekowrażliwości z użyciem dostępnej w laboratorium 

metody
• Wykrycie mechanizmu oporności MBL z użyciem testu z EDTA
• Dobór antybiotyków: 
• Interpretacja:

• Tabele wartości granicznych
• Zasady ekspertów
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Interpretacja wyniku oznaczania lekowrażliwości
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Obszar ATU dla cefiderokolu i ceftazydym-awibaktamInterpretacja WZE dla ceftazydymu



Obszar niepewności technicznej ATU

• Wynik w obszarze niepewności technicznej ATU jest to ostrzeżenie dla 
pracowników laboratorium, że dla danej pary drobnoustrój-antybiotyk i 
wskazanej w tabeli wartości lub zakresu wartości występują problemy z 
uzyskaniem powtarzalnego wyniku oznaczania lekowrażliwości.

• Niepewność techniczna wynika z faktu, że przy określonej wartości 
granicznej występują trudności z uzyskaniem powtarzalnych wyników 
kategorii wrażliwości, ze względu na nieuniknione odchylenia wartości 
liczbowych MIC lub wielkości stref zahamowania wzrostu występujące w 
oznaczeniach lekowrażliwości.

• W przypadku uzyskania wyniku w zakresie ATU przed wydaniem raportu z 
oznaczania lekowrażliwości należy podjąć działania zmierzające do 
zmniejszenia ryzyka wydania nieprawidłowego wyniku.
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Jak postępować w przypadku 
wyhodowania drobnoustroju,          

dla którego w tabelach EUCAST  
wartości graniczne brak jest 

klinicznych wartości granicznych?
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W przypadku braku 
klinicznych wartości 
granicznych najczęściej 
będą stosowane wytyczne 
z dokumentu EUCAST          
z 29 lutego 2024r. 
uzupełnione o cefiderokol
we wrześniu 2024r.
Mogą być również 
stosowane zalecenia CLSI



Oznaczanie lekowrażliwości i interpretacja wyników w 
przypadku wyhodowania gatunków dla których nie ma 
wartości granicznych – zalecenia EUCAST

• Pierwszy etap to analiza, czy wyhodowany drobnoustrój ma 
znaczenie kliniczne 

• W analizie należy uwzględnić:
 Gatunek
 Zmiany taksonomiczne
 Materiał, z którego drobnoustrój został wyhodowany
 Czy zidentyfikowany szczep był dominujący w hodowli?
 Czy wyhodowano go z więcej niż jednej próbki?
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Interpretacja wyników oznaczania lekowrażliwości
dla gatunków, dla których w tabelach EUCAST 

nie podano wartości granicznych 

• Należy oznaczyć wartość MIC (najmniejszego stężenia hamującego wzrost 
drobnoustroju) metodą stosowaną w laboratorium (paski gradientowe, 
systemy automatyczne) zgodnie z zaleceniami producenta 

• Rekomendowane jest oznaczanie MIC metodą rozcieńczeń w bulionie 
(bakterie tlenowe) lub rozcieńczeń w agarze (bakterie beztlenowe)

• Dobór antybiotyków i metody oznaczenia lekowrażliwości odpowiedni do 
zidentyfikowanego gatunku; należy sprawdzić oporności naturalne

• Doradzanie wyboru terapii jest możliwe pod warunkiem uzyskania 
wiarygodnego wyniku oznaczenia MIC

• W raporcie nie jest podawana kategoria wrażliwości (W lub WZE) tylko 
komentarz „Ostrożna interpretacja sugeruje, że można rozważyć stosowanie 
substancji (podać nazwę) w leczeniu

• Jeśli nie udało się oznaczyć wartości MIC należy dodać komentarz: „Oznaczenie 
MIC i podanie wyniku oznaczenia lekowrażliwości nie było możliwe”
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Podsumowanie

• Uzyskanie wiarygodnego, prawidłowo wykonanego i zinterpretowanego 
wyniku oznaczania lekowrażliwości wymaga:
 Wykonania identyfikacji wyhodowanego drobnoustroju z użyciem wiarygodnych 

metod
 Doboru antybiotyków odpowiednich dla wyhodowanego gatunku i typu 

zakażenia i wykonania oznaczenia lekowrażliwości z użyciem wiarygodnych 
metod

 Wykrycia mechanizmów oporności występujących u danej grupy 
drobnoustrojów

 Przeanalizowania uzyskanych wyników z użyciem dostępnych źródeł, takich jak 
tabele z wartościami granicznymi EUCAST, zalecenia ekspertów EUCAST oraz 
dokumentu z zaleceniami Zespołu Roboczego ds. EUCAST

 Odwołania się do rekomendacji CLSI – jeśli brak rekomendacji EUCAST
 W sytuacjach trudnych konsultacji z doświadczonymi mikrobiologami
 Dobrej współpracy z lekarzami – odbiorcami wyników oznaczeń lekowrażliwości
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Dziękuję za uwagę
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