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1. Wprowadzenie

Istnieje wiele mierzalnych wskaźników składających 
się na „jakość” badania laboratoryjnego, które uważane 
są za cechy charakterystyczne metody i poszczególnych 
testów, jak również pozwalają określić biegłość labora-
torium w aspekcie kompetencji personelu oraz stoso-
wanych technologii. 

Platon, grecki filozof (ok. 427–347 p.n.e), określił 
„jakość” jako pewien stopień doskonałości; Joseph 
Moses Juran (1904–2008), amerykański teoretyk zarzą-
dzania, mówił o jakości jako o stopniu, w jakim okreś-
lony wyrób zaspokaja potrzeby określonego nabywcy. 
Dlatego też, każde przeprowadzane w laboratorium 
badanie należy rozważać pod kątem zdolności labora-
torium do wydania dokładnego, precyzyjnego i powta-

rzalnego wyniku, czasu realizacji badania, jak również 
przydatności wyniku badania do dalszego postępo- 
wania, a w przypadku medycznych laboratoriów diag-
nostycznych, postępowania diagnostyczno-terapeu-
tycznego. „Jakość” zatem, to zgodność z wymaganiami 
(Philip Bayard Crosby, 1926–2001), czyli „jakość bada-
nia laboratoryjnego” to „jakość” otrzymanego wyniku. 
Stosowane testy powinny cechować się wysoką precyzją, 
dokładnością oraz powtarzalnością wyników. Obowiąz-
kiem każdego laboratorium jest więc podejmowanie 
stosownych działań utwierdzających zarówno personel 
laboratorium, jak i odbiorcę wyników badań laborato-
ryjnych, w przekonaniu, że metoda spełnia wymagania 
jakościowe i jest odpowiednia do określonego zastoso-
wania (norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005) [9]. Zgod-
nie z normą PN-EN ISO/IEC 17025:2005 „laboratorium 
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powinno stosować właściwe metody i  procedury do 
wszystkich badań objętych jego zakresem działalności. 
Dotyczy to pobierania próbek do badań, postępowania 
z  obiektami (materiałami) poddawanymi badaniom, 
ich przygotowania, przechowywania, transportowania 
oraz tam, gdzie to właściwe, oszacowania niepewności 
pomiaru, jak również technik statystycznych, stosowa-
nych do analizy danych pochodzących z badania”.

Światowa Organizacja Zdrowia zdefiniowała wali-
dację jako ustanowienie udokumentowanych dowodów 
dających wysoki stopień pewności, że zaplanowany 
proces będzie konsekwentnie przebiegać w przewidy-
walny i określony sposób [15]. Walidacja metod stała 
się standardem nie tylko w normach technicznych, ale 
także w przepisach prawnych, aczkolwiek żaden z tych 
dokumentów nie określa częstotliwości przeprowadza-
nia walidacji metody. Autorzy dokumentów przyjęli też 
różne wymagania walidacyjne (definicje, metodologię 
i zakres parametrów walidacyjnych), w zależności od 
zakresu wykonywanych badań.

Celem niniejszego opracowania jest:
– przedstawienie pojęć walidacja i weryfikacja 

oraz wskazanie parametrów, które powinny być 
określane przez laboratorium mikrobiologiczne 
w każdym z tych procesów dla metod i  testów 
diagnostycznych;

– przedstawienie przykładu procedury weryfikacji 
metody badawczej wykorzystującej nowe, komer-
cyjne, dotychczas nie stosowane w laboratorium 
testy diagnostyczne.

2. Walidacja i weryfikacja metod
 i testów diagnostycznych
 w laboratorium mikrobiologicznym

Opisywane parametry walidacyjne dotyczące metod 
mikrobiologicznych w pierwszej kolejności odnosiły 
się do laboratoriów farmaceutycznych i środowisko-
wych. Najpełniejszy zakres parametrów walidacyjnych 
dla metod mikrobiologicznych przedstawiła Agencja 
Ochrony Środowiska w Stanach Zjednoczonych (Envi-
ronmental Protection Agency, EPA) [3]. Większość 
zaleceń walidacyjnych dotyczyła jednak wytwórców 
różnego rodzaju wyrobów mających zastosowanie 
w diagnostyce mikrobiologicznej. Dokument Amery-
kańskiego Towarzystwa Mikrobiologów Verification 
and validation of procedures in the clinical microbiology 
(Cumitech 31A) [1] dokonał rozdziału pomiędzy wali-
dacją przeprowadzaną przez producenta testów a wali-
dacją i weryfikacją wykonywaną przez użytkownika. 
Zakres walidacji realizowanej w laboratorium jest sto-
sunkowo niewielki w porównaniu z zakresem walidacji 
przeprowadzanej przez producenta testów. Laborato-
rium ma obowiązek ustalenia zasad i procedur pozwa-

lających utrzymać lub poprawić niezawodność, wydaj-
ność i kliniczną użyteczność badań laboratoryjnych. 

Zgodnie z zaleceniami ASM (Cumitech 31A), labo-
ratorium powinno opracować i stosować procedury 
dotyczące:

– procesów zapewniania o wiarygodności wyniku, 
polegających na utrzymywaniu niezmienności po- 
szczególnych kroków badawczych (metodologii), 
kwalifikacji i kompetencji personelu do wykony-
wania testów i interpretacji wyników (walidacja),

– metody analizy nowo wprowadzanych do sto-
sowania w laboratorium testów komercyjnych 
(weryfikacja).

Walidacja jest więc ciągłym procesem moni­
torowania badania, procedury lub metody, w  celu 
zapewnienia, że badania stale wykonywane są zgodnie 
z oczekiwaniami. Walidacja odpowiada zatem na pyta-
nie: „czy stosowany test nadal działa w naszym labo-
ratorium?”. Walidacja jako proces ciągły, rozpoczyna 
się w momencie wdrażania nowego testu, metody dia-
gnostycznej i kończy się w momencie jego zatrzymania. 
Status procesu „walidowanego” oznacza, że proces ten 
pozostaje pod stałą kontrolą [11].

Weryfikacja natomiast, to proces jednorazowy, 
przeprowadzany w celu ustalenia lub potwierdzenia 
oczekiwanej wydajności testu, przed zastosowaniem 
jego w laboratorium. Weryfikacja udziela więc odpo-
wiedzi na pytanie: „czy test działa w naszym labora-
torium?”. Weryfikacja oznacza sprawdzenie testu 
w  warunkach naszego laboratorium. Jest to więc 
pierwszy etap walidacji.

Zarówno normy techniczne PN-EN ISO/IEC 17025: 
2005, PN-EN ISO 15189:2013 [8], jak i Rozporządze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 r. w spra-
wie standardów jakości w medycznych laboratoriach 
mikrobiologicznych [12] wskazują tylko na koniecz-
ność potwierdzenia przydatności metod badawczych 
przed wprowadzeniem ich do zastosowania w labora-
torium. Walidacja, zgodnie z normą PN-EN ISO/IEC 
17025:2005, jest kompromisem pomiędzy kosztami, 
ryzykiem i możliwościami technicznymi. Nowe bada-
nie laboratoryjne zawsze należy rozważać pod kątem 
dodatkowych czynników, takich jak koszty jego wpro-
wadzenia w warunkach panujących w danym labora-
torium, koszty nowego oprzyrządowania, ale również 
łatwości wykonania testów, kompetencji personelu, 
a  także znaczenia klinicznego wyników uzyskanych 
przy ich zastosowaniu. 

Korzystając ze wskazówek zawartych w przewod-
niku opracowanym przez organizację europejską 
EURACHEM „Przydatność metod analitycznych do 
określonych celów. Przewodnik walidacji metod w labo-
ratorium i zagadnienia związane” [4] metodę należy 
walidować wtedy, gdy:

– opracowano nową metodę,
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– wprowadzono zmiany w metodzie polegające na 
udoskonaleniu lub rozszerzeniu jej stosowania 
(inny zakres pomiarowy, inny materiał kliniczny),

– kontrola jakości wskazuje na zmiany zachodzące 
w metodzie badawczej w czasie, 

– zastosowano nowe wyposażenie pomiarowo-
-badawcze w danej metodzie.

W laboratoriach medycznych stosuje się trzy typy 
metod:

– metody ilościowe – wynik wyrażony w liczbach 
w  skali ciągłej, której górne i dolne granice są 
znane i pozostają w ścisłym związku z daną ilością,

– metody półilościowe – wynik opatrzony interpre-
tacją, pojęcie prognostyczne,

– metody jakościowe – wynik nie niesie informa-
cji na temat wartości liczbowej parametru, lecz 
tylko na temat jego obecności lub braku (dodatni/
ujemny). Do tego typu metod można zaliczyć 
wszystkie analizy, których wynik uzyskuje się 
poprzez wizualny odczyt reakcji, porównując 
z  próbką kontrolną dodatnią, ujemną lub daną 
próbką. W pewnym sensie, odczyt analizy wyko-
nanej metodą jakościową jest odczytem subiek-
tywnym, stąd w metodach tych bardzo ważną rolę 
odgrywa czynnik ludzki.

Mało elementów uchwytnych, mierzalnych w meto-
dach jakościowych sprawia, że ważną, wręcz fundamen-
talną rolę odgrywa bibliografia, dokumentacja literatu-
rowa. Różnice poszczególnych typów metod powodują, 
że inaczej przeprowadza się walidację metody ilościo-
wej, inaczej – metody jakościowej. W protokole z wali-
dacji powinny być naniesione wszystkie dane wejściowe 
metody, które mogą mieć wpływ na wynik analiz. 

Zgodnie z zaleceniami przewodnika EURACHEM, 
w  procesach weryfikacji i walidacji ocenie podlegają 
różne parametry, w zależności czy dotyczą charakte-
rystyki metod, czy też testów stosowanych w laborato-
rium mikrobiologicznym. 

2.1. Weryfikacja i walidacja metody

Poniżej przedstawiono parametry oceniane w pro-
cesach weryfikacji i walidacji metody badawczej [1].

•  Dokładność (accuracy) – oznacza „bliskość, 
zgod ność” wartości poszczególnych parametrów 
do war tości uzyskanych metodami referencyjnymi; 
powinna być sprawdzana odpowiednimi materiałami 
kontrolnymi, porównaniami międzylaboratoryjnymi, 
jeśli są dostępne, za pomocą metody referencyjnej. 
W  metodach ilościowych pojawia się także pojęcie 
poprawności, która w większości przypadków będzie 
tożsama z  dokładnością. Różnica polega na tym, że 
poprawność określa stopień zgodności między war-
tością średnią otrzymaną z dużego zbioru pomiarów 
a wartością odniesienia. Miarą poprawności jest całko-

wity błąd systematyczny, czyli różnica pomiędzy wyni-
kiem badania a wartością odniesienia.

(A1)

•  Precyzja (precision) – zgodność wyników serii 
pomiarów w danej próbce przy użyciu danej metody. 
Miernikiem precyzji dla metod ilościowych jest odchy-
lenie standardowe (S) lub współczynnik zmienności 
wyrażany w procentach dla wyników uzyskanych w serii 
pomiarów. Miarą precyzji jest powtarzalność i odtwa-
rzalność. Precyzja (w metodach ilościowych) to syno-
nim powtarzalności/odtwarzalności (w metodach jakoś-
ciowych) przy zastosowaniu identycznych procedur.

(A2)

•  Powtarzalność (repeatability) – zgodność wyni-
ków pomiarów uzyskanych w danej próbce w  tych 
samych warunkach pomiarowych, tj. w tym samym 
laboratorium, tą samą metodą, przez tę samą osobę, 
w krótkim czasie (seria jednoczesna).

(A3)
•  Odtwarzalność (reproducibility) – precyzja w wa- 

run kach odtwarzalności, tj. w różnych laboratoriach, 
tą samą metodą, przez różne osoby, w długim okresie 
czasu (seria niejednoczesna).

(A4)
•  Odporność metody (ruggedness) – wpływ zmiany 

warunków wykonywania pomiarów na stabilność wyni-
ków. Umożliwia wskazanie krytycznych etapów badanej 
metody oraz etapów, w których dopuszczalne są pewne 
zmiany pozostające bez wpływu na parametry anali-
tyczne metody (np. wpływ temperatury i czasu inkuba-
cji na wyniki, wpływ sposobu postępowania z próbką 
i warunków jej przechowywania, wpływ doświadczenia 
personelu, zwłaszcza w przypadku metod jakościowych 
oraz oznaczeń manualnych).

•  Granica wykrywalności (limit of detection – LOD) 
– najmniejsze stężenie parametru w próbce, które 
można wykryć daną metodą.

•  Granica oznaczalności (granica oznaczenia iloś­
ciowego) (limit of quantification – LOQ) – najmniejsze 
stężenie parametru, jakie można oznaczyć daną metodą 
z określoną dokładnością i precyzją.

•  Liniowość metody (linearity) – zakres liniowy 
krzywej kalibracji, w którym sygnał jest liniowo zależny 
od stężeń wzorców.

precyzja w warunkach
powtarzalności/odtwarzalności 

wyrażona jako
odchylenie standardowe (S)

(metody ilościowe)

dokładność =                                                × 100%liczba wyników prawidłowych
liczba wszystkich wyników

powtarzalność =                                                                           × 100%
liczba „powtórzonych” wyników zgodnych

całkowita liczba wyników

odtwarzalność =                                                                                   × 100%
liczba „odtworzonych” wyników zgodnych

całkowita liczba wyników
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Na uzyskane wyniki pomiarów mają wpływ:
– niedokładność narzędzi pomiarowych,
– nieścisłość w wykonaniu procedury pomiarowej,
– niemożność dokładnego określenia, scharaktery-

zowania mierzonego obiektu,
– wpływ czynników losowych na przebieg pomiaru.

2.2. Weryfikacja i walidacja testów

Poniżej przedstawiono parametry oceniane w pro-
cesach weryfikacji i walidacji testów [1].

•  Czułość (sensitivity)

(A5)

•  Specyficzność (specificity)

(A6)

•  Dodatnia wartość predykcyjna (positive predic-
tive value, PPV)

(A7)

•  Ujemna wartość predykcyjna (negative predictive 
value, NPV)

(A8)

Badanie precyzji powtarzalności, precyzji odtwa­
rzalności oraz poprawności są wystarczające dla 
potwierdzenia przeprowadzenia procesu walidacji 
ilościowych komercyjnych metod badawczych sto­
sowanych w laboratoriach medycznych. W normie 
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wskazano techniki, których 
stosowanie zalecane jest podczas walidacji:

– sprawdzanie bieżące z wykorzystaniem certyfi-
kowa nych wzorców lub innych materiałów odnie-
sienia,

– porównanie otrzymanych wyników z wynikami 
uzyskanymi innymi metodami, dotychczas sto-
sowanymi w laboratorium (weryfikacja),

– analiza wyników uzyskanych w porównaniach 
międzylaboratoryjnych lub badaniach biegłości,

– okresowa ocena czynników wpływających na 
wynik,

– ocena niepewności wyników oparta na teore-
tycznych podstawach metody i praktycznym 
doświadczeniu personelu laboratorium.

Jeśli laboratorium samodzielnie opracowuje i wdraża 

metodę badawczą (tzw. „home brew test”), Rozporządze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 28 grudnia 2009 r. w spra-
wie zmiany rozporządzenia o standardach jakości dla 
medycznych laboratoriów diagnostycznych i  mikro-
biologicznych, jak i normy techniczne, wymagają od 
laboratorium przeprowadzenia pełnej walidacji metody. 

2.3. Walidacja metod biologicznych

Walidacja klasycznych metod mikrobiologicznych, 
które przeważnie są metodami jakościowymi, jest bar-
dziej skomplikowanym procesem niż walidacja metod 
chemicznych, gdyż dotyczy żywych organizmów, które 
nierównomiernie rozkładają się w badanej próbie, 
a także mogą wykazywać pewne różnice w zachowaniu. 
Mamy więc do czynienia z procesem dynamicznym, 
a nie statycznym [7]. W Tabeli I wskazano parametry 
walidacji metod biologicznych w zależności od rodzaju 
metody [10, 13, 14].

W Tabeli II przedstawiono parametry, które labora-
torium powinno określić w ramach weryfikacji komer-
cyjnych metod biologicznych (opisanych i opracowa-
nych przez producenta) [1, 6].

PPV =                                                                            × 100%
liczba prawdziwie-dodatnich wyników

liczba prawdziwie-dodatnich wyników +
+ liczba fałszywie-dodatnich wyników

NPV =                                                                             × 100%
liczba prawdziwie-ujemnych wyników

liczba prawdziwie-ujemnych wyników +
+ liczba fałszywie-ujemnych wyników

Dokładność + –
Precyzja + –
Specyficzność + +
Granica wykrywalności + +
Granica oznaczalności + –
Liniowość + –
Zakres + –
Powtarzalność + +
Odtwarzalność + +
Równocenność + +

Tabela I
Parametry walidacji metod biologicznych

Walidowany
parametr

Metoda
ilościowa

Metoda
jakościowa/półilościowa

czułość =                                                                              × 100%
liczba prawdziwie-dodatnich wyników

liczba prawdziwie-dodatnich wyników + 
+ liczba fałszywie-ujemnych wyników

specyficzność =                                                                                   × 100%
liczba prawdziwie-ujemnych wyników

liczba prawdziwie-ujemnych wyników +
+ liczba fałszywie-dodatnich wyników

Dokładność +
Precyzja +
Powtarzalność  +
Odtwarzalność  +
Równocenność* + +

Tabela II
Parametry służące do weryfikacji komercyjnych

metod biologicznych zgodnie z Rozporządzeniem Ministra Zdrowia
z dnia 28 grudnia 2009 r.

Parametry weryfikacyjne
dla metod komercyjnych

Metoda
ilościowa

Metoda jakościowa
/półilościowa

* parametr powinien być oznaczany dodatkowo dla metod komercyjnych 
modyfikowanych w laboratorium
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Do oceny przydatności testów służą parametry takie 
jak czułość, swoistość, dodatnia i ujemna wartość pre-
dykcyjna. Warto jednak podkreślić, że ocena nowych 
testów diagnostycznych będzie wykonywana zawsze 
w oparciu o wyniki otrzymane metodą referencyjną.

3. Procedura walidacji – zasady

3.1. Plan walidacji

Przed przystąpieniem do walidacji, laboratorium 
powinno opracować plan walidacji, w którym należy:

– uwzględnić rodzaj metody: jakościowa, pół iloś-
ciowa, ilościowa;

– określić rodzaj wyposażenia niezbędnego do 
prze prowadzenia badania;

– ustalić kliniczne materiały biologiczne oraz ga- 
tunki drobnoustrojów, jakie będą użyte w badaniu;

– określić wartości referencyjne ustalone na pod-
stawie metod odniesienia;

– określić kryteria akceptacji wyników;
– wskazać personel odpowiedzialny za przeprowa-

dzenie oznaczeń oraz interpretację wyników;
– określić czas wykonywania oznaczeń.

3.2. Protokół walidacji

Po zakończeniu badań walidacyjnych należy skom-
pletować całą dokumentację źródłową oraz wyniki 
przeprowadzonych oznaczeń, zarówno wydruki z zasto-
sowanych systemów analitycznych, jak i pochodzące 
z odczytów wizualnych. Laboratorium samo decyduje 
o sposobie zapisów wyników walidacji, czy to w  for- 
mie opisowej, czy w postaci tabeli. Niemniej, jako mini-
mum informacji w protokole walidacyjnym, należy 
zawrzeć:

– identyfikację metody badawczej, dla metod opra-
cowanych w laboratorium, odniesienie literatu-
rowe,

– cel badania, 
– obiekty wykorzystane do badania: materiały bio-

logiczne od pacjenta, jak i szczepy drobnoustro-
jów wzorcowych i/lub odniesienia, wraz ze sto-
sowną ich charakterystyką,

– badane cechy,
– zastosowane wyposażenie pomiarowo-badawcze 

(nazwa, producent),
– zastosowane odczynniki, testy (nazwa, producent, 

numer serii, data ważności),
– parametry walidacyjne – wartości cech charakte-

rystycznych metody uzyskane w procesie walida-
cji i  ich ocena pod kątem spełnienia przyjętych 
kryteriów akceptacji,

– dane osób wykonujących badania, podpisy,

– dane osoby analizującej i interpretującej wyniki 
oznaczeń, podpis,

– stwierdzenie walidacyjne – stwierdzenie o przy-
datności metody do zamierzonego zastosowania 
(zgodnie z celem badania),

– dane i podpis osoby upoważnionej do zatwierdze-
nia walidacji metody.

4. Rewalidacja 

Ciągłe monitorowanie metody badawczej stanowi 
integralną część programu laboratoryjnej kontroli 
jakości. Zaleca się także, aby po wprowadzeniu istotnej 
zmiany w metodzie badawczej przeprowadzić ponowną 
walidację (rewalidacja), przynajmniej w zakresie obję-
tym zmianą [1]. Zakres ponownej walidacji ustala labo-
ratorium. Rewalidację wykonuje się w następujących 
sytuacjach:

– zmiany wyposażenia pomiarowo-badawczego lub 
zmianie jego lokalizacji,

– zmiany producenta odczynników i testów stoso-
wanych w metodzie,

– zmiany warunków lokalowo-środowiskowych, 
w jakich wykonywane są badania,

– zmiany personelu wykonującego badania, na per-
sonel o mniejszym doświadczeniu,

– „nowych” zagrożeń ze strony epidemiologii zaka-
żeń, np. pojawienie się nowych patogenów o nie-
spotykanych dotąd w laboratorium cechach feno-
typowych, genotypowych.

5. Procedura weryfikacji metody komercyjnej
 – przykład

Metoda: Oznaczanie wartości najmniejszych stężeń 
hamujących MIC (mg/L) z użyciem pasków z gradien-
tem stężeń.

Poniżej przedstawiono przykład procedury wery-
fikacji metody badawczej, która w laboratorium jest 
już stosowana od dłuższego czasu, ale w ramach tej 
metody laboratorium zamierza wprowadzić nowe 
testy diagnostyczne. W opisie procedury pominięto 
etap „inwentaryzacji” (tj. nazw, producentów, nume-
rów katalagowych, spisu numerów serii, dat ważności, 
itp.) stosowanych testów, odczynników i wyposażenia. 
Pominięto również szczegółowy opis metody badaw-
czej, tj. oznaczania lekowrażliwości metodą pasków 
z  gradientem stężeń. W procesie planowania bada-
nia uwzględniono aspekt ekonomiczny, co znalazło 
odzwierciedlenie m.in. w liczbie wykonanych oznaczeń 
i doborze materiałów odniesienia. 

Przedstawione poniżej wyniki należy traktować 
wyłącznie jako materiał metodyczny i nie mogą być 
one wykorzystywane do celów komercyjnych. 
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5.1. Cel badania

Celem badania była weryfikacja metody oznaczania 
lekowrażliwości drobnoustrojów – oznaczania wartości 
najmniejszych stężeń hamujących antybiotyku (mini-
mal inhibitory concentration, MIC [mg/L]) przy uży-
ciu nowych testów – bibułowych pasków z gradientem 
stężeń antybiotyków/chemioterapeutyków dotychczas 
nie stosowanych w laboratorium, pod kątem oceny 
ich przydatności do zastosowania w rutynowej pracy 
laboratorium. 

5.2. Plan badania

Ze względu na koszty badania weryfikacyjnego, 
oznaczenie wykonano tylko na szczepach referencyj-
nych – szczepach wzorcowych z Amerykańskiej Kolek-
cji Kultur Typowych (American Type Culture Collection, 
ATCC), bardzo dobrze sklasyfikowanych. 

5.2.1. Zasada wykonania oznaczeń
Wyjaśnienie: Metoda oznaczania najmniejszego 

stężenia hamującego antybiotyku – MIC (zalicza się 
do metod ilościowych, gdyż wynikiem badania jest 
wartość liczbowa podana w mg/L, określająca stężenie 
antybiotyku, przy którym zahamowany zostaje wzrost 
drobnoustroju). Metoda ta jest rutynowo wykorzysty-
wana w laboratoriach mikrobiologicznych i  podlega 
kontroli jakości (quality control, QC) zgodnie z wytycz-
nymi EUCAST [5]. Dlatego też, do weryfikacji metody 
oznaczania MIC „nowymi” paskami gradientowymi 
można wykorzystać wyniki kilkakrotnie przeprowa-
dzonej kontroli jakości.
1. Badanie zostało wykonane przez dwóch mikrobio-

logów w trzech powtórzeniach (łącznie 6 oznaczeń).
 Wyjaśnienie: Taka liczba powtórzeń i odtworzeń 

pozwala obliczyć precyzję w warunkach powtarzal-
ności i odtwarzalności.

2. Do weryfikacji pojedynczego testu (jeden typ paska 
z gradientem stężeń, np. pasek nasączony gradientem 
stężeń cefepimu) wykorzystano jeden z trzech szcze-
pów wzorcowych zastosowanych w badaniu. Szczepy 
wzorcowe wykorzystane do oceny „nowych” pasków 
z  gradientem stężeń oraz wykaz testów – pasków 
z gradientem stężeń poszczególnych antybiotyków 
przedstawiono w Tabeli III. 

3. Aby ograniczyć liczbę zmiennych mających wpływ 
na wynik, próby powtórzone były wykonywane z tej 
samej zawiesiny bakteryjnej szczepu wzorcowego.

4. Zawiesinę badanych izolatów o gęstości 0,5 McFar-
landa posiewano na podłoże Mueller-Hinton Agar, 
a następnie nakładano odpowiednie paski z gradien-
tem stężeń (zgodnie z rekomendacjami EUCAST). 
Inkubację prowadzono w warunkach tlenowych 
przez 18 ± 2 godzin w temperaturze 35 ± 1°C. 

5. Wartości MIC odczytano zgodnie z zaleceniami 
producenta testów i rekomendacjami EUCAST. Uzy-
skane wyniki wykorzystano do oceny parametrów 
charakteryzujących metodę.

5.2.2. Parametry i kryteria akceptacji
5.2.2.1. Dokładność 
Otrzymany wynik oznaczenia lekowrażliwości (war-

tość MIC) należy porównać z wartością odniesienia 
(wartością umownie rzeczywistą). Badanie przepro-
wadza się wykorzystując szczepy wzorcowe, służące 
do rutynowej kontroli jakości, dla których wartości 
MIC (mg/L) poszczególnych antybiotyków są ściśle 
określone. Wynik dokładny to taki, który mieści się 
w przedziale (range) wartości prawidłowych dla danego 
szczepu i antybiotyku. Dokładność można obliczyć 
korzystając ze wzoru:

(A9)
(wzór odpowiada wzorowi A1 z rozdz. 2.1.)

Kryterium akceptacji: dla metod oznaczania leko-
wrażliwości akceptowalnym kryterium jest uzyskanie 
> 90% wyników zgodnych z metodą odniesienia [2]. 

5.2.2.2. Precyzja
W badaniach ilościowych precyzję oznacza się 

w  warunkach powtarzalności i odtwarzalności. Przy 
projektowaniu badań należy uwzględnić odpowiednią 
liczbę oznaczeń:

Tabela III
Zestawienie wykorzystanych w badaniu szczepów wzorcowych

z kolekcji ATCC vs. badany antybiotyk (pasek z gradientem stężeń)

Cefepim  + 
Cefotaksym +  
Ceftazydym  + 
Ciprofloksacyna +  
Kolistyna  + 
Daptomycyna   +
Gentamicyna +  
Imipenem +  
Linezolid   +
Meropenem +  
Piperacylina/
tazobaktam  + 
Teikoplanina   +
Tigecyklina +  
Wankomycyna   +

Paski z gra-
dientem stężeń

antybiotyku

Escherichia
coli

ATCC 25922

Pseudomonas
aeruginosa

ATCC 27853

Staphylococcus
aureus

ATCC 29213

dokładność =                                                                                   × 100%

liczba wyników zgodnych z wartościami QC
dla każdego szczepu i każdego antybiotyku

liczba wszystkich oznaczeń
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– w celu obliczenia precyzji w warunkach powta-
rzalności oznaczenie powinno być powtórzone 
minimum trzykrotnie przez jedną osobę;

– natomiast, aby ocenić precyzję w warunkach 
odtwarzalności, wskazane jest wykonanie bada-
nia przez minimum dwie niezależne osoby. 

Precyzję można wyrazić w postaci współczynnika 
zmienności zgodnie ze wzorem:

(A10)
(patrz: precyzja, rozdz. 2.1.)

Kryterium akceptacji: Dla metod mikrobiolo-
gicznych współczynnik zmienności jest akceptowalny 
w zakresie 15–30% [6]. Im niższa wartość współczyn-
nika zmienności, tym precyzja większa.

5.3. Wyniki i obliczenia 
Wyniki oznaczeń zebrano w tabeli IV.

5.3.1. Dokładność
Tylko jeden wynik – wartość MIC (mg/L) cipro-

floksacyny dla szczepu E. coli ATCC 25922 odczytany 
przez mikrobiologa nr 2. (oznaczenie nr I) nie mieścił 
się w zakresie prawidłowych wartości referencyjnych 
QC (patrz: tabele EUCAST). Dokładność wszystkich 
oznaczeń została obliczona zgodnie z wzorem (A9) 
i zebrana w Tabeli V.

5.3.2. Precyzja w warunkach powtarzalności
Do oceny precyzji w warunkach powtarzalności 

zostały wykorzystane trzykrotnie powtórzone wyniki 
otrzymane przez dwóch niezależnych mikrobiologów. 

Precyzję oznaczeń obliczono, zgodnie ze wzorami (A2) 
i (A10), osobno dla każdego z mikrobiologów (powta-
rzalność). Wyniki przedstawiono w Tabeli VI.

5.3.3. Precyzja w warunkach odtwarzalności
W celu wyznaczenia precyzji w warunkach odtwa-

rzalności do obliczeń zostały zakwalifikowane wszyst-
kie wyniki otrzymane w badaniu (razem mikrobiolog 1. 
i 2. – odtwarzalność). Podobnie, jak powyżej, precyzję 
wyrażono w postaci wartości średniej współczynnika 
zmienności (patrz: Tabela VII). 

Cefepim 1 0,5–4 2 1,5 2 1,5 1,5 1,5
Cefotaksym 2 0,03–0,125 0,047 0,064 0,047 0,047 0,047 0,047
Ceftazydym 1 1–4 1,5 1,5 1,5 1,5 1 1
Ciprofloksacyna 2 0,004–0,016 0,016 0,016 0,016 0,023 0,016 0,016
Kolistyna 1 0,5–4 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Daptomycyna 3 0,125–1 0,75 0,5 0,75 0,5 0,75 0,5
Gentamicyna 2 0,25–1 0,75 0,75 0,75 0,75 0,5 0,75
Imipenem 2 0,06–0,25 0,19 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Linezolid 3 1–4 2 2 1,5 2 1,5 2
Meropenem 2 0,008–0,06 0,023 0,023 0,016 0,016 0,016 0,016
Piperacylina/tazobaktam 1 1–8 4 4 4 4 6 4
Teikoplanina 3 0,25–1 0,75 1 0,75 1 0,75 0,75
Tigecyklina 2 0,03–0,25 0,125 0,125 0,094 0,125 0,094 0,094
Wankomycyna 3 0,5–2 1 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75

Tabela IV
Wyniki oznaczeń – weryfikacja metody oznaczania wartości MIC (mg/L) z wykorzystaniem „nowych” pasków gradientowych

Paski
z gradientem

stężeń antybiotyku

Szczep
wzorcowy*

Prawidłowe
wartości QC
MIC (mg/L)

1. mikrobiolog
oznaczenie / MIC (mg/L)

2. mikrobiolog
oznaczenie / MIC (mg/L)

I II IIII II III

Cefepim 100,00
Cefotaksym 100,00
Ceftazydym 100,00
Ciprofloksacyna 83,33
Kolistyna 100,00
Daptomycyna 100,00
Gentamicyna 100,00
Imipenem 100,00
Linezolid 100,00
Meropenem 100,00
Piperacylina/tazobaktam 100,00
Teikoplanina 100,00
Tigecyklina 100,00
Wankomycyna 100,00
Wartość średnia z dokładności 98,8

Tabela V
Dokładność metody określania wartości MIC (mg/L)

wybranymi paskami z gradientem stężeń

Antybiotyki
w paskach gradientowych Dokładność [%]

współczynnik zmienności =                                                × 100%
odchylenie standardowe

wartość średnia

* szczepy wzorcowe: nr 1 – P. aeruginosa ATCC 27853; nr 2 – E. coli ATCC 25922; nr 3 – S. aureus ATCC 29213. 
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5.3.4. Przedstawienie precyzji w formie graficznej
Dodatkowo, precyzję, dla każdego z antybiotyków 

osobno, przedstawiono także w formie graficznej. Rys. 1. 
przedstawia wyniki oznaczania wartości MIC (mg/L) 
cefepimu dla szczepu P. aeruginosa ATCC 27853. 

Wyjaśnienie: Aby wyniki oznaczeń uznać za pre-
cyzyjne, 95% z nich (n = 6/6) powinno mieścić się 
w zakresie Xśr ± 2S (Xśr – wartość średnia; S – odchyle-
nie standardowe); np. oznaczanie wartości MIC (mg/L) 
cefepimu: Xśr = 1,67; S = 0,26

Cefepim 1,83 0,29 15,75 1,50 0,00 0,00
Cefotaksym 0,05 0,01 18,64 0,05 0,00 0,00
Ceftazydym 1,50 0,00 0,00 1,17 0,29 24,74
Ciprofloksacyna 0,02 0,00 0,00 0,02 0,00 22,04
Kolistyna 1,50 0,00 0,00 1,50 0,00 0,00
Daptomycyna 0,67 0,14 21,65 0,58 0,14 24,74
Gentamicyna 0,75 0,00 0,00 0,67 0,14 21,65
Imipenem 0,23 0,03 15,06 0,25 0,00 0,00
Linezolid 1,83 0,29 15,75 1,83 0,29 15,75
Meropenem 0,02 0,00 19,56 0,02 0,00 0,00
Piperacylina/tazobaktam 4,00 0,00 0,00 4,67 1,15 24,74
Teikoplanina 0,83 0,14 17,32 0,83 0,14 17,32
Tigecyklina 0,11 0,02 15,61 0,10 0,02 17,15
Wankomycyna 0,83 0,14 17,32 0,75 0,00 0,00
Współczynnik zmienności [%]
– wartość średnia 11,19 12,01
(warunki powtarzalności)

Tabela VI
Precyzja w warunkach powtarzalności

Paseki z gradientem
stężeń antybiotyku

1. mikrobiolog 2. mikrobiolog

Średnia Odchylenie
standardowe

Współczynnik
zmienności [%]Średnia Odchylenie

standardowe
Współczynnik
zmienności [%]

Cefepim 1,67 0,26 15,49
Cefotaksym 0,05 0,01 13,93
Ceftazydym 1,33 0,26 19,36
Ciprofloksacyna 0,02 0,00 16,65
Kolistyna 1,50 0,00 0,00
Daptomycyna 0,63 0,14 21,91
Gentamicyna 0,71 0,10 14,41
Imipenem 0,24 0,02 10,21
Linezolid 1,83 0,26 14,08
Meropenem 0,02 0,00 19,72
Piperacylina/tazobaktam 4,33 0,82 18,84
Teikoplanina 0,83 0,13 15,49
Tigecyklina 0,11 0,02 15,51
Wankomycyna 0,79 0,10 12,89
Współczynnik zmienności [%]
– wartość średnia (warunki odtwarzalności) 

14,89

Tabela VII
Precyzja z warunkach odtwarzalności

Paski z gradientem stężeń antybiotyku
Zebrane wyniki (mikrobiolog 1. i 2.)

Średnia Odchylenie
standardowe

Współczynnik
zmienności [%]
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Zakres, w którym powinno się mieścić 95% wyni-
ków (w przedstawianym przykładzie wszystkie wyniki), 
zgodnie ze wzorem Xśr ± 2S wynosi 1,67 ± (2 × 0,26). 
Przedział, w  którym powinny się znaleźć otrzymane 
wartości wynosi więc od 1,15 do 2,19. 

Wszystkie otrzymane wyniki mieszczą się w wyzna-
czonym zakresie, co pozwoliło uznać metodę (dla tego 
antybiotyku) za precyzyjną (precyzja w warunkach 
odtwarzalności, wyniki obu mikrobiologów łącznie).

5.4. Wyniki a kryteria akceptacji

1. Zastosowana metoda oceny lekowrażliwości z wyko-
rzystaniem „nowych”, bibułowych pasków z  gra-
dientem stężeń (określanie wartości MIC w mg/L) 
dotychczas nie stosowanych w laboratorium, cha-
rakteryzuje się wysoką dokładnością (za wyjątkiem 
ciprofloksacyny) oraz precyzją, zarówno w warun-
kach powtarzalności, jak i odtwarzalności.

2. Najniższą dokładność (83,3%) otrzymano dla ozna-
czeń wartości MIC ciprofloksacyny dla szczepu 
wzorcowego E. coli ATCC 25922. Jeden z  sześciu 
pomiarów nie mieścił się w zakresie referencyjnym 
QC dla tego szczepu. Dokładność dla tego antybio-
tyku nie spełniła więc kryteriów akceptacji, dlatego 
też przed dopuszczeniem tego testu (pasek z cipro-
floksacyną) do rutynowego stosowania w laborato-
rium należy wykonać serię dodatkowych oznaczeń 
z zastosowaniem np. innej serii pasków tego produ-
centa, czy też podłoży antybiogramowych.

3. Badanie zostało wykonane niezależnie przez dwóch 
mikrobiologów. Precyzja, wyrażona jako współ-
czynnik zmienności, obliczona dla każdej z  tych 
osób wynosiła poniżej 15% (precyzja w warunkach 
powtarzalności). 

 Niższy współczynnik zmienności, czyli wyższą pre-
cyzję, odnotowano w przypadku wyników mikro-
biologa 1., co może świadczyć o większym doświad-
czeniu zarówno w kwestii technicznej wykonania 
badania, jak i odczycie wyników. Niemniej, różnica 
między mikrobiologiem 1. i 2. jest niewielka i nie jest 
istotna statystycznie.

4. Precyzja w warunkach odtwarzalności mieści się 
w akceptowalnym zakresie dla wszystkich antybio-
tyków (wartość średnia = 14,89). Najniższą precyzją 
charakteryzuje się oznaczenie wartości MIC dapto-
mycyny, a najwyższą – MIC kolistyny. 

5. Współczynnik zmienności obliczony w warunkach 
odtwarzalności może być wyznacznikiem komfortu 
pracy z daną metodą. Im mniejsze różnice pomię-
dzy osobami wykonującymi badanie, tym niższa 
jest wartość współczynnika zmienności, co świad-
czy o niskim stopniu trudności wykonania badania 
i bezproblemowej interpretacji wyników. Dlatego 
też, współczynniki zmienności dla poszczególnych 
antybiotyków mogą się od siebie różnić. Ma to zwią-
zek nie tylko z jakością testu, ale także z budową 
antybiotyku (wielkość cząsteczki), zasadą działania 
na drobnoustroje (leki bakteriobójcze i bakteriosta-
tyczne), specyfiką badanego szczepu oraz z jakością 
i składem podłoża.
W Tabeli VIII przedstawiono zgodność określonych 

parametrów metody z przyjętymi w niniejszym badaniu 
kryteriami akceptacji.

5.5. Stwierdzenie walidacyjne
 (dotyczy przeprowadzonej weryfikacji) 

Na podstawie przeprowadzonej analizy można 
wnioskować, że otrzymane w badaniu wartości para-
metrów charakterystycznych (dokładność i precyzja) 

Rys. 1. Graficzne przedstawienie precyzji oznaczenia MIC cefepimu (mg/L); wartość średnia Xśr = 1,67;
odchylenie standardowe S = 0,26
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dla metody oznaczania lekowrażliwości drobnoustro-
jów z wykorzystaniem „nowych” pasków bibułowych 
z gradientem stężeń, spełniają przyjęte kryteria akcep-
tacji za wyjątkiem paska z ciprofloksacyną. 

Oznaczanie wartości MIC (mg/L) ciprofloksacyny 
dla szczepu E. coli ATCC 25922 cechuje się niedosta-
teczną dokładnością. Sugeruje się, przed „dopuszcze-
niem” tego testu do stosowania, wykonanie dodatko-
wych oznaczeń. 

Oceniana metoda (za wyjątkiem paska z cipro­
floksacyną) może być stosowana w laboratorium 
w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej do ozna­
czania lekowrażliwości drobnoustrojów.

6. Podsumowanie

Stosowanie dobrze opisanych i sprawdzonych metod 
nie daje automatycznie gwarancji uzyskania rzetelnych 
wyników. Tą samą metodą można uzyskać różne wyniki  
w  zależności od kwalifikacji personelu czy stosowa-
nego wyposażenia pomiarowo-badawczego. Dlatego 
też, laboratorium powinno kontrolować jakość wyko-
nywanych badań, aby móc udowodnić, że jest w sta-
nie spełnić kryteria akceptacji opisane w stosowanych 
przez siebie metodach.

Walidacja i weryfikacja badań mikrobiologicznych 
przysparza trudności, ponieważ dotyczy żywych drob-
noustrojów, które oprócz nierównomiernego występo-
wania w badanej próbie, mogą także wykazywać pewne 
różnice w zachowaniu. Dlatego, podczas projektowania 
badań walidacyjnych czy toku weryfikacji, należy wziąć 
pod uwagę także naturę drobnoustrojów używanych do 
testów walidacyjnych, sposób przygotowania zawiesiny 
drobnoustrojów testowych, specyficzne warunki testu, 
a nawet warunki izolacji drobnoustrojów. 
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Tabela VIII
Analiza spełnienia kryteriów akceptacji przez parametry wyznaczone dla badanej metody

Dokładność 100% za wyjątkiem ciprofloksacyny ≥ 90% Tak za wyjątkiem ciprofloksacyny
Precyzja w warunkach powtarzalności 11,60%* ≤ 30% Tak
Precyzja w warunkach odtwarzalności 14,89% ≤ 30% Tak

Parametry metody oznaczania wartości MIC (mg/L) przy użyciu pasków bibułowych z gradientem stężeń 

Badany parametr Wartość Kryteria akceptacji Spełnienie kryteriów

* wartość średnia wyników mikrobiologa 1. i 2.


