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Validation and verification methods and diagnostic tests in the microbiology laboratory

Abstract: There are a number of measurable factors evidence of the “quality” of laboratory tests. They allow to evaluate the laboratory
proficiency, staff competency and applied technologies. There is a duty of each laboratory to prove that the method meets the quality
requirements and is suitable for a particular purpose and result is credible. There are many acts that require verification and validation
procedures in a laboratory. The aim of this article is to present a concept of validation and verification in microbiology and give an
explanation of the difference between these processes. In this study a validation and verification parameters for the methods (e.g. accuracy,
precision, repeatability, reproducibility, ruggedness, LOD, LOQ, linearity) were also described and they were divided into quantitative
and qualitative methods. Parameters for tests validation and verification included sensitivity, specificity PPV, NPV. In the second part of
the study an example of verification process of commercial methods is presented. A various the steps of the verification tests, the rules for
calculation parameters and conclusions are also shown.
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1. Wprowadzenie

Istnieje wiele mierzalnych wskaznikow sktadajacych
sie na ,,jako$¢” badania laboratoryjnego, ktére uwazane
sa za cechy charakterystyczne metody i poszczegdlnych
testow, jak rowniez pozwalajg okresli¢ biegtos¢ labora-
torium w aspekcie kompetencji personelu oraz stoso-
wanych technologii.

Platon, grecki filozof (ok. 427-347 p.n.e), okreslit
»jako$¢” jako pewien stopien doskonalosci; Joseph
Moses Juran (1904-2008), amerykanski teoretyk zarza-
dzania, méwit o jakosci jako o stopniu, w jakim okres-
lony wyrdéb zaspokaja potrzeby okreslonego nabywecy.
Dlatego tez, kazde przeprowadzane w laboratorium
badanie nalezy rozwaza¢ pod katem zdolnosci labora-
torium do wydania dokladnego, precyzyjnego i powta-

rzalnego wyniku, czasu realizacji badania, jak rowniez
przydatnosci wyniku badania do dalszego postepo-
wania, a w przypadku medycznych laboratoriow diag-
nostycznych, postepowania diagnostyczno-terapeu-
tycznego. ,,Jako$¢” zatem, to zgodno$¢ z wymaganiami
(Philip Bayard Crosby, 1926-2001), czyli ,,jako$¢ bada-
nia laboratoryjnego” to ,,jako$¢” otrzymanego wyniku.
Stosowane testy powinny cechowac sie wysoka precyzja,
dokfadnoscia oraz powtarzalnoscia wynikéw. Obowigz-
kiem kazdego laboratorium jest wiec podejmowanie
stosownych dziatan utwierdzajacych zaréwno personel
laboratorium, jak i odbiorce wynikéw badan laborato-
ryjnych, w przekonaniu, ze metoda spelnia wymagania
jakos$ciowe i jest odpowiednia do okreslonego zastoso-
wania (norma PN-EN ISO/IEC 17025:2005) [9]. Zgod-
nie z normg PN-EN ISO/IEC 17025:2005 ,laboratorium
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powinno stosowaé wlasciwe metody i procedury do
wszystkich badan objetych jego zakresem dzialalnosci.
Dotyczy to pobierania probek do badan, postgpowania
z obiektami (materialami) poddawanymi badaniom,
ich przygotowania, przechowywania, transportowania
oraz tam, gdzie to wlasciwe, oszacowania niepewnosci
pomiaru, jak réwniez technik statystycznych, stosowa-
nych do analizy danych pochodzacych z badania”

Swiatowa Organizacja Zdrowia zdefiniowata wali-

dacje jako ustanowienie udokumentowanych dowodow
dajacych wysoki stopienn pewnosci, ze zaplanowany
proces bedzie konsekwentnie przebiega¢ w przewidy-
walny i okreslony sposéb [15]. Walidacja metod stata
sie standardem nie tylko w normach technicznych, ale
takze w przepisach prawnych, aczkolwiek zaden z tych
dokumentéw nie okresla czgstotliwosci przeprowadza-
nia walidacji metody. Autorzy dokumentdw przyjeli tez
rézne wymagania walidacyjne (definicje, metodologie
i zakres parametréw walidacyjnych), w zaleznosci od
zakresu wykonywanych badan.

Celem niniejszego opracowania jest:

- przedstawienie poje¢ walidacja i weryfikacja
oraz wskazanie parametréw, ktére powinny by¢
okreslane przez laboratorium mikrobiologiczne
w kazdym z tych proceséw dla metod i testow
diagnostycznych;

- przedstawienie przyktadu procedury weryfikacji
metody badawczej wykorzystujacej nowe, komer-
cyjne, dotychczas nie stosowane w laboratorium
testy diagnostyczne.

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

Opisywane parametry walidacyjne dotyczace metod
mikrobiologicznych w pierwszej kolejnosci odnosity
sie do laboratoriéw farmaceutycznych i $rodowisko-
wych. Najpelniejszy zakres parametrow walidacyjnych
dla metod mikrobiologicznych przedstawita Agencja
Ochrony Srodowiska w Stanach Zjednoczonych (Envi-
ronmental Protection Agency, EPA) [3]. Wigkszo$¢
zalecenn walidacyjnych dotyczyla jednak wytworcow
réznego rodzaju wyrobéw majacych zastosowanie
w diagnostyce mikrobiologicznej. Dokument Amery-
kanskiego Towarzystwa Mikrobiologdéw Verification
and validation of procedures in the clinical microbiology
(Cumitech 31A) [1] dokonal rozdzialu pomiedzy wali-
dacjg przeprowadzang przez producenta testow a wali-
dacja i weryfikacja wykonywang przez uzytkownika.
Zakres walidacji realizowanej w laboratorium jest sto-
sunkowo niewielki w poréwnaniu z zakresem walidacji
przeprowadzanej przez producenta testow. Laborato-
rium ma obowigzek ustalenia zasad i procedur pozwa-
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lajacych utrzymac lub poprawi¢ niezawodno$¢, wydaj-
no$¢ i kliniczna uzyteczno$¢ badan laboratoryjnych.

Zgodnie z zaleceniami ASM (Cumitech 31A), labo-
ratorium powinno opracowac i stosowac procedury
dotyczace:

— proces6w zapewniania o wiarygodnosci wyniku,
polegajacych na utrzymywaniu niezmiennosci po-
szczegllnych krokow badawczych (metodologii),
kwalifikacji i kompetencji personelu do wykony-
wania testow i interpretacji wynikow (walidacja),

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

Walidacja jest wiec ciaglym procesem moni-
torowania badania, procedury lub metody, w celu
zapewnienia, ze badania stale wykonywane sg zgodnie
z oczekiwaniami. Walidacja odpowiada zatem na pyta-
nie: ,czy stosowany test nadal dziata w naszym labo-
ratorium?”. Walidacja jako proces ciagly, rozpoczyna
sie w momencie wdrazania nowego testu, metody dia-
gnostycznej i konczy si¢ w momencie jego zatrzymania.
Status procesu ,walidowanego” oznacza, ze proces ten
pozostaje pod stalg kontrolg [11].

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

Zardéwno normy techniczne PN-EN ISO/IEC 17025:
2005, PN-EN ISO 15189:2013 [8], jak i Rozporzadze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 21 stycznia 2009 r. w spra-
wie standardow jakosci w medycznych laboratoriach
mikrobiologicznych [12] wskazujg tylko na koniecz-
nos¢ potwierdzenia przydatnosci metod badawczych
przed wprowadzeniem ich do zastosowania w labora-
torium. Walidacja, zgodnie z normg PN-EN ISO/IEC
17025:2005, jest kompromisem pomiedzy kosztami,
ryzykiem i mozliwo$ciami technicznymi. Nowe bada-
nie laboratoryjne zawsze nalezy rozwaza¢ pod katem
dodatkowych czynnikéw, takich jak koszty jego wpro-
wadzenia w warunkach panujacych w danym labora-
torium, koszty nowego oprzyrzadowania, ale réwniez
tatwosci wykonania testow, kompetencji personelu,
a takze znaczenia klinicznego wynikéw uzyskanych
przy ich zastosowaniu.

Korzystajac ze wskazowek zawartych w przewod-
niku opracowanym przez organizacje europejska
EURACHEM ,,Przydatno$¢ metod analitycznych do
okreslonych celéw. Przewodnik walidacji metod w labo-
ratorium i zagadnienia zwigzane” [4] metode nalezy
walidowa¢ wtedy, gdy:

- opracowano nowa metode,
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- wprowadzono zmiany w metodzie polegajace na
udoskonaleniu lub rozszerzeniu jej stosowania
(inny zakres pomiarowy, inny materiat kliniczny),

— kontrola jakosci wskazuje na zmiany zachodzace
w metodzie badawczej w czasie,

- zastosowano nowe wyposazenie pomiarowo-
-badawcze w danej metodzie.

W laboratoriach medycznych stosuje sie trzy typy

metod:

- metody ilosciowe — wynik wyrazony w liczbach
w skali ciaglej, ktorej gorne i dolne granice sg
znane i pozostaja w $cistym zwiazku z dang iloscia,

- metody polilosciowe — wynik opatrzony interpre-
tacja, pojecie prognostyczne,

- metody jako$ciowe — wynik nie niesie informa-
cji na temat wartosci liczbowej parametru, lecz
tylko na temat jego obecnosci lub braku (dodatni/
uyjemny). Do tego typu metod mozna zaliczy¢
wszystkie analizy, ktérych wynik uzyskuje sie
poprzez wizualny odczyt reakcji, poréwnujac
z probka kontrolng dodatnia, ujemng lub dang
probka. W pewnym sensie, odczyt analizy wyko-
nanej metoda jako$ciowg jest odczytem subiek-
tywnym, stad w metodach tych bardzo wazna role
odgrywa czynnik ludzki.

Malo elementéw uchwytnych, mierzalnych w meto-
dach jakosciowych sprawia, ze wazng, wrecz fundamen-
talng role odgrywa bibliografia, dokumentacja literatu-
rowa. Rdznice poszczegdlnych typéw metod powoduja,
ze inaczej przeprowadza si¢ walidacje metody iloscio-
wej, inaczej — metody jakosciowej. W protokole z wali-
dacji powinny by¢ naniesione wszystkie dane wejsciowe
metody, ktére moga mie¢ wplyw na wynik analiz.

Zgodnie z zaleceniami przewodnika EURACHEM,
w procesach weryfikacji i walidacji ocenie podlegajg
rézne parametry, w zaleznosci czy dotycza charakte-
rystyki metod, czy tez testow stosowanych w laborato-
rium mikrobiologicznym.

2.1. Weryfikacja i walidacja metody

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

o Dokladnos$¢ (accuracy) — oznacza ,bliskos¢,
zgodno$¢” wartosci  poszczegolnych  parametrow
do wartosci uzyskanych metodami referencyjnymi;
powinna by¢ sprawdzana odpowiednimi materiatami
kontrolnymi, poréwnaniami mig¢dzylaboratoryjnymi,
jesli sa dostepne, za pomoca metody referencyjne;.
W metodach ilosciowych pojawia sie¢ takze pojecie
poprawnosci, ktora w wigkszosci przypadkow bedzie
tozsama z dokladno$cig. Réznica polega na tym, ze
poprawno$¢ okresla stopien zgodnosci miedzy war-
toscia $rednig otrzymang z duzego zbioru pomiaréw
a warto$cia odniesienia. Miarg poprawnosci jest catko-
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wity blad systematyczny, czyli r6znica pomigdzy wyni-
kiem badania a warto$cia odniesienia.

doktadnodé — liczba wynikéw prawidtowych

x 100% (A1)

liczba wszystkich wynikéw

o Precyzja (precision) - zgodnos¢ wynikow serii
pomiaréw w danej prébce przy uzyciu danej metody.
Miernikiem precyzji dla metod ilo§ciowych jest odchy-
lenie standardowe (S) lub wspélczynnik zmiennosci
wyrazany w procentach dla wynikéw uzyskanych w serii
pomiaréw. Miarg precyzji jest powtarzalnos¢ i odtwa-
rzalno$¢. Precyzja (w metodach ilosciowych) to syno-
nim powtarzalno$ci/odtwarzalno$ci (w metodach jakos-
ciowych) przy zastosowaniu identycznych procedur.

precyzja w warunkach
powtarzalnoéci/odtwarzalnosci
wyrazona jako
odchylenie standardowe (S)
(metody ilociowe)

> (x-%)
n-1

- (A2)

 Powtarzalnos¢ (repeatability) — zgodno$¢ wyni-
kow pomiaréw uzyskanych w danej probce w tych
samych warunkach pomiarowych, tj. w tym samym
laboratorium, tg samg metodg, przez te samg osobe,
w krotkim czasie (seria jednoczesna).

liczba ,,powté h” iké dnych
iczba , powtérzonych” wynikéw zgodnych oo

powtarzalnoéé =
calkowita liczba wynikéw
(A3)

o Odtwarzalno$¢ (reproducibility) — precyzja w wa-
runkach odtwarzalnosci, tj. w réznych laboratoriach,
ta samg metoda, przez rézne osoby, w dlugim okresie
czasu (seria niejednoczesna).

liczba ,odt h” wynikéw zgodnych
iczba ,,odtworzonych” wynikéw zgodnyc x 100%

(A4)

+ Odporno$¢ metody (ruggedness) - wptyw zmiany
warunkow wykonywania pomiaréw na stabilnos¢ wyni-
kow. Umozliwia wskazanie krytycznych etapéw badane;j
metody oraz etapow, w ktérych dopuszczalne sg pewne
zmiany pozostajace bez wptywu na parametry anali-
tyczne metody (np. wplyw temperatury i czasu inkuba-
cji na wyniki, wplyw sposobu postepowania z probka
i warunkow jej przechowywania, wpltyw doswiadczenia
personelu, zwlaszcza w przypadku metod jakosciowych
oraz oznaczen manualnych).

« Granica wykrywalnosci (limit of detection —- LOD)
- najmniejsze stezenie parametru w probce, ktore
mozna wykry¢ dang metoda.

« Granica oznaczalnosci (granica oznaczenia ilos-
ciowego) (limit of quantification - LOQ) - najmniejsze
stezenie parametru, jakie mozna oznaczy¢ dang metoda
z okre$lona doktadnoscig i precyzja.

o Liniowo$¢ metody (linearity) — zakres liniowy
krzywej kalibracji, w ktérym sygnal jest liniowo zalezny
od stezen wzorcow.

odtwarzalno$é =

catkowita liczba wynikéw
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Na uzyskane wyniki pomiaréw majg wplyw:
niedokltadnos¢ narzedzi pomiarowych,

- niedcisto$¢ w wykonaniu procedury pomiarowej,
niemoznos¢ dokladnego okreslenia, scharaktery-
zowania mierzonego obiektu,

wplyw czynnikéw losowych na przebieg pomiaru.

2.2. Weryfikacja i walidacja testow

Ponizej przedstawiono parametry oceniane w pro-
cesach weryfikacji i walidacji testow [1].
o Czulo$¢ (sensitivity)

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw
% 100%

(A5)

czutos$é =

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw +
+ liczba falszywie-ujemnych wynikow

o Specyficznos¢ (specificity)

liczba prawdziwie-ujemnych wyniks
iczba prawdziwie-tjemnych Wyntkow . 00%

(A6)

specyficzno$é =

liczba prawdziwie-ujemnych wynikow +
+ liczba falszywie-dodatnich wynikéw

 Dodatnia wartos¢ predykcyina (positive predic-
tive value, PPV)

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw

PPV = x 100%

liczba prawdziwie-dodatnich wynikéw + (A7)

+ liczba falszywie-dodatnich wynikéw

« Ujemna wartos¢ predykcyjna (negative predictive
value, NPV)

liczba prawdziwie-ujemnych wynikéw

NPV = x 100%

liczba prawdziwie-ujemnych wynikéw +
+ liczba falszywie-ujemnych wynikow (A8)
Badanie precyzji powtarzalno$ci, precyzji odtwa-
rzalno$ci oraz poprawnosci sa wystarczajace dla
potwierdzenia przeprowadzenia procesu walidacji
ilo$ciowych komercyjnych metod badawczych sto-
sowanych w laboratoriach medycznych. W normie
PN-EN ISO/IEC 17025:2005 wskazano techniki, ktérych
stosowanie zalecane jest podczas walidacji:

- sprawdzanie biezace z wykorzystaniem certyfi-
kowanych wzorcéw lub innych materialéw odnie-
sienia,

- poréwnanie otrzymanych wynikéow z wynikami
uzyskanymi innymi metodami, dotychczas sto-
sowanymi w laboratorium (weryfikacja),

- analiza wynikéw uzyskanych w poréwnaniach
miedzylaboratoryjnych lub badaniach bieglosci,

- okresowa ocena czynnikéw wplywajacych na
wynik,

- ocena niepewnosci wynikow oparta na teore-
tycznych podstawach metody i praktycznym
doswiadczeniu personelu laboratorium.

Jesli laboratorium samodzielnie opracowuje i wdraza
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metode badawczg (tzw. ,,home brew test”), Rozporzadze-
nie Ministra Zdrowia z dnia 28 grudnia 2009 r. w spra-
wie zmiany rozporzadzenia o standardach jakosci dla
medycznych laboratoriéw diagnostycznych i mikro-
biologicznych, jak i normy techniczne, wymagajg od
laboratorium przeprowadzenia petnej walidacji metody.

2.3. Walidacja metod biologicznych

Walidacja klasycznych metod mikrobiologicznych,
ktdre przewaznie s3 metodami jako$ciowymi, jest bar-
dziej skomplikowanym procesem niz walidacja metod
chemicznych, gdyz dotyczy zywych organizmow, ktore
nieréwnomiernie rozkladaja si¢ w badanej probie,
a takze moga wykazywa¢ pewne réznice w zachowaniu.
Mamy wiec do czynienia z procesem dynamicznym,
a nie statycznym [7]. W Tabeli I wskazano parametry
walidacji metod biologicznych w zaleznosci od rodzaju
metody [10, 13, 14].

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

Tabela I
Parametry walidacji metod biologicznych

Walidowany Metoda Metoda
parametr ilosciowa | jako$ciowa/potilosciowa

Doktadnos¢ + -
Precyzja + -
Specyficznoéé + +
Granica wykrywalno$ci + +
Granica oznaczalno$ci + -
Liniowos¢ + -
Zakres + -
Powtarzalnos¢ + +
Odtwarzalnos$¢ +

Réwnocennosé +

Tabela IT

Parametry stuzace do weryfikacji komercyjnych
metod biologicznych zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia

z dnia 28 grudnia 2009 .

Parametry weryfikacyjne Metoda | Metoda jako$ciowa

dla metod komercyjnych ilociowa /pdlilosciowa
Dokladnos¢ +
Precyzja +
Powtarzalnos¢ +
Odtwarzalnos¢ +
Réwnocennosc* + +

* parametr powinien by¢ oznaczany dodatkowo dla metod komercyjnych
modyfikowanych w laboratorium
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Do oceny przydatno$ci testow stuzg parametry takie
jak czulos¢, swoisto$¢, dodatnia i ujemna warto$¢ pre-
dykcyjna. Warto jednak podkresli¢, ze ocena nowych
testow diagnostycznych bedzie wykonywana zawsze
w oparciu o wyniki otrzymane metodg referencyjng.

3. Procedura walidacji - zasady
3.1. Plan walidacji

Przed przystgpieniem do walidacji, laboratorium
powinno opracowa¢ plan walidacji, w ktérym nalezy:

- uwzgledni¢ rodzaj metody: jako$ciowa, polilos-
ciowa, ilo$ciowa;

— okresli¢ rodzaj wyposazenia niezbednego do
przeprowadzenia badania;

- ustali¢ kliniczne materialy biologiczne oraz ga-
tunki drobnoustrojow, jakie beda uzyte w badaniu;

— okresli¢ warto$ci referencyjne ustalone na pod-
stawie metod odniesienia;

— okresli¢ kryteria akceptacji wynikow;

- wskaza¢ personel odpowiedzialny za przeprowa-
dzenie oznaczen oraz interpretacje wynikow;

- okresli¢ czas wykonywania oznaczen.

3.2. Protokdl walidacji

Po zakonczeniu badan walidacyjnych nalezy skom-
pletowa¢ calyg dokumentacje zrédtowa oraz wyniki
przeprowadzonych oznaczen, zardwno wydruki z zasto-
sowanych systemow analitycznych, jak i pochodzace
z odczytéw wizualnych. Laboratorium samo decyduje
o sposobie zapisow wynikéw walidacji, czy to w for-
mie opisowej, czy w postaci tabeli. Niemniej, jako mini-
mum informacji w protokole walidacyjnym, nalezy
zawrzec:

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

— cel badania,

- obiekty wykorzystane do badania: materiaty bio-
logiczne od pacjenta, jak i szczepy drobnoustro-
jow wzorcowych i/lub odniesienia, wraz ze sto-
sowng ich charakterystyka,

- badane cechy,

- zastosowane wyposazenie pomiarowo-badawcze
(nazwa, producent),

- zastosowane odczynniki, testy (nazwa, producent,
numer serii, data wazno$ci),

- parametry walidacyjne — wartosci cech charakte-
rystycznych metody uzyskane w procesie walida-
cji i ich ocena pod katem spelnienia przyjetych
kryteriow akceptacji,

- dane os6b wykonujacych badania, podpisy,

419

- dane osoby analizujgcej i interpretujacej wyniki
oznaczen, podpis,

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

- dane i podpis osoby upowaznionej do zatwierdze-
nia walidacji metody.

4. Rewalidacja

Ciggle monitorowanie metody badawczej stanowi
integralng czes¢ programu laboratoryjnej kontroli
jakosci. Zaleca sie takze, aby po wprowadzeniu istotnej
zmiany w metodzie badawczej przeprowadzi¢ ponowna
walidacje (rewalidacja), przynajmniej w zakresie obje-
tym zmiang [1]. Zakres ponownej walidacji ustala labo-
ratorium. Rewalidacje wykonuje sie w nastepujacych
sytuacjach:

- zmiany wyposazenia pomiarowo-badawczego lub

zmianie jego lokalizacji,

- zmiany producenta odczynnikéw i testow stoso-
wanych w metodzie,

- zmiany warunkéw lokalowo-$rodowiskowych,
w jakich wykonywane s3 badania,

- zmiany personelu wykonujacego badania, na per-
sonel o mniejszym do$wiadczeniu,

- »howych” zagrozen ze strony epidemiologii zaka-
zen, np. pojawienie si¢ nowych patogenéw o nie-
spotykanych dotad w laboratorium cechach feno-
typowych, genotypowych.

5. Procedura weryfikacji metody komercyjnej
- przyklad

Metoda: Oznaczanie warto$ci najmniejszych stezen
hamujacych MIC (mg/L) z uzyciem paskéw z gradien-
tem stezen.

Ponizej przedstawiono przyktad procedury wery-
fikacji metody badawczej, ktora w laboratorium jest
juz stosowana od dluzszego czasu, ale w ramach tej
metody laboratorium zamierza wprowadzi¢ nowe
testy diagnostyczne. W opisie procedury pominieto
etap ,inwentaryzacji” (tj. nazw, producentéw, nume-
row katalagowych, spisu numerdw serii, dat waznosci,
itp.) stosowanych testow, odczynnikéw i wyposazenia.
Pominigto rowniez szczegélowy opis metody badaw-
czej, tj. oznaczania lekowrazliwoéci metoda paskow
z gradientem stezen. W procesie planowania bada-
nia uwzgledniono aspekt ekonomiczny, co znalazlo
odzwierciedlenie m.in. w liczbie wykonanych oznaczen
i doborze materialéw odniesienia.

Przedstawione ponizej wyniki nalezy traktowa¢
wylacznie jako material metodyczny i nie moga by¢
one wykorzystywane do celow komercyjnych.
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5.1. Cel badania

Celem badania byla weryfikacja metody oznaczania
lekowrazliwosci drobnoustrojow — oznaczania wartosci
najmniejszych stezenn hamujacych antybiotyku (mini-
mal inhibitory concentration, MIC [mg/L]) przy uzy-
ciu nowych testéw - bibutowych paskow z gradientem
stezen antybiotykdw/chemioterapeutykéw dotychczas
nie stosowanych w laboratorium, pod katem oceny
ich przydatnosci do zastosowania w rutynowej pracy
laboratorium.

5.2. Plan badania

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

5.2.1. Zasada wykonania oznaczen

Wyjasnienie: Metoda oznaczania najmniejszego
stezenia hamujgcego antybiotyku — MIC (zalicza sie
do metod ilosciowych, gdyz wynikiem badania jest
wartos¢ liczbowa podana w mg/L, okreslajaca stezenie
antybiotyku, przy ktéorym zahamowany zostaje wzrost
drobnoustroju). Metoda ta jest rutynowo wykorzysty-
wana w laboratoriach mikrobiologicznych i podlega
kontroli jakosci (quality control, QC) zgodnie z wytycz-
nymi EUCAST [5]. Dlatego tez, do weryfikacji metody
oznaczania MIC ,,nowymi” paskami gradientowymi
mozna wykorzysta¢ wyniki kilkakrotnie przeprowa-
dzonej kontroli jakosci.

1. Badanie zostalo wykonane przez dwéch mikrobio-
logéw w trzech powtdrzeniach (facznie 6 oznaczen).
Wyjasnienie: Taka liczba powtdrzen i odtworzen
pozwala obliczy¢ precyzje w warunkach powtarzal-
nosci i odtwarzalno$ci.

2. Do weryfikacji pojedynczego testu (jeden typ paska
z gradientem stezen, np. pasek nasgczony gradientem
stezen cefepimu) wykorzystano jeden z trzech szcze-
pow wzorcowych zastosowanych w badaniu. Szczepy
wzorcowe wykorzystane do oceny ,,nowych” paskow
z gradientem stezen oraz wykaz testow — paskow
z gradientem stezen poszczegolnych antybiotykow
przedstawiono w Tabeli III.

3. Aby ograniczy¢ liczbe zmiennych majgcych wplyw
na wynik, proby powtdrzone byty wykonywane z tej
samej zawiesiny bakteryjnej szczepu wzorcowego.

4. Zawiesing badanych izolatéw o gestosci 0,5 McFar-
landa posiewano na podloze Mueller-Hinton Agar,
a nastepnie nakladano odpowiednie paski z gradien-
tem stezen (zgodnie z rekomendacjami EUCAST).
Inkubacje prowadzono w warunkach tlenowych
przez 18 +2 godzin w temperaturze 35+ 1°C.
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Tabela III
Zestawienie wykorzystanych w badaniu szczepéw wzorcowych
z kolekcji ATCC vs. badany antybiotyk (pasek z gradientem stezen)

Paski z gra- Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus
dientem stezen coli aeruginosa aureus
antybiotyku ATCC 25922 | ATCC 27853 | ATCC 29213
Cefepim +
Cefotaksym +
Ceftazydym +
Ciprofloksacyna +
Kolistyna +
Daptomycyna +
Gentamicyna +
Imipenem +
Linezolid +
Meropenem +
Piperacylina/ +
tazobaktam
Teikoplanina +
Tigecyklina +
Wankomycyna +

5. Wartosci MIC odczytano zgodnie z zaleceniami
producenta testéw i rekomendacjami EUCAST. Uzy-
skane wyniki wykorzystano do oceny parametréw
charakteryzujacych metode.

5.2.2. Parametry i kryteria akceptacji

5.2.2.1. Dokladnos¢

Otrzymany wynik oznaczenia lekowrazliwosci (war-
tos¢ MIC) nalezy poréwnac z warto$cig odniesienia
(warto$cig umownie rzeczywistg). Badanie przepro-
wadza si¢ wykorzystujac szczepy wzorcowe, stuzace
do rutynowej kontroli jakosci, dla ktérych wartosci
MIC (mg/L) poszczegélnych antybiotykéw sa Scisle
okreslone. Wynik dokladny to taki, ktéry miesci si¢
w przedziale (range) warto$ci prawidtowych dla danego
szczepu i antybiotyku. Dokladno$¢ mozna obliczy¢
korzystajac ze wzoru:

liczba wynikéw zgodnych z wartosciami QC

dla kazdego szczepu i kazdego antybiotyku

doktadno$¢ = x 100%

(A9)

liczba wszystkich oznaczen

(wzor odpowiada wzorowi Al z rozdz. 2.1.)
Kryterium akceptacji: dla metod oznaczania leko-

wrazliwosci akceptowalnym kryterium jest uzyskanie

>90% wynikow zgodnych z metodg odniesienia [2].

5.2.2.2. Precyzja

W badaniach ilo$ciowych precyzje oznacza sie
w warunkach powtarzalnosci i odtwarzalnosci. Przy
projektowaniu badan nalezy uwzgledni¢ odpowiednia
liczbe oznaczen:
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Tabela IV
Wyniki oznaczen — weryfikacja metody oznaczania wartoéci MIC (mg/L) z wykorzystaniem ,,nowych” paskéw gradientowych
Paski Prawidlowe 1. mikrobiolog 2. mikrobiolog
z gradientem Szczep . wartoéci QC oznaczenie / MIC (mg/L) oznaczenie / MIC (mg/L)

stezen antybiotyku weorcowy MIC (mg/L) I I 111 I I 101
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

* szczepy wzorcowe: nr 1 — P. aeruginosa ATCC 27853; nr 2 - E. coli ATCC 25922; nr 3 - S. aureus ATCC 29213.
Tabela V

- w celu obliczenia precyzji w warunkach powta-
rzalnoéci oznaczenie powinno by¢ powtérzone
minimum trzykrotnie przez jedng osobe;

- natomiast, aby oceni¢ precyzje w warunkach
odtwarzalnosci, wskazane jest wykonanie bada-
nia przez minimum dwie niezalezne osoby.

Precyzje mozna wyrazi¢ w postaci wspotczynnika

zmiennosci zgodnie ze wzorem:

odchylenie standardowe
x100%

(A10)

wspolczynnik zmienno$ci =

warto$¢ $rednia

(patrz: precyzja, rozdz. 2.1.)

Kryterium akceptacji: Dla metod mikrobiolo-
gicznych wspotczynnik zmiennosci jest akceptowalny
w zakresie 15-30% [6]. Im nizsza warto$¢ wspdtczyn-
nika zmienno$ci, tym precyzja wieksza.

5.3. Wyniki i obliczenia
Wyniki oznaczen zebrano w tabeli I'V.

5.3.1. Dokladnos¢

Tylko jeden wynik - wartos¢ MIC (mg/L) cipro-
floksacyny dla szczepu E. coli ATCC 25922 odczytany
przez mikrobiologa nr 2. (oznaczenie nr I) nie miescit
sie w zakresie prawidlowych wartosci referencyjnych
QC (patrz: tabele EUCAST). Dokladno$¢ wszystkich
oznaczen zostala obliczona zgodnie z wzorem (A9)
i zebrana w Tabeli V.

5.3.2. Precyzja w warunkach powtarzalnosci

Do oceny precyzji w warunkach powtarzalnosci
zostaly wykorzystane trzykrotnie powtdérzone wyniki
otrzymane przez dwdch niezaleznych mikrobiologdw.

Dokladnos¢ metody okreslania wartosci MIC (mg/L)
wybranymi paskami z gradientem stezen

w paskirllgl;;(gi};lr(ll'cowych Doldadnosé [%]
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
Wartoé¢ $rednia z doktadno$ci 98,8

Precyzj¢ oznaczen obliczono, zgodnie ze wzorami (A2)
i (A10), osobno dla kazdego z mikrobiologéw (powta-
rzalnos$¢). Wyniki przedstawiono w Tabeli VI.

5.3.3. Precyzja w warunkach odtwarzalnosci

W celu wyznaczenia precyzji w warunkach odtwa-
rzalnosci do obliczen zostaly zakwalifikowane wszyst-
kie wyniki otrzymane w badaniu (razem mikrobiolog 1.
i 2. — odtwarzalno$¢). Podobnie, jak powyzej, precyzje
wyrazono w postaci wartosci $redniej wspotczynnika
zmienno$ci (patrz: Tabela VII).
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- warto$¢ srednia (warunki odtwarzalno$ci)

Tabela VI
Precyzja w warunkach powtarzalnosci
Paseki 7 gradientem 1. mikrobiolog 2. mikrobiolog
stezen antybiotyku Srednia Odchylenie | Wspdtczynnik Srednia Odchylenie | Wspdtczynnik
standardowe | zmiennosci [%)] standardowe | zmiennosci [%]
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
Wspolczynnik zmiennosci [%]
— warto$¢ §rednia 11,19 12,01
(warunki powtarzalno$ci)
Tabela VII
Precyzja z warunkach odtwarzalnosci
Zebrane wyniki (mikrobiolog 1.1 2.)
Paski z gradientem stezen antybiotyku i . Odchylenie Wip6lczynnik
Srednia standardowe zmiennosci [%]

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

Wspolczynnik zmiennosci [%] 14,89

5.3.4. Przedstawienie precyzji w formie graficznej
Dodatkowo, precyzje, dla kazdego z antybiotykdw
osobno, przedstawiono takze w formie graficznej. Rys. 1.
przedstawia wyniki oznaczania wartos$ci MIC (mg/L)
cefepimu dla szczepu P. aeruginosa ATCC 27853.

Wyjasnienie: Aby wyniki oznaczen uznaé za pre-
cyzyjne, 95% z nich (n=6/6) powinno miesci¢ sig¢
w zakresie X$r+2S (Xér — wartos$¢ $rednia; S — odchyle-
nie standardowe); np. oznaczanie wartosci MIC (mg/L)
cefepimu: Xér=1,67; S=0,26
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Oznaczenie MIC cefepimu (mg/L) P. aeruginosa ATCC 27853
Xsr=1,67; S=0,26

2,50
Xér+2S
2,00 @206 @200
=
>
% 1,50 450 0 +50—@—+50—@—+506——
% Xér + 2S
8 1,00
5
2
0,50
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Rys. 1. Graficzne przedstawienie precyzji oznaczenia MIC cefepimu (mg/L); warto$¢ srednia Xér=1,67;
odchylenie standardowe S=0,26

Zakres, w ktérym powinno si¢ miesci¢ 95% wyni-
kéw (w przedstawianym przyktadzie wszystkie wyniki),
zgodnie ze wzorem X$r+2S wynosi 1,67 +(2x0,26).
Przedzial, w ktérym powinny sie znalez¢ otrzymane
warto$ci wynosi wiec od 1,15 do 2,19.

Wszystkie otrzymane wyniki mieszcza si¢ w wyzna-
czonym zakresie, co pozwolilo uzna¢ metode (dla tego
antybiotyku) za precyzyjna (precyzja w warunkach
odtwarzalnosci, wyniki obu mikrobiologéw facznie).

5.4. Wyniki a kryteria akceptacji

1. Zastosowana metoda oceny lekowrazliwosci z wyko-
rzystaniem ,,nowych’, bibutowych paskéow z gra-
dientem stezen (okreslanie wartosci MIC w mg/L)
dotychczas nie stosowanych w laboratorium, cha-
rakteryzuje si¢ wysoka dokladnoscig (za wyjatkiem
ciprofloksacyny) oraz precyzja, zaréwno w warun-
kach powtarzalno$ci, jak i odtwarzalnosci.

2. Najnizsza dokladnos¢ (83,3%) otrzymano dla ozna-
czen wartosci MIC ciprofloksacyny dla szczepu
wzorcowego E. coli ATCC 25922. Jeden z szesciu
pomiaréw nie miescil si¢ w zakresie referencyjnym
QC dla tego szczepu. Dokladnos¢ dla tego antybio-
tyku nie spelnila wiec kryteriow akceptacji, dlatego
tez przed dopuszczeniem tego testu (pasek z cipro-
floksacyna) do rutynowego stosowania w laborato-
rium nalezy wykona¢ seri¢ dodatkowych oznaczen
z zastosowaniem np. innej serii paskow tego produ-
centa, czy tez podlozy antybiogramowych.

3. Badanie zostalo wykonane niezaleznie przez dwoch
mikrobiologéw. Precyzja, wyrazona jako wspotl-
czynnik zmiennosci, obliczona dla kazdej z tych
0s6b wynosita ponizej 15% (precyzja w warunkach
powtarzalnosci).

Nizszy wspolczynnik zmiennosci, czyli wyzszg pre-
cyzje, odnotowano w przypadku wynikéw mikro-
biologa 1., co moze §wiadczy¢ o wiekszym doswiad-
czeniu zaréwno w kwestii technicznej wykonania
badania, jak i odczycie wynikéw. Niemniej, réznica
miedzy mikrobiologiem 1.1 2. jest niewielka i nie jest
istotna statystycznie.

4. Precyzja w warunkach odtwarzalnosci miesci si¢
w akceptowalnym zakresie dla wszystkich antybio-
tykow (warto$¢ srednia = 14,89). Najnizsza precyzja
charakteryzuje si¢ oznaczenie wartosci MIC dapto-
mycyny, a najwyzszg — MIC kolistyny.

5. Wspotczynnik zmiennosci obliczony w warunkach
odtwarzalnosci moze by¢ wyznacznikiem komfortu
pracy z dang metoda. Im mniejsze réznice pomig-
dzy osobami wykonujgcymi badanie, tym nizsza
jest warto$¢ wspolczynnika zmiennosci, co $wiad-
czy o niskim stopniu trudno$ci wykonania badania
i bezproblemowej interpretacji wynikéw. Dlatego
tez, wspolczynniki zmiennosci dla poszczegélnych
antybiotykéw mogg si¢ od siebie r6zni¢. Ma to zwia-
zek nie tylko z jakoscig testu, ale takze z budowa
antybiotyku (wielko$¢ czasteczki), zasadg dziatania
na drobnoustroje (leki bakteriobojcze i bakteriosta-
tyczne), specyfika badanego szczepu oraz z jakoscia
i sktadem podloza.

W Tabeli VIII przedstawiono zgodnos¢ okreslonych
parametrow metody z przyjetymi w niniejszym badaniu
kryteriami akceptacji.

5.5. Stwierdzenie walidacyjne
(dotyczy przeprowadzonej weryfikacji)

Na podstawie przeprowadzonej analizy mozna
wnioskowa¢, ze otrzymane w badaniu wartosci para-
metréw charakterystycznych (dokladnos¢ i precyzja)
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Tabela VIII
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Analiza spelnienia kryteriéw akceptacji przez parametry wyznaczone dla badanej metody

Parametry metody oznaczania warto$ci MIC (mg/L) przy uzyciu paskow bibulowych z gradientem stezen
Badany parametr Wartos¢ Kryteria akceptacji Spelnienie kryteriéw
Doktadnos¢ 100% za wyjatkiem ciprofloksacyny 290% Tak za wyjatkiem ciprofloksacyny
Precyzja w warunkach powtarzalnosci 11,60%* <30% Tak
Precyzja w warunkach odtwarzalnosci 14,89% <30% Tak
* warto$¢ $rednia wynikéw mikrobiologa 1.1 2.
dla metody oznaczania lekowrazliwo$ci drobnoustro-  PiSmiennictwo

jow z wykorzystaniem ,,nowych” paskéw bibutowych
z gradientem stezen, spelniaja przyjete kryteria akcep-
tacji za wyjatkiem paska z ciprofloksacyna.

Oznaczanie warto$ci MIC (mg/L) ciprofloksacyny
dla szczepu E. coli ATCC 25922 cechuje si¢ niedosta-
teczng dokladnoscia. Sugeruje sie, przed ,dopuszcze-
niem” tego testu do stosowania, wykonanie dodatko-
wych oznaczen.

Oceniana metoda (za wyjatkiem paska z cipro-
floksacyna) moze by¢ stosowana w laboratorium
w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej do ozna-
czania lekowrazliwosci drobnoustrojow.

6. Podsumowanie

Stosowanie dobrze opisanych i sprawdzonych metod
nie daje automatycznie gwarancji uzyskania rzetelnych
wynikéw. Tg sama metodg mozna uzyskac rézne wyniki
w zaleznosci od kwalifikacji personelu czy stosowa-
nego wyposazenia pomiarowo-badawczego. Dlatego
tez, laboratorium powinno kontrolowac¢ jakos¢ wyko-
nywanych badan, aby méc udowodnic, ze jest w sta-
nie spelni¢ kryteria akceptacji opisane w stosowanych
przez siebie metodach.

Walidacja i weryfikacja badan mikrobiologicznych
przysparza trudnosci, poniewaz dotyczy zywych drob-
noustrojow, ktore oprocz nierdwnomiernego wystepo-
wania w badanej probie, moga takze wykazywaé pewne
roznice w zachowaniu. Dlatego, podczas projektowania
badan walidacyjnych czy toku weryfikacji, nalezy wzigé
pod uwage takze nature drobnoustrojow uzywanych do
testow walidacyjnych, sposdb przygotowania zawiesiny
drobnoustrojow testowych, specyficzne warunki testu,
a nawet warunki izolacji drobnoustrojow.
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