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• Historiek

• Methoden voor gevoeligheidsbepalingen 

• Interpretatie van antibiogram
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Historiek gevoeligheidsbepalingen (AST)

• 1924

• Ditch test

• In agar plaat groef waar oplossing met te

testen substantie (antiseptica) werd

toegevoegd waarna groei van te testen stam

werd onderzocht

• 1929

• broth dilutie test gebaseed op 

turbiditeitsmeting

Sir Alexander Fleming (1881-1955)



Historiek gevoeligheidsbepalingen

• Jaren ‘40

• Diffusie methoden

• absorberend papier dat antimicrobiële oplossing bevat (Heatley, Vincent & Vincent, 

Moh)

• tabletten met penicilline (Hoyt & Levine)



Historiek gevoeligheidsbepalingen

• Jaren ‘40

• Diffusie methoden

• absorberend papier dat antimicrobiële oplossing bevat (Heatley, Vincent & Vincent, 

Moh)

• tabletten met penicilline (Hoyt & Levine)

• Agar dilutie technieken (Smith & Reymann)

• Antibiotica in agar verwerken

• Eén concentratie antibioticum per plaat

incubation



Historiek gevoeligheidsbepalingen

• Jaren ‘50

• Nood aan standaardisatie (vele variabelen)

• Jaren ‘ 70 

• Standaardisatie disk diffusie: 

• NCCLS disc diffusion standards

• Europa: 6 verschillende systemen (Zweeds, Nederlands, Duits, Frans, Brits en

NCCLS)



Historiek gevoeligheidsbepalingen

• 1974

• Eerste semi-geautomatiseerde AST methode

• Autobac disc elution system (Pfizer Diagnostics)



Historiek gevoeligheidsbepalingen

• 1977

• Abbott MS-2 System

• AMS system (McDonnell Douglas Corporation)

• Gedehydrateerde reagentia in plastieken kaarten

• Voorloper VITEK® system bioMérieux (1989 op de markt)



• Vanaf jaren 70

• Gestandaardiseerde microtiter platen met antibiotica

• Micro-Media Systems

• Sensititre

• BBL Sceptor

• Micronaut

• Microscan

• Basis microtiter systeem tot meer complexe systemen

• Jaren ‘90 - begin 2000

• geautomatiseerde systemen gebaseerd op microdilutie principe

Historiek gevoeligheidsbepalingen



Minimale inhibitorische concentratie (MIC)

overnacht incubatie

+/- 37°C



Methoden voor gevoeligheidsbepalingen

• Referentie methoden
(reagentia kunnen verkregen worden vanuit verschillende bronnen en kunnen gemaakt worden in het laboratorium

zonder een nood aan een complex manufacturing proces)

• Broth macrodilutie (CLSI)

• Broth microdilutie (CLSI, EUCAST, ISO)

• Agar dilutie (CSLI)

• Disk diffusie (EUCAST)

• Commerciële methoden

• meestal geautomatiseerd en mechanisch (Vitek, Microscan, Phoenix, Sensititre)

• Gradiënt diffusie testen (Etest, Epsilometer)



Broth dilutie methoden

• Macrodilutie (CLSI) (volume >=1mL)

• Arbeidsintensief

• Niet geschikt voor routine 
gevoeligheidsbepaling

• Microdilutie (internationale standaard)

• CLSI en ISO/EUCAST 

• Ook commerciële ingevroren of 
gevriesdroogde platen (oa. Sensititre, 
Micronaut)



Broth microdilutie

Biomic v3 (Giles Scientific)

Microscan Autoscan (Beckmann Coulter)

Sensititre (Thermo Scientific )
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Broth microdilutie Voorbeeld van een 96 well plaat in routine gebruikt voor 

gevoeligheidsbepaling van reserve antibiotica bij gram-negatieven
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Broth microdilutie Voorbeeld van een resultaat van 96 well plaat in routine gebruikt voor 

gevoeligheidsbepaling van reserve antibiotica bij gram-negatieven



Disk diffusie

• Disk

• Papieren disk
opgelet met bewaring!

• Rosco Neosensitab

• Agar

• Mueller-Hinton agar

• Mueller-Hinton agar met supplementen
• MH + 5% schapen bloed

• MH + 5% gedefibrineerd paarden bloed + β-NAD + (=MH-F(astidious))

• Inoculatie

• Aflezing



Inoculatie disk diffusie

• Pik enkele overnacht gegroeide
kolonies (niet selectief medium) met 
steriele katoen wisser of entoog

• Suspendeer de kolonies in saline

• Zorg voor suspensie met densiteit
van 0,5 McFarland (+/- 108 CFU/mL)

• Verwijder overvloedig vloeistof door
swab tegen de rand van de tube te 
draaien

• Verspreid suspensie gelijkmatig over 
de plaat door in drie richtingen te 
inoculeren



Inoculatie disk diffusie



Inoculatie Disk diffusie

Te laag inoculum → opnieuw inzetten



Inoculatie disk difussie

• MH platen moeten op kamertemperatuur zijn voor inoculatie

• 15-15-15 minuten regel

• Gebruik het inoculum binnen de 15 minuten na preparatie (zeker binnen 60 minuten)

• Plaats de disks binnen 15 minuten na het inoculeren van de platen

• Incubeer de platen binnen 15 minuten na het aanbrengen van de disks

• Zie EUCAST website voor instructiefilm

http://www.eucast.org/videos_from_eucast/#c19324

• Zie CLSI en EUCAST breekpunt tabellen voor details per bacterie

http://www.eucast.org/videos_from_eucast/#c19324


Aflezing disk diffusie

• Aflezing na 16-20u incubatie

• 24u voor vancomycine en oxacilline  van 
respectievelijk entorokokken en 
stafylokokken

• Andere uitzonderingen: trage groeiers,, 
campylobacter

• Meet de zones 

• Reflecterend licht (niet tegen het licht houden of geen vergrootglas gebruiken, 

tenzij anders gespecifieerd)

• MH 
• Meet via achterkant van de plaat tegen

zwarte achtergrond

• MH-F of MH bloed
• Verwijder deksel en meet zones voorkant



Aflezing disk diffusie

• Aflezing van zone: punt van complete inhibitie van de groei afgelezen op 30 

cm van het naakte oog



Ingroeiende kolonies

• Controleer
zuiverheid

• Voer subcultuur
uit

• Hertest indien 
noodzakelijk

• Indien geen
contaminant: 
hou rekening
met deze
kolonies bij
aflezing



Zwerming

• Lees de inhibitie van groei af en niet de zwerming (vaakst gezien bij Proteus

sp.)



Dubbele zones

• Controleer zuiverheid

• Hertest

• Indien geen contaminant: lees de binnenste zone



Fuzzy zone randen

Plaat tegen donkere achtergrond op 30 cm van het oog. Niet in het licht houden

voor aflezing. 

Enterobacteriaceae

Staphylococcus species



Groei of hemolyse?



Groei of hemolyse?



Trimethoprim-sulfamethoxazole

• Stenotrophomonas maltophilia



Vancomycine enterokokken

• Fuzzy zone randen en ingroeiende kolonies ➔ indicatie vancomycine 

resistentie
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Correlatie zonediameter versus MIC

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFs/EUCAST_files/Disk_criteria/Validation_2020/Enterobacterales_v_8.0_January_2020.pdf
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Disk diffusie

Voordelen

• Technisch eenvoudig

• Reproduceerbaar

• Relatief goedkoop

• Flexibel naar selectie van antibiotica

Nadelen

• Niet gestandaardiseerd voor moeilijk
groeiende bacteriën

• Niet bruikbaar voor enkele
antibiotica/microorganisme combinaties

• Colistine

• Slechte diffusie in agar

• Vancomycine bij stafylokokken

• Met disk diffusie geen onderscheid tussen vancomycine intermediaire en
resistente isolaten

• Enkel kwalitatief resultaat (geen informatie
over MIC (noodzakelijk bijvoorbeeld bij
behandeling van endocardititis)

• Semi-geautomatiseerd
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Gradiënt diffusie

• 1994: Etest (bioMérieux)

• Andere: M.I.C.Evaluator (Thermo Fisher Scientific)/Liofilchem MIC Test 

(Liofilchem)

• Plastieken strip met aan één kant antibioticum met gradient concentratie

• Inoculatie conform disk diffusie



Aflezing gradiënt diffusie

Etest reading guide: http://www.biomerieux-diagnostics.com/sites/clinic/files/etest-reading-guide-aerobic-bacteria.pdf



Aflezing gradiënt diffusie



Gradiënt diffusie

Voordelen

• Eenvoudig af te lezen

• Flexibel naar selectie van antibiotica

• AST van moeilijk groeiende

bacteriën en anaeroben door gebruik

van aangerijkte media 

Nadelen

• Duur

• Niet geschikt voor panel testing

• Niet geschikt voor bepaalde 
antibiotica oa:

• Colistine 

• Penicilline (pneumokokken)

• Piperacilline-tazobactam (Etest, 
Liophilchem)

• Tigecycline (Etest)

Hindler et al. J. Clin Microbiol. 2013 Jun;51(6):1678-84

EUCAST warning 28 November, 2016

EUCAST warning 2015

Marcheim et al. J Clin Microbiol. 2014 May; 52(5): 1617–1621.



Geautomatiseerde systemen

• Vitek2 (bioMéreiux)

• Phoenix (Beckton Dickinson)

• Microscan WalkAway

• Sensititre



Vitek2 

• In 2000 Vitek2 , 2005 Vitek2 Compact 
(bioMérieux)

• Dunne 64-well kaart met 1-6 concentraties
van 9-20 antibiotica

• Inoculum 0,5 McFarland

• Aflezing turbiditeit om de 15 minuten

• Hands-on time: +/- 10 minuten

• Resultaat < 16uur (gemiddeld resultaat na 
8.4± 2 uur1)

• Identificatiekaarten gebaseerd op colorimetrie

1 Eigner U, Schmid A, Wild U, Bertsch D, Fahr A-M. 2005. Analysis of the comparative workflow and performance characteristics of the VITEK 2 and Phoenix systems.J Clin Microbiol

43:3829–3834.



Phoenix

• In 2001 in Europa (Beckton Dickinson)

• polystyreen trays met 136 wells volledig voor AST 

of ID (51 wells) en AST (85-wells voor 14-22 antibiotic)

• Phoenix AP instrument

• Aflezing om de 20 minuten

• Redox-reactie groei : colorimetrische meting

• Turbiditeitsmeting 

• Resultaat binnen 6-16 uur (gemiddeld resultaat na 12.1 ± 2.7 u1)

1 Eigner U, Schmid A, Wild U, Bertsch D, Fahr A-M. 2005. Analysis of the comparative workflow and performance characteristics of the VITEK 2 and Phoenix systems.J Clin

Microbiol 43:3829–3834.





Microscan

• Eerste systeem in 1990 (Siemens/Beckman Coulter)

• Microscan WalkAway plus

• Conventionele 96-well platen

• Turbidimetrie 

• Reader en incubator



Automatische systemen

• Eenvoudig en weinig werk

• Reproduceerbaar

• Connectie met LIS en gebruik 

expertsysteem analyse

• Snelle resultaten

• Dure instrumenten en consumables

• Weinig flexibiliteit met voorgemaakte 
antimicrobiële panels 

• Onmogelijk alle relevante bacteriën en 
antibiotica te testen

• Moeilijkheid voor detectie 
heteroresistentie en bepaalde 
resistentie fenotypes (induceerbare
clindamycine resistentie, ESBL)

• Veel consumables/afval

Voordelen Nadelen



Bepaling van MIC

• Broth dilutie methoden

• Geautomatiseerde systemen 

gebaseerd op dilutie

• Gradiënt diffusie (Etest)

Bepaling van zone diameter

• Disk diffusie methode
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Overzicht van gevoeligheidsbepalingen
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Interpretatie gevoeligheidsbepaling

MIC

Zone diameter

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R

52

klinisch 

breekpunt



http://www.timeshighereducation.co.uk/Pictures/web/m/m/x/3d_illustration_eu_american_flag_450.jpg

Historiek van breekpunten 

53

klinisch 

breekpunt

http://www.google.be/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.timeshighereducation.co.uk/news/british-historian-says-we-should-look-beyond-europe-and-america/2007348.article&ei=zPBqVYi-EoK1sQHTjoHQDw&bvm=bv.94455598,d.bGg&psig=AFQjCNFVnmalebZ_BAGjKpD5bKQhDsV5aw&ust=1433158068676940
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Gevoeligheidscategoriën

afkorting interpretatie hoge waarschijnlijkheid op

S gevoelig, standaard dosis therapeutisch succes bij gebruik standaard dosering

I gevoelig, verhoogde blootstelling therapeutisch succes als de blootstelling aan het middel 

verhoogd is

R resistent falen van de behandeling, ook al wordt een hoge dosis gegeven

blootstelling is een functie van 

-de toedieningswijze, dosis, dosisinterval, infusietijd

-distributie, metabolisme en excretie van het antimicrobieel middel

- aanpassing dosering 

- verkrijgen van (voldoende hoge) concentratie op de plaats van infectie
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I en S gecategoriseerde antibiotica zijn therapeutische opties 
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Voorbeeld 

penicilline 

S. pneumoniae

Epidemiologisch breekpunt

 (ECOFF)

Wild type 

zonder verworven 

resistentie of resistentie 

te wijten aan mutaties

Niet-wild type 

verworven resistentie of 

resistentie te wijten aan 

mutaties
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MIC distributie 

(ECOFF)

PK/PD indices

noodzakelijk blootstelling

Klinische indicatie

Dosering

Kans op therapie succes hangt van meer af dan enkel aanwezigheid van resistentie 

mechanismen bij het micro-organisme
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Veel factoren zijn belangrijk om kans op therapie succes te bepalen 

en die factoren zijn mee opgenomen binnen de klinische breekpunten 

Target micro-organisme

PK/PD indices

Dosering

Klinische indicatie

Klinisch breekpunt

Farmacokinetiek

Noodzakelijke blootstelling

MIC distributie (ECOFF)

Concentratie noodzakelijk op specifieke 

plaats (bv urine, lumbaal vocht)

PK model voor een populatie – 

Monte Carlo Simulaties



EUCAST rationale documenten 

• www.eucast.org

• Meer achtergrond:

60

http://www.eucast.org/
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Redefining S, I and R 2019 - www.eucast.org

Gevoelig

Normale dosering
Verhoogde 

blootstelling

Resistent

Voorbeeld 

penicilline 

S. pneumoniae

Klinische breekpunten
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Voorbeeld 

penicilline 

S. pneumoniae
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S S/I



“I” gerelateerd aan ‘lagere sensitiviteit’ van bacterie aan het middel en 
de nood aan hogere blootstelling

65

verworven laaggradige resistentie die zorgt voor 

verlaagde gevoeligheid van bacterie

- “S” en “R”, en soms “I” zijn mogelijk

species dat intrinsiek minder gevoelig is aan het 

antibioticum

- enkel “I” en “R” categorie – geen “S” categorie

te wijten aan

S I R
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Geen “S” categorie aangezien de standaard dosis onvoldoende is, steeds hoge dosis 

ceftazidime (3x2g) nodig.

Voorbeeld 

ceftazidime 

Pseudomonas 

aeruginosa



Interpretatie gevoeligheidsbepaling

MIC

Zone diameter

Klinische breekpunten

Expert regels

Intrinsieke resistenties 

Resistentiemechanismen
MRSA, ESBL, CPE, induceerbare clindamycine resistentie

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R
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EUCAST Expert Rules v 3.2 on Enterobacterales
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Voorbeeld 

expertregel



Interpretatie gevoeligheidsbepaling

MIC

Zone diameter

Klinische breekpunten

Expert regels

Intrinsieke resistenties 

Resistentiemechanismen
MRSA, ESBL, CPE, induceerbare clindamycine resistentie

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R
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• Micro-organismen kunnen intrinsiek/verwacht resistent zijn tegen een

antibioticum

• Onafhankelijk van het bekomen test resultaat is het antibioticum waaraan de 

kiem intrinsiek resistant is geen goede therapeutische optie

• In praktijk wordt dit steeds als R gerapporteerd

• Er wordt bij voorkeur geen gevoeligheidbepaling uitgevoerd

70

Intrinsieke resistentie/verwachte resistentie

Expected resistant phenotypes v 1.1 (25 March, 2022)
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EUCAST Expected resistant phenotypes v 1.1 (25 March, 2022)
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Belangrijke resistentie mechanismen

• ESBL, CPE, MRSA, induceerbare clindamycine resistentie

• Therapie

• Infectiecontrole – ziekenhuishygiëne

• Epidemiologie

• Specifieke fenotypische of genotypische confirmatietesten
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Interpretatie gevoeligheidsbepaling

MIC

Zone diameter

Klinische breekpunten

Expert regels

Intrinsieke resistenties 

Resistentiemechanismen
MRSA, ESBL, CPE, induceerbare clindamycine resistentie

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R
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Interpretatie gevoeligheidsbepaling

MIC

Zone diameter

Klinische breekpunten

Expert regels

Intrinsieke resistenties 

Resistentiemechanismen
MRSA, ESBL, CPE, induceerbare clindamycine resistentie

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R
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Selectief rapporteren

Voorbeeld Escherichia coli in UZL

• 18 antibiotica getest - 8 antibiotica gerapporteerd
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Selectief rapporteren

• Selectie van gerapporteerde antibiotica beïnvloedt keuze clinicus voor antibioticum

opstart/switch

• Toename van aantal adequate behandelingen in UWI (Coupat et al 2013)

• Cascade rapportering (2016 guideline Implementing an Antibiotic Stewardship Program: Guidelines by IDSA and the Society for Healthcare Epidemiology of America)

• Stapsgewijs rapporteren van initieel de meest aanbevolen antibiotica en pas in 

geval van resistentie, allergie, intolerantie of polybacteriële infecties

gevoeligheden van andere antibiotica op het rapport

• Niet rapporteren van breedspectrum antibiotica wanneer het isolaat gevoelig is

aan antibiotica met een nauwer spectrum

• Aanbeveling om antibiotica die in vitro resistent gemeten → steeds op rapport 

• Rapporteren mogelijks ook afhankelijk van staalsoort
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Interpretatie fenotypische gevoeligheidsbepalingen

MIC

Zone diameter

Klinische breekpunten

Expert regels

Intrinsieke resistenties 

Exceptionele fenotypes

Resistentiemechanismen
MRSA, ESBL, CPE, induceerbare clindamycine resistentie

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R
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Cascade rapportering



Gevoeligheidsbepalingen 

• Fenotypisch – detectie van groei in aanwezigheid van het antibioticum 

(MIC, zone diameter, geautomatiseerde systemen)

• Detectie van resistentiegen of product 

• Antigentest

• Moleculaire technieken PCR

• Whole genome sequencing

82



Detectie resistentiegen of genproduct
• Voorbeeld: 

• MRSA screening aan de hand van PCR op staal/stam

• Detectie van mecA gen (en SCCmec)
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Genotypische gevoeligheidsbepaling

Genotypische gevoeligheidsbepalingen

Opsporen resistentie genen

Fenotypische gevoeligheidsbepalingen 

Reflecteren complexe en multiple interacties
• Cel permeabiliteit

• Influx/efflux

• Beschikbaarheid target

• Binding aan het target

• Gen expressie

• Enzymatische expressie 

• Enzymatische activiteit
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• Rule-based tools: detectie van resistentiegen, mutaties 

• Resfinder 

• ARIBA (direct from reads)

• Model-based tools

• Predictie van categorisatie en/of MIC via modellen die vaak getraind 

werden door datasets met AST resultaten.

85

Predictie van gevoeligheidspatroon bacterie op basis 

van WGS
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Uitvoering antibiogram in routine klinisch laboratorium

Rapportering van antibiogram
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https://sbimc-bvikm.be/en/news/national-antibiogram-committee 

https://sbimc-bvikm.be/en/news/national-antibiogram-committee


Interpretatie fenotypische gevoeligheidsbepalingen

MIC

Zone diameter

Klinische breekpunten

Expert regels

Intrinsieke resistenties 

Exceptionele fenotypes

Resistentiemechanismen
MRSA, ESBL, CPE, induceerbare clindamycine resistentie

Interpretatie en 

rapportering

S/I/R
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Cascade rapportering
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