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Sammanfattning  
 
Resistensbestämningar som genererar ett kvantitativt MIC-värde är värdefullt för att kunna välja 
adekvat antibiotikabehandling. Referensmetoden för MIC-bestämning är mikrobuljongspädning där 
kommersiella antibiotikapaneler underlättar handhavandet av metoden på kliniska laboratorier. Syftet 
med studien var att verifiera mikrobuljongspädning med Sensititre™-panelerna SEMSE7 och SEMST7 
avsedda för grampositiva kocker, genom att jämföra erhållet resultat med tidigare uppmätta 
referensvärden av MIC samt SIR-kategorier. Mikrobuljongspädning utfördes med SEMSE7-panel och 
MH-buljong för Staphylococcus spp. (n=21) och Enterococcus spp. (n=13) samt med SEMST7-panel 
och MH-F buljong för Streptococcus pneumoniae (n=20). Avläsning av MIC utfördes samt tolkades 
enligt SIR-systemet. Resultaten jämfördes mot kända referensvärden tidigare uppmätta med 
mikrobuljongspädning. Isolat analyserade med SEMSE7-panel och SEMST7-panel erhöll en 
överensstämmelse av MIC på 88,2% respektive 96,7%. Motsvarande kategorisk överensstämmelse av 
SIR var 92,5% respektive 92,6%. Resultatet visar att Sensititre™-panelen SEMST7 är godkänd i 
verifieringen av mikrobuljongspädning med god överensstämmelse med referensvärden av MIC samt 
SIR-kategorier. Vidare bedöms att fortsatt verifiering krävs av SEMSE7-panelen eftersom ej 
tillfredställande överenstämmelse med referensvärden av MIC erhölls, trots god överenstämmelse av 
SIR-kategorier. Studien visar att SEMST7-panelen kan implementeras för Streptococcus pneumoniae i 
den kliniska verksamheten på mikrobiologilaboratoriet, Jönköping. 
 
Nyckelord: antibiotikaresistens, resistensbestämning, mikrobuljongspädning, Sensititre™, SEMSE7, 
SEMST7  

 

  



 

 
 

Summary 

Verification of broth microdilution with Sensititre™ panels for MIC determination of gram-positive 
cocci 

Antimicrobial susceptibility testing methods generating a quantitative MIC are valuable for choosing 
adequate antibiotic treatment. Broth microdilution is the reference method for MIC determination and 
commercial panels with antibiotics facilitate the procedure in clinical laboratories. The aim of the study 
was to verify broth microdilution with the Sensititre™ panels SEMSE7 and SEMST7 designed for gram-
positive cocci, by comparing results with previously measured reference values of MIC and SIR. Broth 
microdilution was performed using the SEMSE7 panel with MH broth for Staphylococcus spp. (n=21) 
and Enterococcus spp. (n=13), and using the SEMST7 panel with MH-F broth for Streptococcus 
pneumoniae (n=20). Reading MIC endpoints was performed and interpreted according to SIR system. 
Isolates analysed with the SEMSE7 and SEMST7 panel obtained essential agreement of 88,2% and 
96,7%, and categorical agreement of 92,5% and 92,6% respectively. In conclusion, the Sensititre™ panel 
SEMST7 is approved in the verification of broth microdilution with satisfactory essential agreement and 
categorical agreement. Furthermore, it is considered that further verification is required for the SEMSE7 
panel as unsatisfactory essential agreement was obtained, despite satisfactory categorical agreement. 
The study shows that the SEMST7 panel can be implemented for Streptococcus pneumoniae in the 
clinical practice at the microbiology laboratory, Jönköping.  

Keywords: antibiotic resistance, antimicrobial susceptibility testing, broth microdilution, Sensititre™, 
SEMSE7, SEMST7   
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Förkortningar  
 
ATCC – American Type Culture Collection 

CFU – colony forming units 
CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute 

ECOFF – epidemiological cut-off 
EUCAST – European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
I – känslig vid ökad exponering   
ISO – International organization for standardization 
KNS – koagulasnegativa stafylokocker 

mE – minor errors 
ME – major errors 
MH – Mueller-Hinton  
MH-F – Mueller-Hinton fastidious  
MIC – minsta inhiberande koncentration 
MRSA – meticillinresistenta Staphylococcus aureus 
R – resistent 

S – känslig    
VME – very major error 
VRE – vankomycinresistenta enterokocker 
WHO – Världshälsoorganisationen 
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Inledning 

Bakteriers resistens mot antibiotika är ett utbrett problem som bidrar till att det blir allt svårare att 
framgångsrikt behandla infektioner. I takt med att fler bakterier blir resistenta mot olika antibiotika 
minskar behandlingsalternativen och korrekta laboratorieanalyser blir allt viktigare för att kunna välja 
adekvat antibiotika och förhindra fortsatt ökad resistensutveckling (1). En stor del av biomedicinska 
analytikers arbete på mikrobiologiska laboratorier innefattar olika resistensbestämningar där bakteriers 
känslighet mot antibiotika prövas. Som komplement till vanligt förekommande kvalitativa 
resistensbestämningsmetoder krävs i vissa fall kvantitativa metoder för att framställa ett mer precist 
värde på bakteriens känslighet, vilket erhålls genom ett mått av minsta inhiberande koncentration 
(MIC) av ett antibiotika som visuellt hämmar tillväxten (2, 3). Ett MIC-värde ger en betydelsefull 
vägledning vid val av effektiv antibiotika vid komplexa och svårbehandlade infektioner (1). En metod 
som används för att erhålla MIC är mikrobuljongspädning, som i dagsläget inte utförs vid klinisk 
mikrobiologi, Jönköping. Proverna skickas därför till det nationella referenslaboratoriet för 
antibiotikaresistens klinisk mikrobiologi för Kronoberg och Blekinge för analys med 
mikrobuljongspädning, något som är både tidkrävande och kostsamt. Genom att verifiera metoden 
möjliggör det en implementering till rutinverksamheten på mikrobiologilaboratoriet vilket ger kortare 
svarstider och därmed kortare handläggningstid av adekvat antibiotikabehandling för patienter. Studien 
är en del av verifieringen av metoden och avser att verifiera två kommersiella mikrotiterplattor med 
antibiotikapaneler avsedda för grampositiva kocker.   
 

Bakgrund 

Antibiotikaresistens  

Bakteriers resistens mot antibiotika är en naturlig del av evolutionen till följd av deras genetiska 
förändringar samt förmåga att anpassa sig till omgivande miljö. Resistensutvecklingen har genom åren 
påskyndats genom felaktig användning av antibiotika hos människor och djur. Exempelvis genom 
förskrivning av antibiotika utan fastställd bakteriell infektion (4) eller då otillräcklig dos av antibiotika 
använts vilket kan medföra att resistenta subpopulationer överlever eller att resistensmekanismer 
induceras (1). Bakterier som uttrycker resistens mot ett specifikt antibiotika kan potentiellt leda till att 
flera preparat med samma verkningsmekanism blir overksamma (4). Utvecklingen har bidragit till att 
multiresistenta bakterier nu utgör ett hot mot den annars expanderande moderna medicinen. 
Komplicerade operationer, cancerbehandlingar eller organtransplantationer hotas av tidigare 
behandlingsbara infektioner (5). Infektioner med multiresistenta bakterier associeras med förlängd 
sjukhusvistelse, ökad mortalitet samt ökade kostnader för individ och samhälle relaterat till de 
begränsade behandlingsalternativen (6, 7). Vid val av behandlingsstrategi är det många faktorer som 
spelar in så som infektionslokal, patientens tillstånd, bakteriens grad av känslighet samt antibiotikans 
farmakodynamik och farmakokinetik. Vid allvarliga infektioner sätts initialt en empirisk terapi in, före 
ett val av riktad behandling är möjlig. Snabba och pålitliga laboratorieresultat där patogen identifieras 
och dess känslighet mot antibiotika fastställs är således viktiga underlag för val av optimal behandling 
(1). Även Världshälsoorganisationen (WHO) beskriver diagnostikens roll i en global handlingsplan för 
antimikrobiell resistens där snabba, effektiva och ekonomiskt fördelaktiga analyser lyfts som 
nödvändiga för hållbar antibiotikaanvändning (5).  
 

Resistensbestämning 
Flera etablerade resistensbestämningsmetoder används rutinmässigt på kliniska laboratorier. 
Genotypiska metoder innefattar detektion av resistensmekanismer på gennivå till skillnad från 
fenotypiska metoder vilka demonstrerar bakteriens fysiska uttryck av resistens mot vald antibiotika (8). 
En av de vanligast förekommande fenotypiska metoderna är diskdiffusion där erhållna hämningszoner 
på agarplatta översätts till ett kvalitativt resultat i form av en tolkning enligt SIR-systemet; känslig (S), 
känslig vid ökad exponering (I) eller resistent (R), med kliniska brytpunkter utformade av European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (9, 10). Vid svåra infektioner, infektioner 
orsakade av multiresistenta bakterier eller vid terapisvikt krävs ibland metoder vilka bestämmer MIC. 
Metoderna ger förutom ett kvalitativt resultat även ett kvantitativt mått på bakteriens känslighet eller 
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resistens mot ett specifikt antibiotika (1). Definitionen av MIC är ett mått på den minsta koncentration 
av ett antibiotika som in vitro visuellt hämmar tillväxten av bakterien, vilket uttrycks i mg/L eller µg/mL 
(1, 11). Metoder som genererar MIC är bland annat gradienttest och mikrobuljongspädning (1).  
 

Mikrobuljongspädningsmetod  

Mikrobuljongspädning är referensmetod för resistensbestämning av snabbväxande aeroba 
bakterieisolat enligt International organization for standardization (ISO) och EUCAST (2, 11). Metoden 
baseras på att den undersökta bakterien inokuleras i buljong som sätts till en 96-håls mikrotiterplatta 
innehållandes antibiotika seriespädd med tvåstegsspädning. Den inokulerade buljongen sätts även till 
en positiv kontrollbrunn utan antibiotika för att konfirmera tillväxt. Under inkubering tillväxer 
bakterien i brunnar där koncentrationen av antibiotika är för låg för att inhibera tillväxt, vilket ses som 
en pellet i botten alternativt att buljongen är grumlig. I den första klara brunnen visuellt fri från växt 
avläses MIC, där är antibiotikakoncentrationen tillräcklig för att inhibera tillväxt. Erhållna MIC-värden 
tolkas och översätts till kategorierna i SIR-systemet (1, 12). En schematisk bild av mikrobuljongspädning 
ses i figur 1. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
Metoden har utarbetats ifrån makrobuljongspädning i rör som är en av de äldsta 
resistensbestämningsmetoderna. Genom att använda samma princip men att utföra testet i ett mindre 
format, dvs. brunnar istället för rör, sparas reagens, utrymme och tid (13). Det möjliggör MIC-
bestämning av flera bakterier och antibiotika simultant. Mikrobuljongspädning har dock inte varit en 
vanligt förekommande metod på kliniska mikrobiologiska laboratorier eftersom även den har betraktats 
som besvärlig då den innefattar tidskrävande moment med upparbetning av buljong och färska 
antibiotikaspädningar (14). Marknaden erbjuder nu mer användarvänliga kommersiella test med en 
möjlighet till automatiserad inokulering och avläsning av mikrotiterplattan (15). De kommersiella testen 
innefattar färdiga mikrotiterplattor med paneler av frystorkad antibiotika i olika spädningar vilket 
möjliggör ett mer tidseffektivt handhavande och en standardiserad metod (14). Som beskrivet av 
EUCAST är det tillverkarens ansvar att garantera testens noggrannhet och användarens ansvar att 
kvalitetssäkra resultaten (9). Det finns flera faktorer som bidrar till att mikrobuljongspädning nu 
efterfrågas i större utsträckning och det ökande utbudet av kommersiella test underlättar handhavandet. 
En faktor är att gradienttest har visat sig ge mindre pålitliga MIC-resultat för vissa antibiotika som 
exempelvis kolistin, vankomycin och daptomycin. En av orsakerna är molekylernas begränsade 

Figur 1. Mikrobuljongspädning i mikrotiterplatta. 
Antibiotikakoncentrationen ökar från vänster till höger i bild. Isolat 
tillväxer där antibiotikakoncentrationen har varit för låg för att inhibera 
tillväxt och första klara brunn visuellt fri från växt bestäms till MIC.  

Koncentrationsgradient antibiotika 
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möjligheter att diffundera genom porerna i agarn, vilket gör mikrobuljongspädning till en mer 
tillförlitlig metod då den utförs i flytande medium (1). Behovet av att använda sista-utvägs antibiotikan 
kolistin och daptomycin har ökat till följd av ökad förekomst av infektioner orsakade av multiresistenta 
bakterier, vilket leder till mer frekvent användning av mikrobuljongspädning (16, 17). Ytterligare en 
anledning till att användandet av metoden ökar är på grund av att EUCAST har utlyst en varning för 
inkorrekt låga MIC-värden vid användning av gradienttest med bensylpenicillin mot Streptococcus 
pneumoniae. Vid resultat nära brytpunkten för resistens bör således kliniska laboratorier verifiera 
värdet med mikrobuljongspädning (18).  
 

Verifiering av resistensbestämningsmetod 

Vid verifiering av en resistensbestämningsmetod genomförs en utvärdering av testets validitet och 
reproducerbarhet på laboratoriet för att kunna implementera den i verksamheten. Väl valda kliniska 
isolat och referensstammar används i utvärderingen där både känsliga och resistenta stammar 
inkluderas för ett representativt resultat. Erhållna resultat från utförandet i laboratoriets miljö jämförs 
med värden från referensmetod (19). Avvikelser från referensmetoden med avseende på SIR-tolkning 
delas in i olika kategorier vilka beskriver avvikelsens omfattning. Kategorierna benämns minor errors 
(mE), major errors (ME) samt very major errors (VME). Innebörden av mE är att en bakteriestams SIR-
tolkning ändras till eller från kategorin I (dvs. S till I, I till S, R till I, I till R) vilket kan medföra mindre 
terapeutiska konsekvenser. En stam som felaktigt kategoriserats R istället för S benämns ME, där 
påföljden blir att ett terapeutiskt alternativ avfärdas i onödan. En stam som felaktigt kategoriseras S 
istället för R benämns VME. Denna avvikelse kan leda till att patienten behandlas med overksamt 
antibiotika vilket således kan orsaka allvarliga konsekvenser som följd (20).   
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Syfte 

Syftet med studien var att verifiera mikrobuljongspädning med Sensititre™-panelerna SEMSE7 och 
SEMST7 avsedda för grampositiva kocker, genom att jämföra erhållet resultat med tidigare uppmätta 
referensvärden av MIC samt SIR-kategorier.  
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Material och metod 

Studiedesign 

Studien inkluderade nedfrysta (–70°C) grampositiva kliniska isolat (n=51) från 2018–2021 
tillhandahållna av mikrobiologilaboratoriet Jönköping och EUCAST Development Laboratory Växjö, 
med en varierande spridning av känslighet och resistens. Stafylokocker vilka inkluderades var 
Staphylococcus aureus (n=13), varav fem isolat var konstaterade meticillinresistenta Staphylococcus 
aureus (MRSA), samt koagulasnegativa stafylokockerna (KNS) Staphylococcus epidermidis (n=6) och 
Staphylococcus hominis (n=1). Enterokocker vilka inkluderades var Enterococcus faecalis (n=4) och 
Enterococcus faecium (n=8), varav vankomycinresistenta enterokocker (VRE) var tidigare genotypade 
med specifika Van A och Van B gener. Studien inkluderade även Streptococcus pneumoniae (n=19). 
Kontrollstammar vilka inkluderades (n=3) var en känslig Staphylococcus aureus ATCC 29213, en 
känslig Enterococcus faecalis ATCC 29212 samt en känslig Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 
vilka analyserades i triplikat. Samtliga isolat utodlades i renkultur på blodagar (agarbas: Acumedia, 
Lansing, MI, USA) och mikrobuljongspädning utfördes med specialbeställda Sensititre™-panelerna 
SEMSE7 och SEMST7. Verifieringskrav för respektive panel bestämdes till >90% med strävan mot >95% 
överensstämmelse inom ±1 spädningssteg från referensvärden av MIC samt >90% med strävan mot 
>95% inom kategorisk överensstämmelse enligt SIR-systemet. 
 

Mikrobuljongspädning 
En bakteriesuspension för respektive isolat upprättades från en övernattskultur till 0,5 (±0,1) 
McFarland med 0,85% (w/v) steril NaCl-lösning. Turbiditeten kontrollerades spektrofotometriskt. Av 
icke-krävande bakterier, Staphylococcus spp. och Enterococcus spp., överfördes 50 µL av suspensionen 
till 11 mL Mueller-Hinton (MH) buljong (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Av 
Streptococcus pneumoniae överfördes 100 µL av bakteriesuspensionen till 11 mL internt tillverkad 
Mueller-Hinton fastidious (MH-F) buljong (agarbas: Becton Dickinson, Frankrike) berikad med 5% 
lyserat hästblod (Håtunalab AB, Bro, Sverige) och 20 mg/mL beta-NAD (MP Biomedicals LLC, Santa 
Ana, CA, USA). Buljongen homogeniserades innan 100 µL dispenserades i respektive brunn i 
mikrotiterplattan avsedd för den undersökta bakterien. För samtliga bakterier, undantaget 
Streptococcus pneumoniae, analyserades sex bakterier simultant med Sensititre™-panelen SEMSE7 
(Thermo Fischer Scientific) innehållandes daptomycin tvåstegs seriespädd i koncentrationerna 0,06–8 
mg/L och vankomycin tvåstegsspädd i koncentrationerna 0,25–16 mg/L. För Streptococcus 
pneumoniae användes Sensititre™-panelen SEMST7 (Thermo Fischer Scientific) innehållandes 
tvåstegs seriespädd antibiotika: bensylpenicillin, ampicillin, amoxicillin i koncentrationerna 0,004–8 
mg/L, imipenem och meropenem i koncentrationerna 0,008–8 mg/L, cefotaxim och ceftriaxon i 
koncentrationerna 0,015–4 mg/L, vankomycin i koncentrationerna 0,12–8 mg/L samt piperacillin i 
koncentrationerna 0,004–8 mg/L kombinerat med tazobaktam i konstant koncentration 4 mg/L. 
Respektive mikrotiterplatta förseglades med vidhäftande plastfilm. Panelen SEMSE7 inkuberades 
aerobt i 35±1° C i 18±2 timmar. Isolat från släktena Staphylococcus spp. och Enterococcus spp. vilka 
uppträdde känsliga för vankomycin vid standardinkubationstiden reinkuberades till 24 timmar för 
slutlig bedömning. Panelen SEMST7 inkuberades aerobt i 35±1 °C i 18±2 timmar. Parallellt med 
mikrobuljongspädningen utfördes en renlighets- och kvantifieringskontroll för respektive isolat. Från 
buljongen innehållandes bakterier överfördes 30 µL till 1 mL 0,85% (w/v) steril NaCl-lösning, av vilken 
10 µL odlades ut på blodagar och inkuberades aerobt i 35±1 °C i 18±2 för samtliga isolat undantaget 
Streptococcus pneumoniae vars renlighets- och kvantifiering kontroll inkuberades i 5% CO2 i 18±2 
timmar. Målvärdet var 50–250 kolonier (eng. Colony forming units, CFU) på blodagarplattan för ett 
korrekt inokulat, vilket motsvarade 2 × 105 – 8 × 105 CFU/mL.  
 
Avläsning av mikrotiterplatta skedde manuellt enligt EUCAST avläsningsguide för 
mikrobuljongspädning 3.0 (11) med hjälp av Sensititre™ Manual Viewbox (Thermo Fisher Scientific) 
och MIC-värdet bestämdes för respektive isolat och antibiotika. För att erhålla ett giltigt resultat krävdes 
en godkänd positiv kontroll i mikrotiterplattan. Om fenomenet “skipped wells” inträffade, vilket innebar 
att en klar brunn observerades mellan två brunnar med växt, rapporterades det högsta MIC-värdet samt 
att isolatet analyserades på nytt. Vid flera skipped wells, (fler än en klar brunn med efterföljande brunn 
med växt) var resultatet ogiltigt för den specifika antibiotikan och rapporterades ej (11). Övriga resultat 
för isolatet rapporterades, följaktligen analyserades isolatet på nytt. De kliniska isolatens MIC-värden 
SIR-tolkades enligt EUCAST brytpunktstabell 11.0 (9). Vid frånvaro av kliniska brytpunkter användes 
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epidemiological cut-off (ECOFF) värden för att tolka isolatens känslighet (21). Referensstammarnas 
MIC-värden kontrollerades mot EUCAST tabell för intern kvalitetskontroll 11.0 (22) undantaget 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 mot daptomycin vilken kontrollerades mot Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) målintervall (23).   
 

Databearbetning 

Data bearbetades i Microsoft® Excel® Version 15.27 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). 
Erhållna värden jämfördes med referensvärden tidigare uppmätta med mikrobuljongspädning från 
klinisk mikrobiologi för Kronoberg och Blekinge, EUCAST Development Laboratory samt UK NEQAS 
med avseende på MIC och SIR-tolkning. Erhållna MIC-värden inom ±1 spädningssteg från 
referensvärden ansågs godkända, således definierades avvikelser som värden utanför ±1 spädningssteg. 
Procentuella andelen erhållna värden inom ±1 spädningssteg från referensvärdena beräknades. Den 
kategoriska överensstämmelsen med referensvärdena beräknades och avvikelser i SIR-tolkning 
bedömdes enligt mE, ME och VME, samt att den procentuella andelen beräknades.  
 

Etiska överväganden 

Kliniska isolat i studien var avkodade på så sätt att inga personuppgifter kunde identifieras. 
Patientproverna som en del av isolaten ursprungligen härstammade ifrån var tidigare analyserade i den 
kliniska rutinverksamheten och studien påverkade därför inte provsvar eller patient. Etisk 
egengranskning enligt Hälsohögskolan Jönköping genomfördes, se bilaga 1.  
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Resultat  

Överensstämmelse av MIC-värden 

Samtliga isolat (n=54) växte i renkultur på renlighet- och kvantifieringskontrollerna. Kvantifieringarna 
resulterade dels i eftersträvat antal kolonier och dels i få antal kolonier (data redovisas ej). Få antal 
kolonier berörde uteslutande Streptococcus pneumoniae. Totalt analyserades 13 isolat ytterligare en 
gång på grund av skipped wells. Kontrollstammarna Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus 
faecalis ATCC 29212 samt Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 erhöll MIC-värden alla inom 
EUCAST rekommenderade intervall för intern kvalitetskontroll. Kontrollstammarna analyserade i 
triplikat (Enterococcus faecalis ATCC 29212 analyserades kvadrupelt på grund av omkörning) erhöll 
värden med låg variation och vid 25 av 37 MIC-bestämningar tangerade det erhållna värdet EUCASTs 
målvärde. Enterococcus faecalis ATCC 29212 mot daptomycin erhöll tre av fyra MIC-bestämningar 
inom CLSI målintervall men med en variation på fyra spädningssteg.  

Totalt erhölls 94,3% (282/299) av MIC-bestämningarna inom godkänt intervall (±1 spädningssteg från 
referensvärden). Isolaten analyserade med SEMSE7-panelen erhöll 88,2% (75/85) av MIC-
bestämningarna inom godkänt intervall. Frekvensen av uppmätta MIC-värden samt korrelation med 
referensvärden för SEMSE7-panelen med Enterococcus spp. och Staphylococcus spp. redovisas i figur 
2. Isolaten analyserade med SEMST7-panelen erhöll 96,7% (207/214) av MIC-bestämningarna inom 
godkänt intervall. Frekvensen av uppmätta MIC-värden samt korrelation med referensvärden för 
SEMST7-panelen med Streptococcus pneumoniae redovisas i figur 3.  
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Figur 2. Ackumulerad frekvens av uppmätta MIC-värden (y-axel) för SEMSE7-panelen med Enterococcus spp. 
och Staphylococcus spp. mot respektive antibiotika, samt korrelation med referensvärden (x-axel). Godkänt 
intervall (±1 spädningssteg från referensvärden) ses i grått och värden med identisk överensstämmelse ses inom 
rutor med markerade ramar. Kliniska brytpunkter tillhandahållna av EUCAST är illustrerade med linjer, i 
diagram utan linjer saknas kliniska brytpunkter.  
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Figur 3. Ackumulerad frekvens av uppmätta MIC-värden (y-axel) för SEMST7-panelen med Streptococcus 
pneumoniae och respektive antibiotika, samt korrelation med referensvärden (x-axel). Godkänt intervall (±1 
spädningssteg från referensvärden) ses i grått och värden med identisk överensstämmelse ses inom rutor med 
markerade ramar. Kliniska brytpunkter tillhandahållna av EUCAST är illustrerade med linjer, diagram utan linjer 
saknar kliniska brytpunkter.  

Kategorisk överensstämmelse av SIR 

Totalt erhölls en kategorisk överensstämmelse mellan erhållna SIR-kategorier och referenskategorier 
på 92,6% (274/296). Antal avvikelser var 22, varav 15 mE, 1 ME och 6 VME. Isolaten analyserade med 
SEMSE7-panelen erhöll en kategorisk överensstämmelse på 92,5% (74/80). I tabell 1 redovisas 
kategorisk överensstämmelse samt avvikelser för dem olika kombinationerna av antibiotika respektive 
bakterier analyserade med SEMSE7-panel. Motsvarande andel för isolaten analyserade med SEMST7-
panelen var 92,6% (200/216). I tabell 2 redovisas kategorisk överensstämmelse samt avvikelser för dem 
olika kombinationerna av antibiotika respektive bakterier analyserade med SEMST7-panel.  

 

 

 

 

  

Kategorisk 
överrensstämmelse, 

n (%)
mE, n (%) ME, n (%) VME, n (%) Totalt N

Daptomycin Enterococcus  spp. 11 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 11

Staphylococcus aureus 19 (95) 0 (0) 0 (0) 1 (5) 20

KNS 5 (62,5) 0 (0) 0 (0) 3 (37,5) 8

Vankomycin Enterococcus spp. 17 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 17

Staphylococcus aureus 15 (93,8) 0 (0) 1 (6,2) 0 (0) 16

KNS 7 (87,5) 0 (0) 0 (0) 1 (12,5) 8

Streptococcus pneumoniae
Kategorisk 

överrensstämmelse, 
n (%)

mE, n (%) ME, n (%) VME, n (%) Totalt N

Bensylpenicillin 24 (92,3) 2 (7,7) 0 (0) 0 (0) 26

Ampicillin 20 (87) 3 (13) 0 (0) 0 (0) 23

Amoxicillin 18 (78,3) 5 (21,7) 0 (0) 0 (0) 23

Piperacillin/tazobaktam 20 (95,2) 0 (0) 0 (0) 1 (4,8) 21

Cefotaxim 23 (88,5) 3 (11,5) 0 (0) 0 (0) 26

Ceftriaxon 24 (92,3) 2 (7,7) 0 (0) 0 (0) 26

Imipenem 23 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 23

Meropenem 24 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 24
Vankomycin 24 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 24

Tabell 1. Sammanställning SEMSE7-panel med Enterococcus spp. samt Staphylococcus spp. mot respektive 
antibiotika.  Antal och andel MIC-bestämningar som kategoriskt överensstämmer med referensvärdens SIR-
kategorisering, samt antal och andel kategoriska avvikelser enligt mE, ME och VME. Daptomycin för 
Enterococcus spp. har SIR-kategoriserats enligt ECOFF-värden. 

Tabell 2. Sammanställning SEMST7-panel med Streptococcus pneumoniae mot respektive antibiotika. Antal och 
andel MIC-bestämningar som kategoriskt överensstämmer med referensvärdens SIR-kategorisering, samt antal 
och andel kategoriska avvikelser enligt mE, ME och VME. Piperacillin/tazobaktam har SIR-kategoriserats enligt 
ECOFF-värden.  
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Diskussion 

Studien avsåg att verifiera mikrobuljongspädning med Sensititre™-panelerna SEMSE7 och SEMST7 
avsedda för grampositiva kocker, genom att jämföra erhållet resultat med tidigare uppmätta 
referensvärden av MIC samt SIR-kategorier. Panelen SEMST7 för Streptococcus pneumoniae erhöll 
högre procentuell överensstämmelse med avseende på MIC jämfört med SEMSE7-panelen. Det 
tillfredställande resultatet >95% för SEMST7-panelen är godkänt i verifieringen, vilket medför goda 
chanser till implementering i rutinverksamheten på mikrobiologilaboratoriet Jönköping. Vidare 
verifiering bedöms nödvändig för SEMSE7-panelen med anledning av <90% överensstämmelse av MIC. 
Kategoriska överenstämmelsen för båda panelerna var >90%, vilket var över verifieringsgränsen. 
 

Resultatdiskussion 

Överensstämmelse av MIC-värden 
Totalt för båda panelerna erhölls en hög överensstämmelse av MIC vilket tyder på att metoden i sin 
helhet producerat resultat av hög kvalitet. Erhållna MIC-värden med SEMST7-panelen har en jämn 
fördelning inom det godkända intervallet ±1 spädningssteg från referensvärden, vilket styrker god 
interlaboratorisk reproducerbarhet. Trots för få kolonier vid kvantifieringarna för Streptococcus 
pneumoniae anses resultatet pålitligt tack vare stark växt i positiva kontrollbrunnar och 
överensstämmande resultat. En trend för de kliniska isolaten analyserade med SEMSE7-panelen, vilken 
observeras i figur 2, är att erhållna MIC-värden vilka ej överrestämde identiskt med referensvärden 
tenderade att konsekvent underskattas ett eller två spädningssteg, vilket inte är önskvärt. Resultat med 
mikrobuljongspädning varierar generellt ±1 spädningssteg då metoden besitter denna naturliga 
variation, däremot ska ej ett snedfördelat resultat observeras (2). Ett konsekvent lägre resultat kan tyda 
på systematiska brister i utförandet eller andra faktorer som behöver utredas. Vid för låga MIC-värden 
kan felaktig mängd inokulat misstänkas, dock finns inget tydligt samband mellan studiens erhållna låga 
MIC-värden och kvantifieringskontroller.  
 
Den höga reproducerbarheten av kontrollstammarna Staphylococcus aureus ATCC 29213 och 
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 styrker att studiens resultat är tillförlitligt samt utesluter 
systematiska fel i utförandet. Den sämre reproducerbarheten av kontrollstammen Enterococcus faecalis 
ATCC 29212 mot daptomycin urskiljer sig från dess egen reproducerbarhet för vankomycin samt övriga 
kontrollstammar. Det faktum att EUCAST saknar kliniska brytpunkter för Enterococcus spp. och 
daptomycin beror delvis på en osäkerhet och variation i MIC-bestämning av antibiotikan. Den pågående 
problematiken med tillförlitligheten av MIC-bestämningar i kombination med begränsade kliniska data 
av behandlingseffekt ger otillräckligt belägg för att utforma brytpunkter vilket flera studier diskuterar 
(17, 24, 25). Resultat av kontrollstammen Enterococcus faecalis ATCC 29212 mot daptomycin 
överensstämmer med ovan nämnd problematik genom erhållen variation i MIC-bestämningarna. 
 

Kategorisk överensstämmelse av SIR 

Panelerna SEMSE7 och SEMST7 erhöll båda godkänt resultat över verifieringsgränsen gällande 
kategorisk överensstämmelse, trots skillnader i erhållen procentuell överensstämmelse i MIC. Att notera 
är att avvikelser i MIC inte automatiskt genererar avvikelser i SIR-kategori, vilket beror på om isolaten 
är av vildtyp eller icke-vildtyp, samt var isolatens MIC-värden befinner sig i förhållande till de kliniska 
brytpunkterna. Panelen SEMSE7 erhöll överensstämmelse i MIC <90% men kategorisk 
överensstämmelse >90%. Att MIC är reproducerbart prioriteras högre i verifieringen eftersom värdet 
genererar SIR-kategorin.  I den kliniska verksamheten är det av stor vikt att MIC är tillförlitligt då inga 
referensvärden finns att jämföra mot, avvikelser upptäcks därmed ej i samma utsträckning. Det är 
biomedicinska analytikers yrkesansvar att säkerställa tillförlitliga MIC-bestämningar som ligger till 
grund för adekvat antibiotikabehandling.  
 
Beträffande kategoriska avvikelser vilka kliniskt bidrar till mindre terapeutiska konsekvenser för 
patient, erhölls samtliga mE i studien för Streptococcus pneumoniae analyserade med SEMST7-
panelen. Samtliga erhållna MIC-värden vilka orsakat mE, undantaget ett, ligger inom godkänt 
spädningsintervall men leder trots det till kategoriska avvikelser. Detta belyser vikten av studiens urval, 
högre andel inkluderade isolat vilka befinner sig nära brytpunkterna medför större risk för avvikelser, 
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vilket även två tidigare studier styrker (14, 15). I praktiken innebär det att en studie som ej inkluderar 
isolat nära brytpunkterna eller med varierande resistensmönster kan leda till ett vinklat och till synes 
felfritt resultat utan avvikelser. Att inga mE erhölls för SEMSE7-panelen är en följd av frånvaro av I-
brytpunkt för respektive kombination av bakterie och antibiotika. Detta har bidragit till att majoriteten 
av de mer allvarliga avvikelserna ME samt VME erhölls för SEMSE7-panelen. Att frånvaro av I-kategori 
leder till fler ME samt VME bekräftas av tidigare studier (14, 15, 20). Även då det finns en I-kategori kan 
en snäv sådan påverka antalet allvarliga avvikelser (20). Som tidigare beskrivet tenderade MIC-värden 
för isolat analyserade med SEMSE7-panelen att underskattas jämfört med referensvärden, följden av 
denna trend går att utläsa i tabell 1 där kategoriska avvikelserna VME är fler än ME. Anledningen till det 
enda ME var att ett isolat erhöll en skipped well där det högsta MIC-värdet rapporterades. Att SEMSE7-
panelen erhöll majoriteten av VME bidrar också till bedömningen att fortsatt verifiering av panelen 
krävs, eftersom avvikelserna innebär mycket allvarliga konsekvenser i den kliniska verksamheten. 
Isolaten kategoriseras falskt känsliga vilket leder till att patienter behandlas med overksamt antibiotika. 
I en tidigare studie diskuteras sista-utvägs antibiotikan kolistin och att ME i de fallen är minst lika 
allvarliga då det kvarvarande terapeutiska alternativet felaktigt avfärdas (14). Denna teori kan appliceras 
på denna studie som behandlar VRE och daptomycin. Då daptomycin är ett av mycket få fungerande 
terapeutiska alternativ vid infektion orsakad av VRE (17, 24, 25, 26), skulle ett eventuellt ME leda till att 
infektionen står utan fungerande terapeutiskt alternativ.  
 

Metoddiskussion 

Att studien inkluderar en spridning av känsliga och resistenta isolat trots dess relativt begränsade 
omfattning är en styrka eftersom det inkluderar utmanande isolat. Särskilt utmanande men i särklass 
viktiga isolat att MIC-bestämma korrekt är isolat av icke-vildtyp med låggradig resistens; vilka riskerar 
felaktig SIR-kategorisering om resistensbestämningsmetoden inte uppvisar tillförlitliga och 
reproducerbara resultat. Isolat inom vildtyp samt höggradigt resistenta isolat var i studien generellt mer 
okomplicerade att MIC-bestämma.  
 
Metodens alla moment utfördes manuellt i förhållande till referensvärdena vilka är framtagna med 
semi-automatiserat system. Manuellt utförande medför potentiellt fler felkällor orsakade av den 
mänskliga faktorn vilka elimineras delvis av ett standardiserat förlopp i instrument. Eftersom metoden 
mikrobuljongspädning tidigare inte utförts på mikrobiologilaboratoriet där studien genomfördes 
krävdes det att rutiner kring metoden arbetades fram under verifieringen, så som upptining av isolat 
samt förvaring av isolat och analysmaterial. Utförandet optimerades genom ändringar i ordningsföljd 
av moment och pipetteringsteknik vilket underlättade handhavandet. Idealiskt vore testförhållandena 
exakt likvärdiga vid varje analys, genom konstanta variabler med ett standardiserat utförande samt 
erfarenhet av metoden, vilket var ouppnåeligt i denna studie. Det är svårt att utvärdera ovan nämnda 
faktorers inverkan på studiens utfall men dem är viktiga att beakta. Om metoden implementeras i den 
kliniska verksamheten kommer rutinerna kring isolaten att vara annorlunda eftersom tillväxtfasen 
aldrig bryts genom nedfrysning, vilket kan påverka bakteriernas livskraft. Potentiellt skulle problemen 
med underskattning av MIC för SEMSE7-panelen samt undermåligt resultat av kvantifieringar för 
SEMST7-panelen minska. Teorin styrks av att kontrollstammarna vilka förvarades mestadels i 
rumstemperatur samt är omstuckna flertalet gånger, erhöll högre antal kolonier vid 
kvantifieringskontrollerna jämfört med de upptinade kliniska isolaten. I standarden för 
mikrobuljongspädning upprättad av ISO poängteras att kvantifieringskontrollerna påverkas av isolatets 
tillväxtfas, framförallt gällande krävande organismer där betydande lägre antal kolonier kan erhållas för 
Streptococcus pneumoniae (2). Vid vidare verifiering av SEMSE7-panelen med nedfrysta kliniska isolat 
är det av intresse att testa att sticka om isolaten flertalet gånger efter upptining för att öka deras 
metabola aktivitet. Felsökning av spektrofotometriskt mätinstrument anses också nödvändig för att 
utesluta att det är för lågt bakterieantal som orsakat erhållna låga MIC, eftersom 
bakteriesuspensionerna har upprättats förutsatt att uppmätt turbiditet enligt McFarland var korrekt. 
Vid en implementering hade även en annan metod för renlighets- och kvantifieringskontroll tillämpats, 
vilken utförs efter sista steget i metodutförandet från positiv kontrollbrunn enligt ISO och EUCAST (2, 
11). Detta för att även upptäcka eventuella kontaminationer vid inokulering av mikrotiterplattan, vilket 
inte upptäcks vid nuvarande utförande med utgångspunkt från buljongsuspensionen.  
 
Problematiken med skipped wells i studien är svårförklarad. Felkällor som nämns av EUCAST är 
kontamination, heterogen resistens eller felaktigt inokulat (11). I varje enskilt fall av skipped wells är det 
endast möjligt att hypotetiskt misstänka dess orsak, därmed är det svårt att minimera dess uppkomst. 
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Majoriteten av skipped wells i studien utgjordes av fler än en klar brunn mellan två brunnar med växt 
och MIC för den antibiotikan rapporterades ej, således påverkade inte skipped wells resultatet 
nämnvärt. Däremot var omkörningar tids- och resurskrävande. Vidare kan diskuteras om det är korrekt 
att rapportera MIC för övriga antibiotika för isolatet i körningen om skipped wells noterats. I händelse 
av att kontamination uppenbart noteras bör hela körningen underkännas. 
 
Avläsning av mikrotiterplattan är en subjektiv bedömning där noggrannhet är av största vikt för att inte 
missa svag växt. Brunnen vilken bestäms till MIC måste studeras noga för att säkerställa fullständig 
hämning. Växt iakttogs som pellet, splitter och/eller grumlighet, och ljuskällans riktning mot 
mikrotiterplattan kan därför vara avgörande vid svårbedömda brunnar för att skilja mellan växt och 
reflektioner i mikrotiterplattan. Att använda en spegelbox vid avläsning är ett bra verktyg för en hållbar 
ergonomisk position för användaren. Vid svårbedömda brunnar krävs det dock att avläsningen 
kompletteras genom att mikrotiterplattan lyfts upp och studeras underifrån för att upptäcka svag växt. 
Vid analys med MH-F buljong noterades mindre pellets i brunnar vilka ej erhållit färgomslag på grund 
av hemolys, vilket är viktigt att uppmärksamma vid bestämning av MIC. 
 

Implementering i klinisk verksamhet 

Eftersom SEMST7-panelen betraktades som godkänd i verifieringen kan den implementeras i 
verksamheten. Vid kommande implementering är det fördelaktigt att SEMST7-panelen MIC-
bestämmer ett isolat per mikrotiterplatta, eftersom det i dagsläget skickas endast ett fåtal isolat per 
vecka för analys med mikrobuljongspädning till nationella referenslaboratoriet för antibiotikaresistens. 
Initialt kan det därför vara svårt att uppnå tillräckliga provvolymer för att använda en panel ämnad för 
flera isolat. Förslagsvis vid implementeringen, innan standardiserad rutin införts, kan kontrollstammar 
analyseras parallellt med kliniska isolat för att fortsatt säkerställa hög kvalitet och kontrollera 
metodutförandet. Eftersom SEMSE7-panelen ej betraktades som godkänd krävs vidare verifiering innan 
en implementering anses möjlig. Vid vidare verifiering bör ett utökat antal bakterieisolat av 
Enterococcus spp. och Staphylococcus spp. inkluderas. Även felsökning av potentiella orsaker till 
underskattning av MIC behövs utföras för att komma underfund med problemet, där tidigare nämnda 
förbättringsförslag kan tillämpas. Mikrobiologilaboratoriet, Jönköping, har intentionen att utöka 
användningsområdet av mikrobuljongspädning genom att verifiera SEMST7-panelen för andra 
bakteriearter, då panelen ej är begränsad till Streptococcus pneumoniae. Avsikten är även att verifiera 
Sensititre™-paneler avsedda för gramnegativa bakterier då dessa exkluderats i aktuell studie.   
 

Slutsats 

Resultatet visar att Sensititre™-panelen SEMST7 är godkänd i verifieringen av mikrobuljongspädning 
med god överensstämmelse med referensvärden av MIC samt SIR-kategorier. Vidare bedöms att fortsatt 
verifiering krävs av SEMSE7-panelen eftersom ej tillfredställande överenstämmelse med 
referensvärden av MIC erhölls, trots god överenstämmelse av SIR-kategorier. Studien visar att SEMST7-
panelen kan implementeras för Streptococcus pneumoniae i den kliniska verksamheten på 
mikrobiologilaboratoriet, Jönköping.  
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