4
JONKOPING UNIVERSITY
School of Health and Welfare

Verifiering av mikrobuljongspadning med
Sensititre ™-paneler for MIC-bestamning
av grampositiva kocker

HUVUDOMRADE: Biomedicinsk laboratorievetenskap
FORFATTARE: Moa Bengtsson, Hanna Jacobsson
HANDLEDARE: Emma Carlsson, Marita Skarstedt, Anna Akerlund
JONKOPING juni 2021



Sammanfattning

Resistensbestdmningar som genererar ett kvantitativt MIC-varde ar vardefullt for att kunna vilja
adekvat antibiotikabehandling. Referensmetoden for MIC-bestimning ar mikrobuljongspadning dar
kommersiella antibiotikapaneler underlattar handhavandet av metoden péa kliniska laboratorier. Syftet
med studien var att verifiera mikrobuljongspadning med Sensititre™-panelerna SEMSE7 och SEMST?7
avsedda for grampositiva kocker, genom att jimfora erhallet resultat med tidigare uppmaétta
referensvarden av MIC samt SIR-kategorier. Mikrobuljongspadning utfordes med SEMSE7-panel och
MH-buljong for Staphylococcus spp. (n=21) och Enterococcus spp. (n=13) samt med SEMST7-panel
och MH-F buljong for Streptococcus pneumoniae (n=20). Avlasning av MIC utférdes samt tolkades
enligt SIR-systemet. Resultaten jamfordes mot kinda referensviarden tidigare uppmitta med
mikrobuljongspadning. Isolat analyserade med SEMSE7-panel och SEMST7-panel erholl en
overensstammelse av MIC pa 88,2% respektive 96,7%. Motsvarande kategorisk 6verensstimmelse av
SIR var 92,5% respektive 92,6%. Resultatet visar att Sensititre™-panelen SEMST7 ar godkéand i
verifieringen av mikrobuljongspiddning med god 6verensstaimmelse med referensviarden av MIC samt
SIR-kategorier. Vidare bedoms att fortsatt verifiering krdvs av SEMSE7-panelen eftersom ej
tillfredstillande 6verenstimmelse med referensviarden av MIC erholls, trots god Gverenstammelse av
SIR-kategorier. Studien visar att SEMST7-panelen kan implementeras for Streptococcus pneumoniae i
den kliniska verksamheten pa mikrobiologilaboratoriet, Jonkoping.

Nyckelord: antibiotikaresistens, resistensbestimning, mikrobuljongspidning, Sensititre™, SEMSE?7,
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 SEMST?7 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
SEMST?7 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, Jonkoping.

Keywords: antibiotic resistance, antimicrobial susceptibility testing, broth microdilution, Sensititre™,
SEMSE7, SEMST7



Innehallsforteckning

INI@ANING ... e 1
BaKgrund ...t s 1
AntibiotiKareSiSteNS .......cceiiiiiir e ————————————— 1
Resistensbestamning ... ————— 1
MikrobuljongspadningSmetod ... 2
Verifiering av resistensbestamningsmetod............cccoininnc 3
1Y 11 T 4
Material och metod ............e s 5
811 T 11T [T T [ 5

LT TR eY o 10T 0T 4 o K57 o - T [T oV 5
Databearbetning ........cccc i ———————— 6

[ TES] €= oYY T2 T - T g o (=Y o 6
ResUltat..........coooiirrr s 7
Overensstimmelse av MIC-VAFAEN...........c.ccceueurururrecrercrereeasassssssesssesesesssssssassssssssssssssssssssssssasaes 7
Kategorisk overensstammelse av SIR ... 10

D TS QT EoT= e o 11
ReSURatdiSKUSSION ......coiiiieiiiiiii i s 1
Overensstammelse aV MIC-VAIAEN..............c.c.eieveueieeeeeeeeeeecee ettt eaneaenes 11
Kategorisk 6verensstdmmelse av SIR ... 11
MetoddiSKUSSION ......eueiiiiiieiri i 12
Implementering i klinisk verksamhet ..........ccccco i ——— 13
SIUtSALS ... 13
ReferenNSer ... e e 14
Bilagor ... s 16

Bilaga 1 — Etisk egengranskning .........cccccviimiiiniiennssss s s sanes 16



Forkortningar

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 — kénslig vid 6kad exponering

ISO - International organization for standardization
KNS — koagulasnegativa stafylokocker

mkE — minor errors

ME — major errors

MH — Mueller-Hinton

MH-F — Mueller-Hinton fastidious

MIC — minsta inhiberande koncentration

MRSA — meticillinresistenta Staphylococcus aureus
R — resistent

S — kénslig

VME - very major error

VRE - vankomycinresistenta enterokocker

WHO - Viarldshilsoorganisationen



Inledning

Bakteriers resistens mot antibiotika ar ett utbrett problem som bidrar till att det blir allt svarare att
framgéngsrikt behandla infektioner. I takt med att fler bakterier blir resistenta mot olika antibiotika
minskar behandlingsalternativen och korrekta laboratorieanalyser blir allt viktigare for att kunna vilja
adekvat antibiotika och férhindra fortsatt 6kad resistensutveckling (1). En stor del av biomedicinska
analytikers arbete pa mikrobiologiska laboratorier innefattar olika resistensbestimningar dar bakteriers
kinslighet mot antibiotika prévas. Som komplement till vanligt forekommande kvalitativa
resistensbestimningsmetoder kravs i vissa fall kvantitativa metoder for att framstilla ett mer precist
viarde pa bakteriens kanslighet, vilket erhalls genom ett matt av minsta inhiberande koncentration
(MIC) av ett antibiotika som visuellt himmar tillviaxten (2, 3). Ett MIC-viarde ger en betydelsefull
vagledning vid val av effektiv antibiotika vid komplexa och svirbehandlade infektioner (1). En metod
som anvinds for att erhalla MIC dr mikrobuljongspadning, som i dagsldget inte utfors vid klinisk
mikrobiologi, Jonkoping. Proverna skickas darfor till det nationella referenslaboratoriet for
antibiotikaresistens klinisk mikrobiologi fér Kronoberg och Blekinge for analys med
mikrobuljongspadning, ndgot som ar bade tidkrdvande och kostsamt. Genom att verifiera metoden
mojliggor det en implementering till rutinverksamheten pa mikrobiologilaboratoriet vilket ger kortare
svarstider och darmed kortare handlaggningstid av adekvat antibiotikabehandling f6r patienter. Studien
ar en del av verifieringen av metoden och avser att verifiera tvd kommersiella mikrotiterplattor med
antibiotikapaneler avsedda for grampositiva kocker.

Bakgrund

Antibiotikaresistens

Bakteriers resistens mot antibiotika dr en naturlig del av evolutionen till f6ljd av deras genetiska
forandringar samt forméga att anpassa sig till omgivande miljo. Resistensutvecklingen har genom éren
paskyndats genom felaktig anvindning av antibiotika hos méinniskor och djur. Exempelvis genom
forskrivning av antibiotika utan faststilld bakteriell infektion (4) eller da otillracklig dos av antibiotika
anvints vilket kan medfora att resistenta subpopulationer Gverlever 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 utgor 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 forlangd
sjukhusvistelse, okad mortalitet samt O6kade kostnader for individ och samhalle relaterat till de
begransade behandlingsalternativen (6, 7). Vid val av behandlingsstrategi dr det manga faktorer som
spelar in sd som infektionslokal, patientens tillstdnd, bakteriens grad av kinslighet samt antibiotikans
farmakodynamik och farmakokinetik. Vid allvarliga infektioner sétts initialt en empirisk terapi in, fore
ett val av riktad behandling 4r mojlig. Snabba och palitliga laboratorieresultat dir patogen identifieras
och dess kinslighet mot antibiotika faststills ar séledes viktiga underlag for val av optimal behandling
(1). Aven Virldshilsoorganisationen (WHO) beskriver diagnostikens roll i en global handlingsplan for
antimikrobiell resistens dar snabba, effektiva och ekonomiskt fordelaktiga analyser lyfts som
nodvandiga for hallbar antibiotikaanvandning (5).

Resistensbestamning

Flera etablerade resistensbestimningsmetoder anvinds rutinmissigt pa kliniska laboratorier.
Genotypiska metoder innefattar detektion av resistensmekanismer pd genniva till skillnad frén
fenotypiska metoder vilka demonstrerar bakteriens fysiska uttryck av resistens mot vald antibiotika (8).
En av de vanligast forekommande fenotypiska metoderna ar diskdiffusion dar erhéllna himningszoner
pa agarplatta Oversitts till ett kvalitativt resultat i form av en tolkning enligt SIR-systemet; kénslig (S),
kinslig vid 6kad exponering (I) eller resistent (R), med kliniska brytpunkter utformade av European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (9, 10). Vid svéra infektioner, infektioner
orsakade av multiresistenta bakterier eller vid terapisvikt kriavs ibland metoder vilka bestaimmer MIC.
Metoderna ger forutom ett kvalitativt resultat dven ett kvantitativt matt pa bakteriens kénslighet eller
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resistens mot ett specifikt antibiotika (1). Definitionen av MIC ar ett métt pa den minsta koncentration
av ett antibiotika som in vitro visuellt haimmar tillvixten av bakterien, vilket uttrycks i mg/L eller pg/mL
(1, 11). Metoder som genererar MIC ar bland annat gradienttest och mikrobuljongspadning (1).

Mikrobuljongspadningsmetod

Mikrobuljongspadning dr referensmetod for resistensbestimning av snabbvixande aeroba
bakterieisolat enligt International organization for standardization (ISO) och EUCAST (2, 11). Metoden
baseras pa att den undersokta bakterien inokuleras i buljong som sitts till en 96-héls mikrotiterplatta
innehéllandes antibiotika seriespadd med tvéastegsspadning. Den inokulerade buljongen sétts dven till
en positiv kontrollbrunn utan antibiotika for att konfirmera tillvixt. Under inkubering tillvixer
bakterien i brunnar dir koncentrationen av antibiotika ar for 1ag for att inhibera tillvaxt, vilket ses som
en pellet i botten alternativt att buljongen ar grumlig. I den forsta klara brunnen visuellt fri frén vaxt
avlases MIC, dir ar antibiotikakoncentrationen tillriacklig for att inhibera tillvaxt. Erhéllna MIC-varden
tolkas och oversitts till kategorierna i SIR-systemet (1, 12). En schematisk bild av mikrobuljongspiddning
ses i figur 1.
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Figur 1. Mikrobuljongspadning i mikrotiterplatta.
Antibiotikakoncentrationen okar fran véanster till hoger i bild. Isolat
tillvaxer dar antibiotikakoncentrationen har varit for lg for att inhibera
tillvaxt och forsta klara brunn visuellt fri fran vaxt bestams till MIC.
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Metoden har utarbetats ifrdn makrobuljongspddning i ror som &ar en av de éldsta
resistensbestimningsmetoderna. Genom att anvinda samma princip men att utfora testet i ett mindre
format, dvs. brunnar istillet for ror, sparas reagens, utrymme och tid (13). Det mgjliggor MIC-
bestimning av flera bakterier och antibiotika simultant. Mikrobuljongspadning har dock inte varit en
vanligt forekommande metod pé kliniska mikrobiologiska laboratorier eftersom aven den har betraktats
som besvirlig dd den innefattar tidskrdvande moment med upparbetning av buljong och farska
antibiotikaspadningar (14). Marknaden erbjuder nu mer anviandarvinliga kommersiella test med en
mojlighet till automatiserad inokulering och avldsning av mikrotiterplattan (15). De kommersiella testen
innefattar fardiga mikrotiterplattor med paneler av frystorkad antibiotika i olika spadningar vilket
mojliggor ett mer tidseffektivt handhavande och en standardiserad metod (14). Som beskrivet av
EUCAST ar det tillverkarens ansvar att garantera testens noggrannhet och anvindarens ansvar att
kvalitetssidkra resultaten (9). Det finns flera faktorer som bidrar till att mikrobuljongspiddning nu
efterfragas i storre utstrackning och det 6kande utbudet av kommersiella test underlattar handhavandet.
En faktor &r att gradienttest har visat sig ge mindre palitliga MIC-resultat for vissa antibiotika som
exempelvis kolistin, vankomycin och daptomycin. En av orsakerna ar molekylernas begrinsade



mojligheter att diffundera genom porerna i agarn, vilket gor mikrobuljongspiddning till en mer
tillforlitlig metod dé& den utfors i flytande medium (1). Behovet av att anvinda sista-utvigs antibiotikan
kolistin och daptomycin har okat till f6ljd av 6kad forekomst av infektioner orsakade av multiresistenta
bakterier, vilket leder till mer frekvent anvindning av mikrobuljongspadning (16, 17). Ytterligare en
anledning till att anvindandet av metoden Okar ar pa grund av att EUCAST har utlyst en varning for
inkorrekt laga MIC-varden vid anvindning av gradienttest med bensylpenicillin mot Streptococcus
pneumoniae. Vid resultat nara brytpunkten for resistens bor siledes kliniska laboratorier verifiera
vardet med mikrobuljongspadning (18).

Verifiering av resistensbestamningsmetod

Vid verifiering av en resistensbestamningsmetod genomfors en utvirdering av testets validitet och
reproducerbarhet pé laboratoriet for att kunna implementera den i verksamheten. Vil valda kliniska
isolat och referensstammar anvinds i utvdrderingen diar bade kinsliga och resistenta stammar
inkluderas for ett representativt resultat. Erhéllna resultat fran utférandet i laboratoriets miljé jamfors
med virden fran referensmetod (19). Avvikelser fran referensmetoden med avseende pa SIR-tolkning
delas in i olika kategorier vilka beskriver avvikelsens omfattning. Kategorierna benimns minor errors
(mE), major errors (ME) samt very major errors (VME). Inneborden av mE ar att en bakteriestams SIR-
tolkning dndras till eller fran kategorin I (dvs. Still I, T till S, R till I, I till R) vilket kan medféra mindre
terapeutiska konsekvenser. En stam som felaktigt kategoriserats R istéllet for S benimns ME, dir
paféljden blir att ett terapeutiskt alternativ avfardas i onddan. En stam som felaktigt kategoriseras S
istéllet for R benimns VME. Denna avvikelse kan leda till att patienten behandlas med overksamt
antibiotika vilket séledes kan orsaka allvarliga konsekvenser som foljd (20).



Syfte

Syftet med studien var att verifiera mikrobuljongspadning med Sensititre™-panelerna SEMSE7 och
SEMST?7 avsedda for grampositiva kocker, genom att jaimfora erhéllet resultat med tidigare uppmaétta
referensvarden av MIC samt SIR-kategorier.



Material och metod

Studiedesign

Studien inkluderade nedfrysta (—70°C) grampositiva Kkliniska isolat (n=51) frdn 2018-2021
tillhandahallna av mikrobiologilaboratoriet Jonkoping och EUCAST Development Laboratory Vaxjo,
med en varierande spridning av kinslighet 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 &ven Streptococcus pneumoniae (n=19).
Kontrollstammar vilka inkluderades (n=3) var en kénslig Staphylococcus aureus ATCC 29213, en
kanslig Enterococcus faecalis ATCC 29212 samt en kénslig Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
vilka analyserades i triplikat. Samtliga isolat utodlades i renkultur pa blodagar (agarbas: Acumedia,
Lansing, MI, USA) och mikrobuljongspadning utférdes med specialbestillda Sensititre™-panelerna
SEMSE?7 och SEMST?. Verifieringskrav for respektive panel bestimdes till >90% med stravan mot >95%
overensstaimmelse inom +1 spadningssteg fran referensvarden av MIC samt >90% med stravan mot
>95% inom kategorisk 6verensstimmelse enligt SIR-systemet.

Mikrobuljongspadning

En bakteriesuspension for respektive isolat upprattades frdn en Overnattskultur till 0,5 (+0,1)
McFarland med 0,85% (w/v) steril NaCl-16sning. Turbiditeten kontrollerades spektrofotometriskt. Av
icke-kravande bakterier, Staphylococcus spp. och Enterococcus spp., 6verfordes 50 uL av suspensionen
till 11 mL Mueller-Hinton (MH) buljong (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). Av
Streptococcus pneumoniae 6verfordes 100 pL av bakteriesuspensionen till 11 mL internt tillverkad
Mueller-Hinton fastidious (MH-F) buljong (agarbas: Becton Dickinson, Frankrike) berikad med 5%
lyserat hastblod (Hatunalab AB, Bro, Sverige) och 20 mg/mL beta-NAD (MP Biomedicals LLC, Santa
Ana, CA, USA). Buljongen homogeniserades innan 100 pL dispenserades i respektive brunn i
mikrotiterplattan avsedd for den undersokta bakterien. For samtliga bakterier, undantaget
Streptococcus pneumoniae, analyserades sex bakterier simultant med Sensititre™-panelen SEMSE7
(Thermo Fischer Scientific) innehallandes daptomycin tvastegs seriespadd i koncentrationerna 0,06—8
mg/L och vankomycin tvastegsspddd i koncentrationerna 0,25-16 mg/L. For Streptococcus
pneumoniae anviandes Sensititre™-panelen SEMST7 (Thermo Fischer Scientific) innehéllandes
tvastegs seriespadd 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 forseglades med vidhiftande plastfilm. Panelen SEMSE7 inkuberades
aerobt i 35+1° C i 18+2 timmar. Isolat frén sliktena Staphylococcus spp. och Enterococcus spp. vilka
upptradde kénsliga for vankomycin vid standardinkubationstiden reinkuberades till 24 timmar f6r
slutlig bedomning. Panelen SEMST7 inkuberades aerobt i 35+1 °C i 18+2 timmar. Parallellt med
mikrobuljongspadningen utférdes en renlighets- och kvantifieringskontroll for respektive isolat. Fran
buljongen innehéallandes bakterier 6verfordes 30 pL till 1 mL 0,85% (w/v) steril NaCl-16sning, av vilken
10 pL odlades ut pé blodagar och inkuberades aerobt i 35+1 °C i 18+2 for samtliga isolat undantaget
Streptococcus pneumoniae vars renlighets- och kvantifiering kontroll inkuberades i 5% CO-1 18+2
timmar. Malvirdet var 50—250 kolonier (eng. Colony forming units, CFU) pa blodagarplattan for ett
korrekt inokulat, vilket motsvarade 2 x 105 — 8 x 105 CFU/mL.

Avlasning av mikrotiterplatta skedde manuellt enligt EUCAST avlasningsguide for
mikrobuljongspadning 3.0 (11) med hjélp av Sensititre™ Manual Viewbox (Thermo Fisher Scientific)
och MIC-vardet bestamdes for respektive isolat och antibiotika. For att erhélla ett giltigt resultat kravdes
en godkand positiv kontroll i mikrotiterplattan. Om fenomenet “skipped wells” intréffade, vilket innebar
att en klar brunn observerades mellan tvd brunnar med vaxt, rapporterades det hogsta MIC-virdet samt
att isolatet analyserades pé nytt. Vid flera skipped wells, (fler &n en klar brunn med efterfoljande brunn
med viixt) var resultatet ogiltigt for den specifika antibiotikan och rapporterades ej (11). Ovriga resultat
for isolatet rapporterades, foljaktligen analyserades isolatet pa nytt. De kliniska isolatens MIC-varden
SIR-tolkades enligt EUCAST brytpunktstabell 11.0 (9). Vid frénvaro av kliniska brytpunkter anviandes
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epidemiological cut-off (ECOFF) virden for att tolka isolatens kinslighet (21). Referensstammarnas
MIC-virden kontrollerades mot EUCAST tabell for intern kvalitetskontroll 11.0 (22) undantaget
Enterococcus faecalis ATCC 29212 mot daptomycin vilken kontrollerades mot Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) malintervall (23).

Databearbetning

Data bearbetades i Microsoft® Excel® Version 15.27 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA).
Erhallna varden jaimfordes med referensviarden tidigare uppmaitta med mikrobuljongspadning fran
klinisk mikrobiologi fér Kronoberg och Blekinge, EUCAST Development Laboratory samt UK NEQAS
med avseende pad MIC och SIR-tolkning. Erhallna MIC-virden inom =+1 spddningssteg fran
referensvarden ansigs godkidnda, saledes definierades avvikelser som viarden utanfor +1 spidningssteg.
Procentuella andelen erhéllna viarden inom +1 spiddningssteg fran referensviardena berdknades. Den
kategoriska Overensstimmelsen med referensviardena beriknades och avvikelser i SIR-tolkning
bedomdes enligt mE, ME och VME, samt att den procentuella andelen beriknades.

Etiska 6vervaganden

Kliniska isolat i studien var avkodade p& sd satt att inga personuppgifter kunde identifieras.
Patientproverna som en del av isolaten ursprungligen harstammade ifran var tidigare analyserade i den
kliniska rutinverksamheten och studien péverkade darfor inte provsvar eller patient. Etisk
egengranskning enligt Hilsohogskolan Jonkoping genomfordes, se bilaga 1.



Resultat

Overensstammelse av MIC-varden

Samtliga isolat (n=54) vaxte i renkultur pa renlighet- och kvantifieringskontrollerna. Kvantifieringarna
resulterade dels i efterstravat antal kolonier och dels i fa antal kolonier (data redovisas €j). Fa antal
kolonier berorde uteslutande Streptococcus pneumoniae. Totalt analyserades 13 isolat ytterligare en
ging pa grund av skipped wells. Kontrollstammarna Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 samt Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 erholl MIC-viarden alla inom
EUCAST rekommenderade intervall for intern kvalitetskontroll. Kontrollstammarna analyserade i
triplikat (Enterococcus faecalis ATCC 29212 analyserades kvadrupelt pd grund av omkdérning) erholl
varden med lag variation och vid 25 av 37 MIC-bestimningar tangerade det erhallna virdet EUCASTSs
mélvarde. Enterococcus faecalis ATCC 29212 mot daptomycin erhéll tre av fyra MIC-bestimningar
inom CLSI mélintervall men med en variation pa fyra spadningssteg.

Totalt erholls 94,3% (282/299) av MIC-bestdmningarna inom godkant intervall (+1 spddningssteg frén
referensvarden). Isolaten analyserade med SEMSE7-panelen erholl 88,2% (75/85) av MIC-
bestimningarna inom godkint intervall. Frekvensen av uppmaitta MIC-viarden samt korrelation med
referensviarden for SEMSE7-panelen med Enterococcus spp. och Staphylococcus spp. redovisas i figur
2. Isolaten analyserade med SEMST7-panelen erholl 96,7% (207/214) av MIC-bestimningarna inom
godként intervall. Frekvensen av uppmaitta MIC-virden samt korrelation med referensvirden for
SEMST7-panelen med Streptococcus pneumoniae redovisas i figur 3.



SEMSE7 MIC (mg/L)

Referensvarden MIC (mg/L)

Daptomycin, Enterococcus spp. Vankomycin, Enterococcus spp.
0,25 0,5 1 2 4 8 0,5 1 2 4 8 16 >16
0,06 0,25
0,125 0,5 1 1
0,25 1 1 2 1
0,5 2 2 1 3 1
1 2 1 4 1
2 3 2 1 8
4 3 16
8 >16 6
>8
Daptomycin, Staphylococcus aureus Vankomycin, Staphylococcus aureus
0,25 0,5 1 2 4 8 0,5 1 2 4 8 16 >16
0,06 0,25
0,125 0,5 1
0,25 3 1 1 11 1
0,5 1 8 3 2
1 1 1 4
2 2 8 1
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Figur 2. Ackumulerad frekvens av uppmaétta MIC-varden (y-axel) for SEMSE7-panelen med Enterococcus spp.
och Staphylococcus spp. mot respektive antibiotika, samt korrelation med referensviarden (x-axel). Godkant
intervall (+1 spadningssteg fran referensvirden) ses i gratt och varden med identisk 6verensstimmelse ses inom
rutor med markerade ramar. Kliniska brytpunkter tillhandahallna av EUCAST iér illustrerade med linjer, i
diagram utan linjer saknas kliniska brytpunkter.
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Figur 3. Ackumulerad frekvens av uppmitta MIC-viarden (y-axel) for SEMST7-panelen med Streptococcus
pneumoniae och respektive antibiotika, samt korrelation med referensvirden (x-axel). Godkant intervall (£1
spadningssteg frin referensvirden) ses i gratt och virden med identisk Gverensstimmelse ses inom rutor med
markerade ramar. Kliniska brytpunkter tillhandahéllna av EUCAST ar illustrerade med linjer, diagram utan linjer
saknar kliniska brytpunkter.

Kategorisk dverensstammelse av SIR

Totalt erholls en kategorisk 6verensstimmelse mellan erhéllna SIR-kategorier och referenskategorier
pé 92,6% (274/296). Antal avvikelser var 22, varav 15 mE, 1 ME och 6 VME. Isolaten analyserade med
SEMSE7-panelen erholl en kategorisk Gverensstimmelse pd 92,5% (74/80). 1 tabell 1 redovisas
kategorisk 6verensstimmelse samt avvikelser for dem olika kombinationerna av antibiotika respektive
bakterier analyserade med SEMSE7-panel. Motsvarande andel for isolaten analyserade med SEMST?7-
panelen var 92,6% (200/216). I tabell 2 redovisas kategorisk 6verensstimmelse samt avvikelser for dem
olika kombinationerna av antibiotika respektive bakterier analyserade med SEMST7-panel.

Tabell 1. Sammanstillning SEMSE7-panel med Enterococcus spp. samt Staphylococcus spp. mot respektive
antibiotika. Antal och andel MIC-bestdmningar som kategoriskt 6verensstimmer med referensvardens SIR-
kategorisering, samt antal och andel kategoriska avvikelser enligt mE, ME och VME. Daptomycin for
Enterococcus spp. har SIR-kategoriserats enligt ECOFF-virden.

Kategorisk
overrensstaimmelse, mE, n (%) ME,n (%) VME, n (%) Totalt N
n (%)
Daptomycin Enterococcus spp. 11 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 11
Staphylococcus aureus 19 (95) o (0) o (0) 1(5) 20
KNS 5(62,5) o (o) o (o) 3(37:5) 8
Vankomycin Enterococcus spp. 17 (100) o (o) o (0) o (o) 17
Staphylococcus aureus 15 (93,8) o (0) 1(6,2) o (0) 16
KNS 7 (87,5) o (0) 0 (0) 1(12,5) 8

Tabell 2. Sammanstillning SEMST7-panel med Streptococcus pneumoniae mot respektive antibiotika. Antal och
andel MIC-bestamningar som kategoriskt 6verensstimmer med referensvirdens SIR-kategorisering, samt antal
och andel kategoriska avvikelser enligt mE, ME och VME. Piperacillin/tazobaktam har SIR-kategoriserats enligt
ECOFF-virden.

Kategorisk
Streptococcus pneumoniae overrensstimmelse, mE,n (%) ME,n (%) VME,n (%) TotaltN
n (%)
Bensylpenicillin 24 (92,3) 2(7,7) o (0) o (0) 26
Ampicillin 20 (87) 3(13) o (0) o (0) 23
Amoxicillin 18 (78,3) 5(21,7) o (0) o (0) 23
Piperacillin/tazobaktam 20 (95,2) o (0) o (0) 1(4,8) 21
Cefotaxim 23 (88,5) 3 (11,5) o (0) o (0) 26
Ceftriaxon 24 (92,3) 2(7,7) o (0) o (0) 26
Imipenem 23 (100) o (0) o (0) o (0) 23
Meropenem 24 (100) o (0) o (0) o (0) 24
Vankomycin 24 (100) o (0) o (0) o (0) 24
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Diskussion

Studien avsag att verifiera mikrobuljongspddning med Sensititre™-panelerna SEMSE7 och SEMST?7
avsedda for grampositiva kocker, genom att jaimfora erhédllet resultat med tidigare uppmaétta
referensviarden av MIC samt SIR-kategorier. Panelen SEMST?7 for Streptococcus pneumoniae erholl
hogre procentuell 6verensstimmelse med avseende pd MIC jamfort med SEMSE7-panelen. Det
tillfredstillande resultatet >95% for SEMST7-panelen ar godkant i verifieringen, vilket medfor goda
chanser till implementering i rutinverksamheten p& mikrobiologilaboratoriet Jonkoping. Vidare
verifiering bedoms nodvandig for SEMSE7-panelen med anledning av <90% Gverensstimmelse av MIC.
Kategoriska 6verenstimmelsen for bdda panelerna var >90%, vilket var 6ver verifieringsgransen.

Resultatdiskussion

Overensstammelse av MIC-varden

Totalt for badda panelerna erhélls en hog Gverensstimmelse av MIC vilket tyder pa att metoden i sin
helhet producerat resultat av hog kvalitet. Erhéllna MIC-virden med SEMST7-panelen har en jamn
fordelning inom det godkinda intervallet +1 spiddningssteg frén referensvirden, vilket styrker god
interlaboratorisk reproducerbarhet. Trots for fa kolonier vid kvantifieringarna for Streptococcus
pneumoniae anses resultatet palitligt tack vare stark vixt i positiva kontrollbrunnar och
overensstaimmande resultat. En trend for de kliniska isolaten analyserade med SEMSE7-panelen, vilken
observeras i figur 2, ar att erhallna MIC-virden vilka ej 6verrestimde identiskt med referensvirden
tenderade att konsekvent underskattas ett eller tva spadningssteg, vilket inte ar 6nskvirt. Resultat med
mikrobuljongspadning varierar generellt +1 spiddningssteg d& metoden besitter denna naturliga
variation, daremot ska ej ett snedfordelat resultat observeras (2). Ett konsekvent lagre resultat kan tyda
pé systematiska brister i utférandet eller andra faktorer som behover utredas. Vid for 1dga MIC-virden
kan felaktig mangd inokulat missténkas, dock finns inget tydligt samband mellan studiens erhéllna laga
MIC-virden och kvantifieringskontroller.

Den hoga reproducerbarheten av kontrollstammarna Staphylococcus aureus ATCC 29213 och
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 styrker att studiens resultat ar tillforlitligt samt utesluter
systematiska fel i utforandet. Den sdmre reproducerbarheten av kontrollstammen Enterococcus faecalis
ATCC 29212 mot daptomycin urskiljer sig frin dess egen reproducerbarhet for vankomycin samt 6vriga
kontrollstammar. Det faktum att EUCAST saknar kliniska brytpunkter for Enterococcus spp. och
daptomycin beror delvis pa en osdkerhet och variation i MIC-bestimning av antibiotikan. Den pagéende
problematiken med tillforlitligheten av MIC-bestdmningar i kombination med begrinsade kliniska data
av behandlingseffekt ger otillrackligt beldagg for att utforma brytpunkter vilket flera studier diskuterar
(17, 24, 25). Resultat av kontrollstammen Enterococcus faecalis ATCC 29212 mot daptomycin
overensstaimmer med ovan ndmnd problematik genom erhéllen variation i MIC-bestdmningarna.

Kategorisk éverensstammelse av SIR

Panelerna SEMSE7 och SEMST?7 erholl bdda godkédnt resultat Over verifieringsgriansen gillande
kategorisk 6verensstammelse, trots skillnader i erhéllen procentuell 6verensstimmelse i MIC. Att notera
ar att avvikelser i MIC inte automatiskt genererar avvikelser i SIR-kategori, vilket beror pa om isolaten
ar av vildtyp eller icke-vildtyp, samt var isolatens MIC-varden befinner sig i forhéllande till de kliniska
brytpunkterna. Panelen SEMSE7 erholl oOverensstimmelse i MIC <90% men kategorisk
overensstaimmelse >90%. Att MIC dr reproducerbart prioriteras hogre i verifieringen eftersom vardet
genererar SIR-kategorin. I den kliniska verksamheten ar det av stor vikt att MIC ar tillforlitligt dd inga
referensviarden finns att jamféra mot, avvikelser uppticks darmed ej i samma utstriackning. Det ar
biomedicinska analytikers yrkesansvar att sidkerstilla tillforlitliga MIC-bestimningar som ligger till
grund for adekvat antibiotikabehandling.

Betriaffande kategoriska avvikelser vilka kliniskt bidrar till mindre terapeutiska konsekvenser for
patient, erholls samtliga mE i studien for Streptococcus pneumoniae analyserade med SEMST7-
panelen. Samtliga erhallna MIC-viarden vilka orsakat mE, undantaget ett, ligger inom godként
spadningsintervall men leder trots det till kategoriska avvikelser. Detta belyser vikten av studiens urval,
hogre andel inkluderade isolat vilka befinner sig niara brytpunkterna medfor storre risk for avvikelser,

11



vilket dven tva tidigare studier styrker (14, 15). I praktiken innebar det att en studie som ej inkluderar
isolat ndra brytpunkterna eller med varierande resistensmonster kan leda till ett vinklat och till synes
felfritt resultat utan avvikelser. Att inga mE erholls for SEMSE7-panelen ér en foljd av franvaro av I-
brytpunkt for respektive kombination av bakterie och antibiotika. Detta har bidragit till att majoriteten
av de mer allvarliga avvikelserna ME samt VME erholls for SEMSE7-panelen. Att frénvaro av I-kategori
leder till fler ME samt VME bekriftas av tidigare studier (14, 15, 20). Aven dé det finns en I-kategori kan
en snav sddan péaverka antalet allvarliga avvikelser (20). Som tidigare beskrivet tenderade MIC-virden
for isolat analyserade med SEMSE7-panelen att underskattas jamfort med referensviarden, foljden av
denna trend gar att utldsa i tabell 1 dar kategoriska avvikelserna VME ar fler an ME. Anledningen till det
enda ME var att ett isolat erholl en skipped well dar det hogsta MIC-virdet rapporterades. Att SEMSE7-
panelen erholl majoriteten av VME bidrar ocksi till bedomningen att fortsatt verifiering av panelen
kravs, eftersom avvikelserna innebar mycket allvarliga konsekvenser i den kliniska verksamheten.
Isolaten kategoriseras falskt kéansliga vilket leder till att patienter behandlas med overksamt antibiotika.
I en tidigare studie diskuteras sista-utvigs antibiotikan kolistin och att ME i de fallen ar minst lika
allvarliga da det kvarvarande terapeutiska alternativet felaktigt avfardas (14). Denna teori kan appliceras
pa denna studie som behandlar VRE och daptomycin. Da daptomycin &r ett av mycket fa fungerande
terapeutiska alternativ vid infektion orsakad av VRE (17, 24, 25, 26), skulle ett eventuellt ME leda till att
infektionen stér utan fungerande terapeutiskt alternativ.

Metoddiskussion

Att studien inkluderar en spridning av kénsliga och resistenta isolat trots dess relativt begrinsade
omfattning &r en styrka eftersom det inkluderar utmanande isolat. Sarskilt utmanande men i sirklass
viktiga isolat att MIC-bestaimma korrekt ar isolat av icke-vildtyp med laggradig resistens; vilka riskerar
felaktig SIR-kategorisering om resistensbestimningsmetoden inte uppvisar tillforlitliga och
reproducerbara resultat. Isolat inom vildtyp samt hoggradigt resistenta isolat var i studien generellt mer
okomplicerade att MIC-bestimma.

Metodens alla moment utférdes manuellt i forhallande till referensvirdena vilka ar framtagna med
semi-automatiserat system. Manuellt utforande medfor potentiellt fler felkdllor orsakade av den
manskliga faktorn vilka elimineras delvis av ett standardiserat forlopp i instrument. Eftersom metoden
mikrobuljongspadning tidigare inte utforts pd mikrobiologilaboratoriet dar studien genomférdes
kravdes det att rutiner kring metoden arbetades fram under verifieringen, s& som upptining av isolat
samt forvaring av isolat och analysmaterial. Utférandet optimerades genom andringar i ordningsfoljd
av moment och pipetteringsteknik vilket underldttade handhavandet. Idealiskt vore testforhallandena
exakt likvirdiga vid varje analys, genom konstanta variabler med ett standardiserat utférande samt
erfarenhet av metoden, vilket var ouppnéeligt i denna studie. Det ar svart att utvirdera ovan namnda
faktorers inverkan pé studiens utfall men dem &r viktiga att beakta. Om metoden implementeras i den
kliniska verksamheten kommer rutinerna kring isolaten att vara annorlunda eftersom tillvixtfasen
aldrig bryts genom nedfrysning, vilket kan paverka bakteriernas livskraft. Potentiellt skulle problemen
med underskattning av MIC for SEMSE7-panelen samt undermaligt resultat av kvantifieringar for
SEMST7-panelen minska. Teorin styrks av att kontrollstammarna vilka forvarades mestadels i
rumstemperatur samt dr omstuckna flertalet génger, erholl hogre antal kolonier vid
kvantifieringskontrollerna jamfoért med de upptinade kliniska isolaten. I standarden for
mikrobuljongspadning uppriattad av ISO poéngteras att kvantifieringskontrollerna paverkas av isolatets
tillvaxtfas, framforallt gdllande krdvande organismer dar betydande lagre antal kolonier kan erhéllas for
Streptococcus pneumoniae (2). Vid vidare verifiering av SEMSE7-panelen med nedfrysta kliniska isolat
ar det av intresse att testa att sticka om isolaten flertalet génger efter upptining for att 6ka deras
metabola aktivitet. Felsokning av spektrofotometriskt métinstrument anses ocksid nédvindig for att
utesluta att det ar for 1agt bakterieantal som orsakat erhallna laga MIC, eftersom
bakteriesuspensionerna har upprittats forutsatt att uppmatt turbiditet enligt McFarland var korrekt.
Vid en implementering hade dven en annan metod for renlighets- och kvantifieringskontroll tillimpats,
vilken utfors efter sista steget i metodutférandet fran positiv kontrollbrunn enligt ISO och EUCAST (2,
11). Detta for att dven uppticka eventuella kontaminationer vid inokulering av mikrotiterplattan, vilket
inte upptacks vid nuvarande utférande med utgingspunkt fran buljongsuspensionen.

Problematiken med skipped wells i studien ar svarforklarad. Felkidllor som nimns av EUCAST ar

kontamination, heterogen resistens eller felaktigt inokulat (11). I varje enskilt fall av skipped wells ar det
endast mojligt att hypotetiskt misstdnka dess orsak, ddrmed &r det svart att minimera dess uppkomst.
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Majoriteten av skipped wells i studien utgjordes av fler &n en klar brunn mellan tva brunnar med vaxt
och MIC for den antibiotikan rapporterades ej, siledes paverkade inte skipped wells resultatet
namnvart. Ddremot var omkorningar tids- och resurskrivande. Vidare kan diskuteras om det ar korrekt
att rapportera MIC for 6vriga antibiotika for isolatet i korningen om skipped wells noterats. I hindelse
av att kontamination uppenbart noteras bor hela korningen underkinnas.

Avlasning av mikrotiterplattan ar en subjektiv bedomning dir noggrannhet ar av storsta vikt for att inte
missa svag vixt. Brunnen vilken bestdms till MIC maste studeras noga for att sikerstilla fullstindig
hamning. Viaxt iakttogs som pellet, splitter och/eller grumlighet, och ljuskillans riktning mot
mikrotiterplattan kan darfor vara avgorande vid svirbedomda brunnar for att skilja mellan vaxt och
reflektioner i mikrotiterplattan. Att anvinda en spegelbox vid avlasning ar ett bra verktyg for en héllbar
ergonomisk position for anvindaren. Vid svarbedémda brunnar krdvs det dock att avldsningen
kompletteras genom att mikrotiterplattan lyfts upp och studeras underifran for att uppticka svag vaxt.
Vid analys med MH-F buljong noterades mindre pellets i brunnar vilka ej erhallit fargomslag pa grund
av hemolys, vilket ar viktigt att uppmarksamma vid bestdimning av MIC.

Implementering i klinisk verksamhet

Eftersom SEMST7-panelen betraktades som godkdnd i verifieringen kan den implementeras i
verksamheten. Vid kommande implementering ar det fordelaktigt att SEMST7-panelen MIC-
bestimmer ett isolat per mikrotiterplatta, eftersom det i dagsliaget skickas endast ett fatal isolat per
vecka for analys med mikrobuljongspadning till nationella referenslaboratoriet for antibiotikaresistens.
Initialt kan det darfor vara svart att uppna tillrackliga provvolymer for att anvinda en panel &mnad for
flera isolat. Forslagsvis vid implementeringen, innan standardiserad rutin inforts, kan kontrollstammar
analyseras parallellt med kliniska isolat for att fortsatt sdkerstilla hog kvalitet och kontrollera
metodutforandet. Eftersom SEMSE7-panelen ej betraktades som godkiand kravs vidare verifiering innan
en implementering anses mojlig. Vid vidare verifiering bor ett utokat antal bakterieisolat av
Enterococcus spp. och Staphylococcus spp. inkluderas. Aven felsokning av potentiella orsaker till
underskattning av MIC behovs utforas for att komma underfund med problemet, dar tidigare nimnda
forbattringsforslag kan tillimpas. Mikrobiologilaboratoriet, Jonkoping, har intentionen att utoka
anvindningsomradet av mikrobuljongspddning genom att verifiera SEMST7-panelen f6r andra
bakteriearter, da panelen ej ar begriansad till Streptococcus pneumoniae. Avsikten ar dven att verifiera
Sensititre™-paneler avsedda for gramnegativa bakterier da dessa exkluderats i aktuell studie.

Slutsats

Resultatet visar att Sensititre™-panelen SEMST?7 ar godkind i verifieringen av mikrobuljongspadning
med god 6verensstimmelse med referensviarden av MIC samt SIR-kategorier. Vidare bedoms att fortsatt
verifiering kriavs av SEMSE7-panelen eftersom ej tillfredstdllande oOverenstimmelse med
referensviarden av MIC erholls, trots god 6verenstimmelse av SIR-kategorier. Studien visar att SEMST7-
panelen kan implementeras for Streptococcus pneumoniae i den Kkliniska verksamheten pé
mikrobiologilaboratoriet, Jonkoping.
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Blankett for etisk egengranskning av examensarbeten’ vid
Hélsohdgskolan

Datum: 2021-03-11

Verifiering av mikrobuljongspadning for resistensbestamning

Examensarbetets titel: .
av grampositiva kocker

Student/studenter?: Moa Bengtsson, Hanna Jacobsson

Student/studenter mejladress: bemo1723@student.ju.se, jahal8tm@student.ju.se

Utbildningsprogram: Biomedicinsk analytiker inriktning laboratoriemedicin
Utbildningsniva: Kandidatutbildning

Handledare: Maria Faresjé

Handledare mejldress: maria.faresjo@ju.se

Examensarbeten vid Halsohdgskolan, Jnkoping University, ska folja forskningsetiska principer sa
som de uttrycks i etikprévningslagen (EPL). Denna blankett r ett hjdlpmedel fér granskning av
etiska fragestallningar knutna till examensarbetet.

Student och handledare gar igenom blanketten tillsammans, identifierar etiska problem och
enas om hur dessa ska hanteras.

Forskning som faller under EPL maste provas av regional etikprévningsnimnd (EPN)3. Det finns tv3
typer av studier som normalt inte riknas till forskning och som maste hanteras speciellt. Det ena
ar examensarbeten och det andra ar verksamhetsforlagt forbattringsarbete i hilsa och valfard.

Gransdragningen mellan forskning och dessa tva typer av studier berérs inledningsvis i del A.
Del B hanterar vad som faller under EPL samt etiska principer som &r viktiga vid genomforandet.
Del Cinnehaller tillvigagangssatt for réadgivande yttrande fran forskningsetiska kommittén.

Om examensarbetet redan ingar i ett etikgranskat och godként projekt behover ingen etisk
egengranskning genomforas.

! Blanketten giller dven verksamhetsférlagda forbattringsarbeten.
? Alternativt utférare av verksamhetsforlagt férbattringsarbete.
3 www.epn.se
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Del A: Ar detta en forskningsstudie?

Del A syftar till att avgora om studien avser vara forskning. Examensarbeten raknas normalt inte
som forskning och kan d& inte heller tas upp i EPN. Under vissa omstandigheter kan dock
examensarbeten vara forskning, ndmligen om de:

1. syftar till publicering i vetenskaplig tidskrift

2. har en vetenskaplig fragestéllning och en design som kan besvara densamma
leds av forskare inom omradet, antingen som del av ett storre projekt eller med
forskare som handledare.

Alla dessa tre bor uppfyllas for att studien ska betraktas som forskning och kunna hanteras i EPN.

Ar studien forskning i dessa tre avseenden?
] JA (Studien ska provas av EPN.)
NEJ (Fortsitt till del B och C.)

Del B: Innehaller examensarbetet sadant som enligt etikprévnings-
lagen kan identifieras som etiskt kansligt?

Fragorna i del B syftar till att undersoka om examensarbetet har sidana etiska problem som om
det vore forskning skulle kravt prévning i EPN, samt hur etiska principer hanteras.

Ja  Tveksamt Nej

1 Avser studien att behandla kdnsliga personuppgifter enligt PUL, det vill

saga vid ‘négot skede lanka till er: person och dar uppgifterna avsléjar ras D D <
eller etniskt ursprung, politiska asikter, religios eller filosofisk dvertygelse,
medlemskap i fackférening, hélsa eller sexualliv?

2 Avser studien att behandla personuppgifter som avser lagdvertradelser
som innefattar brott, domar i brottmdl, straffprocessuella tvangsmedel l:] D &
eller administrativa frihetsberévanden?

3 Innebdr studien ett fysiskt ingrepp pa forskningspersoner (dven sadant 0 0 X
som ingr i gangse rutiner, men ocksa ar del i forskningen)?

4 Ar syftet med studien att fysiskt eller psykiskt paverka 0 0O E
forskningspersonerna (exempelvis behandla évervikt)?

5 Innebir studien en uppenbar risk for skadlig paverkan (4§2 2003:460)
(exempelvis risk for fysiska skador eller risk att vicka traumatiska minnen O O X
till liv)?

6 Anvands biologiskt‘material som kan hérledas till erlidentiﬂerbar individ 0 D
eller avliden minniska (exempelvis blodprov eller vdvnadsprov)?

7 Kan frivilligheten ifrdgaséttas (exempelvis utsatta grupper sasom barn,
personer med kognitiv nedsattning och psykisk funktionsnedsattning, D D &

eller personer i beroendestillning som patienter eller studenter i
forhallande till férsoksledaren)?

2(4)
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Kommer personer med begrdnsad autonomi engageras (exempelvis
personer med kognitiva svarigheter, underariga) dar férstaelsen for
innebdrden av samtycket ar begransat?

Innebér studien att informerat samtycke inte kommer att inhdmtas (det vill
saga forskningspersonerna kommer inte att fa full information om
undersokningen och/eller méjlighet att avsiga sig ett deltagande)?

Risker
Andra identifierade risker.
Deltagarval och social utsatthet

Deltagarna tillhor en extra sarbar och utsatt grupp i samhallet
(minoritetsgrupp).

Upprdttas ett personregister dar data kan kopplas till en fysisk person?
Informerat samtycke

Studien beskrivs sa att deltagarna férstar dess syfte och uppligg och vad
deltagande i projektet innebdr (exempelvis antal besdk, projektlingd, med
latt svenska utan fackuttryck).

Alla faktorer som kan paverka beslut om medverkan framgar klart.

Det stimmer att informationsbrevet inte innehaller 6vertalande
formuleringar, inklusive “milt 6vertalande” som utgar fran att personen
ska eller bor stdlla upp utan att fullt visa respekt fér valet (exempelvis “tack
pa férhand”).

Det framgar att varden eller andra insatser inte paverkas av beslut om att
medverka eller avsta fran medverkan.

Frivillighet

Deltagandet i studien &r frivilligt och detta framgar tydligt i den skriftliga
informationen till patient eller forskningsperson.

Det framgar tydligt att deltagare nar som helst och utan angivande av skl
kan avbryta deltagandet utan att detta paverkar forskningspersonens
omhdndertagande eller behandling eller, om studenter, betyg etc.

Konfidentialitet och deltagarnas sikerhet
Finns det skal att utlova konfidentialitet i studien?

Det finns rutiner for att garantera konfidentialitet och integritet vid
datainsamlingen.

Om konfidentialitet ar utlovat, beskrivs resultatet pa ett sitt sa att
deltagarna dr konfidentiella, det vill saga de kan ej identifieras efterat
(inklusive sma forutsattningar for sa kallad baklanges-identifikation).

Forskningsresultat

Finns det skl att erbjuda deltagarna att fa ta del av forskningsresultatet?

Ja

O

Tveksamt

O

O

O

Om nagon av fragorna 1-12 besvaras ja eller tveksamt, ska studien prévas vid den lokala
forskningsetiska kommittén, se del C.
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Del C: Anstkan om radgivande yttrande

Folj anvisningarna i punktlistan. Ansokan ska skrivas under handledning och ska signeras av
studenter och handledare. Texten far inte dverskrida 1000 ord (Times New Roman, pkt 12,
radavstand 1,5).

e Beskriv projektet, inklusive bakgrund, syfte, forskningsfraga och metod.

e Beskriv vilka etiska problem som kan uppsta i samband med studien.

e Redogor for risker som deltagandet kan medfora for forskningspersonerna (EPN 5:1).

e Redogor for mojlig nytta for de forskningspersoner som deltar i examenarbetet (EPN
5:2).

o Identifiera och precisera eventuella etiska problem som kan uppsta i ett vidare
perspektiv genom examensarbetet (EPN 5:3).

e Redogor for hur etiska risker och problem ska hanteras.

Skriv under blanketten “Etisk egengranskning” och skicka den i pappersformat tillsammans med
svaren pa fragorna i del C till forskningsetiska kommitténs sekreterare. Skicka dven samtliga
dokument till sekreteraren i elektronisk form. Forskningsetiska kommitténs sammantradestider
finns pé hogskolans webbsida.

Ovanstéende fragor 4r noga genomgangna, sanningsenligt besvarade och diskuterade med
handledare.
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