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ANVANDNINGSINSTRUKTIONER

XLD AGAR

Dehydrerat odlingsmedium

1 - AVSEDD ANVANDNING

In vitro-diagnostik. Selektivt och differentiellt medium for isolering av gramnegativa
enteriska patogener, sarskilt Salmonella och Shigella, fran kliniska och icke-kliniska
prover.

2 — TYPISK SAMMANSATTNING *
(EFTER REKONSTITUERING MED 1 LITER VATTEN)

Xylos 3,50g Natriumdesoxikolat 2,509
L-lysin 5,00g Natriumtiosulfat 6,809
Laktos 7,50 g Jarnammoniumcitrat 0,809
Sackaros 7,50g Fenolrott 0,08 g
Natriumklorid 500g Agar 13,509
Jéastextrakt 3,009

XLD Agar: Salmonellakolonier med stort svart *Formeln kan justeras och/eller kompletteras for att uppfylla de erforderliga prestandakriterierna.

centrum och E.aerogenes med gula kolonier

3 — METODENS PRINCIP OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Under forsta halften av 1900-talet utvecklades och foreslogs flera odlingsmedier for isolering av enteriska patogener fran avforing och andra
material. Vissa av dem var mattligt selektiva och tillat tillvaxt av fekala fororeningar, andra visade 6verdriven toxicitet for tillvaxt av patogener,
sarskilt Shigella.! 1965 introducerades Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) agar av Welton I. Taylor for forbattrad atervinning av Shigella.?
Flera kliniska utvéarderingar visade pa den relativt htga effektiviteten hos XLD Agar vid primar isolering av Shigella och Salmonella.®®
XLD-agar &r ett selektivt och differentiellt medium avsett for isolering av gramnegativa enteriska patogener, sarskilt Salmonella och Shigella,
fran kliniska prover.5-8 Det rekommenderas for detektion av Salmonella i icke-sterila farmaceutiska produkter enligt harmoniserad EP-, USP-
och JP-metod® och av FDA-BAM for detektion av Salmonella i livsmedel*® . Den XLD-formel som rekommenderas av ISO-normerna for
detektion av Salmonella och Shigella i livsmedel och vatten innehaller en lagre koncentration av natriumdesoxikolat och motsvarar Biolife-
mediet XLD Agar ISO Formulation (REF 402208).

Jastextrakt tillfér kol, kvéave, vitaminer och sparamnen for bakterietillvaxt; natriumklorid uppréatthaller den osmotiska balansen i mediet;
natriumdesoxikolat &r ett selektivt medel for att hamma tillvéxten av grampositiva bakterier. XLD Agar innehaller tre indikatorsystem: xylos,
laktos och sackaros i kombination med fenolrétt, lysin-hydroklorid och aterigen fenolrétt, natriumtiosulfat och jarnammoniumcitrat.
Malbakterierna grupperas preliminart genom att man avlaser effekten av kolhydratfermentering, lysindekarboxylering och bildning av
vatesulfid.

Sockerjasning sanker pH-vardet och fenolréda indikatorn registrerar detta genom att andra farg fran rétt till gult. De flesta tarmbakterier,
inklusive Salmonella, kan jasa xylos for att producera syra; Shigella jaser inte xylos, orsakar inte férsurning av mediet och vaxer darfér med
roda kolonier. Efter att xylosforradet ar uttdomt kommer Salmonella-kolonierna att dekarboxylera lysin, vilket aterigen hoéjer pH-vardet till
alkaliskt och efterliknar de réda Shigella-kolonierna. For att férhindra liknande pH-atergang av lysinpositiva koliforma bakterier tillsatts laktos
och sackaros for att producera éverskott av syra. Dessutom producerar Salmonella spp. tiosulfatreduktas som orsakar frisattning av en
sulfidmolekyl fran natriumtiosulfatet som finns i mediet; denna sulfidmolekyl kopplas ihop med en vatejon for att bilda H,S-gas som reagerar
med jarnammoniumcitrat och bildar en fallning, vilket resulterar i kolonier som &ar svarta eller har en svart mitt.

4 — ANVISNINGAR FOR BEREDNING AV MEDIUM
L6s upp 55 g i 1 000 ml kallt renat vatten. Varm till kokpunkt under frekvent omrérning for att I16sa upp helt. Autoklavera inte. Kyl till 47-50
°C, blanda vél och fordela i sterila petriskalar.

5 — FYSISKA EGENSKAPER

Utseende pa dehydratiserat medium gult, fint, homogent, fritt flytande pulver
Utseende pa losning och beredda plattor Rodorange, klar
Slutligt pH vid 20-25 °C 74+0,2

6 — MEDFOLJANDE MATERIAL — FORPACKNING

Produkt Typ REF Forpackning
XLD Agar Dehydrerat 4022062 | 5009 (9,1L)
medium 4022064 | 5kg (91 L)

7 — MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE TILLHANDAHALLS
Vattenbad, sterila 6glor och svabbprover, inkubator och laboratorieutrustning efter behov, petriskalar, Erlenmeyerkolvar, kompletterande
odlingsmedier och reagenser for identifiering av kolonierna.

8 —PROVER

XLD-agar &r avsett for bakteriologisk bearbetning av kliniska prover sdsom avféring, rektalprov, urin, galla,’® icke-sterila lakemedel® och
livsmedel'® . Samla in prover fére antimikrobiell behandling om méjligt. God laboratoriesed for insamling, transport och férvaring av kliniska
prover bor tillampas.** Konsultera lampliga standardmetoder for detaljer om insamling och beredning av icke-kliniska prover.%©

9 — TESTFORFARANDE
L&t plattorna anta rumstemperatur och lat ytan pa mediet torka.
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Inokulera och stryk ut provet med en 6gla 6ver de fyra kvadranterna pa plattan for att f val isolerade kolonier, och se till att sektionerna 1

och 4 inte éverlappar varandra. Alternativt, om materialet odlas direkt frdn en bomullspinne, rulla bomullspinnen éver ett litet omréde pa

ytan vid kanten; stryk sedan fran detta inokulerade omrade.

Maximal tervinning av Salmonella fran fekala prover uppnas genom att anvanda anrikningssteget i selenitbuljong foljt av subkultur till XLD-

agar och till ett andra plateringsmedium.®

For isolering av Shigella fran fekalprover rekommenderas anrikning i GN-buljong, féljt av subkultur pa tva olika selektiva medier: XLD-agar

och ett andra mindre selektivt medium (Mac Conkey-agar).®

Inkubera inokulerade XLD-agarplattor med provet eller med ett prov som anrikats i flytande medium under aeroba férhallanden vid 35-37

°C i 18-24 timmar. Kolonier pd XLD-agar kan krava 48 timmars inkubation for full fargutveckling och utveckling av svart falining.

For detektion av Salmonella i icke-sterila Iakemedel bor den teknik som rekommenderas av Europeiska farmakopén® och som sammanfattas

nedan foljas:

= Forbered ett prov med en utspadning p& 1:10 av minst 1 g av den produkt som ska undersokas och anvand 10 ml eller den mangd som
motsvarar 1 g eller 1 ml for att inokulera lamplig méngd Tryptone Soy Broth. Blanda och inkubera vid 30-35 °C i 18—-24 timmar.

= Skaka behallaren, verfor 0,1 ml Tryptone Soy Broth till 10 ml Rappaport Vassiliadis Enrichment Salmonella Broth EP (REF 401979) och
inkubera vid 30-35 °C i 18-24 timmar.

= Subkultivera pa en platta med XLD-agar och inkubera vid 30—-35 °C i 18—-48 timmar.

Se lampliga referenser for detektion av Salmonella i livsmedel.*°

10 — AVLASNING OCH TOLKNING

Efter inkubation observerar du bakterietillvéxten och noterar de specifika morfologiska och kromatiska egenskaperna hos isolerade kolonier.
Undersok inte omraden med sammanflédande tillvaxt, eftersom falskt negativa fermentationsreaktioner kan uppsta.

Tolkning av koloniernas farger®? :

Roda kolonier: alkalisk reaktion, icke-fermentering av xylos/sackaros/laktos, eller fermentering av xylos foljt av dekarboxylering av lysin:
mojlig Shigella eller Providencia eller Pseudomonas spp. eller Salmonella sp. H, S negativ

Roda kolonier med svart centrum: endast xylosfermentering, lysinpositiv, H,S-positiv, snabb utarmning av xylos och resulterande
alkalinitet p& grund av lysindekarboxylering, svart centrum p& grund av H,S-produktion endast mojlig i alkalisk pH-miljé: misstankt
Salmonella H,S-positiv.

Ogenomskinliga gula kolonier: xylosfermentering, lysin negativ och ingen fermentering av laktos och sackaros, surt pH: méjligen E.coli,
Klebsiella/Enterobacter, Citrobacter, Serratia, Proteus spp.

Gula kolonier: laktos- eller sackarosfermentering, lysin negativ, surt pH: mdojliga koliforma bakterier eller sackarospositiv P.vulgaris.

For preliminér identifiering av Salmonella spp. rekommenderas att kolonin screenas genom att testa kolonin med en droppe MUCAP-
reagens (REF 191500) och efter 3 till 5 minuter observera om fluorescens utvecklas under Woods lampa, vilket sker i narvaro av Cs
esteraseenzym, typiskt for Salmonella spp.'4

11 — ANVANDARENS KVALITETSKONTROLL

Alla tillverkade partier av produkterna sléapps for forséljning efter att kvalitetskontrollen har utforts for att kontrollera att specifikationerna
uppfylls. Slutanvandaren kan dock utféra sin egen kvalitetskontroll i enlighet med lokala tillampliga bestdmmelser, i enlighet med
ackrediteringskrav och laboratoriets erfarenhet. Nedan listas nagra teststammar som &r anvandbara for kvalitetskontroll.*®

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/ T/ ATM FORVANTADE RESULTAT
S.Typhimurium ATCC 14028 35-37 °C / 18-24 timmar / A tillvaxt, réda kolonier med svart centrum
S.flexneri ATCC 12022 35-37 °C/ 18-24 timmar / A tillvaxt, réda kolonier

E.faecalis ATCC 29212 35-37 °C / 18-24 timmar / A hammad

E.coli ATCC 25922 35-37 °C/ 18-24 timmar /A delvis hammad, gula kolonier

A: aerob inkubation; ATCC &r ett varumérke som stér fér American Type Culture Collection

12 — PRESTANDAEGENSKAPER

Innan produkten slapps ut pd marknaden testas ett representativt prov av alla partier av dehydrerad XLD-agar med avseende pa
produktivitet och selektivitet genom att resultaten jamférs med ett tidigare godkant referensparti.

Produktiviteten testas genom ett kvantitativt test med tvd malstammar: S.Enteritidis ATCC 13076, S.Typhimurium ATCC 14028; XLD-
agarplattor inokuleras med decimala utspadningar i saltlésning av koloniernas suspensioner och inkuberas vid 35-37°C i 18-24 timmar.
Kolonierna raknas pa bada satserna och produktivitetsforhallandet (Pr) beraknas. Om Pr &r 2 0,7 och om koloniernas morfologi och farg &ar
typiska (réda kolonier med svart centrum) anses resultaten vara godtagbara och éverensstamma med specifikationerna. Dessutom testas
produktivitetskarakteristika genom semikvantitativ ekometrisk teknik med malstammen S.flexneri ATCC 12022. Efter inkubation utvarderas
och registreras koloniernas farg och tillvaxt.

Selektiviteten utvarderas med modifierad Miles-Misra-ytdroppmetod genom att inokulera plattorna med decimala utspadningar i saltlésning
fran 107? till 10* av en 0,5 McFarland-suspension av icke-malstammarna E.faecalis ATCC 19433 och E.coli ATCC 8739. Tillvaxten av
E.faecalis hammas vid utspadningen 107, tillvaxten av E.coli hammas delvis och kolonierna uppvisar en typisk gul farg, enligt
specifikationerna.

13 — METODENS BEGRANSNINGAR

= Ett enda medium &r séllan tillrackligt for att atervinna alla patogener som finns i ett prov. Darfor bor ytterligare medier for isolering av
Salmonella och/eller Shigella anvandas, med lagre selektivitet sdsom Mac Conkey Agar och med hogre selektivitet sdsom SS Agar. Det
rekommenderas att ytterligare medier for isolering av andra enteriska patogener inokuleras med provet.®

Icke-enteriska organismer sdsom Pseudomonas kan véxa; Pseudomonas och Providencia rettgeri kan bada uppvisa réda kolonier. Vissa
Proteus spp. kan utveckla svarta centrum. 12

S.Parathyphi A, S.Cholerae-suis, S.Pullorum och S.Gallinarum kan bilda réda kolonier utan svart centrum, vilket liknar Shigella spp.
Inkubation som 6verstiger 48 timmar kan leda till falskt positiva resultat.'?

Aven om de mikrobiella kolonierna pé plattorna kan sérskiljas p& grundval av sina morfologiska och kromatiska egenskaper,
rekommenderas att biokemiska, immunologiska, molekyléra eller masspektrometriska tester utférs pa isolat fran renkultur for fullstandig
identifiering. Om det ar relevant, utfor test av antimikrobiell kanslighet.

Detta odlingsmedium ar avsett som ett hjalpmedel vid diagnos av infektionssjukdomar. Tolkningen av resultaten maste goéras med hansyn
till patientens kliniska historia, provets ursprung och resultaten frdn andra diagnostiska tester.
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14 — FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

= Det har ar en produkt for kvalitativ in vitro-diagnostik, endast avsedd for professionellt bruk. Den ska anvandas av adekvat utbildad och
kvalificerad laboratoriepersonal som iakttar godkanda forsiktighetsétgarder mot biologiska risker och aseptiska tekniker.

Uttorkade medier maste hanteras med lampligt skydd. Konsultera sékerhetsdatabladet fére anvandning.

Detta odlingsmedium innehaller rAmaterial av animaliskt ursprung. Kontroller av djuren fére och efter slakt samt under produktions- och
distributionscykeln for ravarorna kan inte helt garantera att denna produkt inte innehaller nagra overforbara patogener. Det
rekommenderas darfér att kulturmediet behandlas som potentiellt smittsamt och hanteras med iakttagande av de vanliga séarskilda
forsiktighetsatgarderna: fortar inte, andas inte in och undvik kontakt med hud, 6gon eller slemhinnor. Ladda ner TSE Statement fran
webbplatsen www.biolifeitaliana.it, som beskriver de atgarder som Biolife Italiana har vidtagit for att minska riskerna i samband med
smittsamma djursjukdomar.

Tillampa god tillverkningssed vid beredningen av pléaterade eller flaskférpackade medier.

Alla laboratorieprover ska betraktas som smittsamma.

Laboratorieomradet maste kontrolleras for att undvika féroreningar som odlingsmedium eller mikrobiella agens.

Sterilisera allt biologiskt riskavfall innan det kasseras. Kassera det oanvanda mediet och de steriliserade plattorna som inokulerats med
prover eller mikrobiella stammar i enlighet med géllande lokal lagstiftning.

Anvand inte odlingsmediet som aktiv ingrediens i farmaceutiska preparat eller som produktionsmaterial avsett for konsumtion av
manniskor och djur

Analyscertifikaten och sakerhetsdatabladet for produkten finns tillgangliga pa webbplatsen www.biolifeitaliana.it.

Meddela Biolife Italiana Srl (complaint@biolifeitaliana.it) och berérda myndigheter om allvarliga incidenter som intréffar i samband med
anvandningen av in vitro-diagnostiken.

Informationen i detta dokument har definierats efter basta kunskap och férméga och utgér en riktlinje for korrekt anvandning av produkten
men utan forpliktelse eller ansvar. | alla fall maste gallande lokala lagar, férordningar och standardférfaranden foljas vid undersokning av
prover som tagits frdn manskliga och djuriska organ, miljéprover och produkter avsedda fér konsumtion av méanniskor eller djur. Var
information befriar inte vara kunder frdn deras ansvar att kontrollera att vara produkter ar lampliga for det avsedda andamalet.

15 — FORVARINGSFORHALLANDEN OCH HALLBARHET

Forvaras vid +10 °C /+30 °C pa en torr plats, skyddad fran direkt ljus. Vid korrekt férvaring kan produkten anvandas fram till utgangsdatum.
Anvand inte produkten efter detta datum. Undvik att 6ppna flaskan pa fuktiga platser. Efter anvandning maste behallaren stangas ordentligt.
Kassera produkten om behallaren och/eller locket &r skadade, eller om behéllaren inte &r val tillsluten, eller vid uppenbar férsamring av
pulvret (fargforéandringar, hardning, stora klumpar). Anvandaren ansvarar for tillverknings- och kvalitetskontrollprocesserna for beredda
medier och for valideringen av giltighetstiden for de fardiga produkterna, beroende pa typ (plattor/flaskor), tillsatta supplement och tillampad
forvaringsmetod (temperatur och férpackning).
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TABELL OVER TILLAMPLIGA SYMBOLER

Batch-kod Medicinteknisk Tillverkare Anvand
REF eller REF LOT IVD produkt f6r in i senast
vitro-diagnostik
Katalognummer
] .. i, .
Temperaturb Innehallet Se ;\-’f__ ;?“égg’; fran 0. ¢ Forvaras torrt
egransning racker till <n> bruksanvisnin /1 dir{\kt fius ‘?
tester 3 aen [ ]
REVIDERINGSHISTORIK
Version Beskrivning av andringarna Datum
Revidering 2 Uppdaterad layout och innehall 2020/05
Revidering 3 Uppdatering av "forsiktighetsétgérder och varningar” och "férvaringsférhallanden och hallbarhet” 2022/01
Revidering 4 Borttagning av féraldrad klassificering 2023/04

Anmarkning: mindre typografiska, grammatiska och formateringsandringar inkluderas inte i granskningshistoriken.
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