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ANVANDNINGSINSTRUKTIONER

TRYPTIC SOY AGAR

Dehydrerat odlingsmedium

1 — AVSEDD ANVANDNING

In vitro-diagnostik. Medium fér allmant bruk for odling och underhdll av icke-
fastidivsa och mattligt fastidiosa mikroorganismer. For mikrobiell rakning av icke-
sterila farmaceutiska produkter och kosmetika. Tryptic Soy Agar kompletteras med
defibrinerat djurblod och &r avsett for isolering och odling av snabba och icke
snabba mikroorganismer fran kliniska prover och andra material samt for
bestamning av hemolytiska egenskaper.

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

Pankreatisk nedbrytning av kasein 15¢
Sojapepton 59
Natriumklorid 59
Agar 159

Bacillus CEf8

* Formeln kan justeras och/eller kompletteras for att uppfylla de prestandakriterier som kravs.

3 — METODENS PRINCIP OCH FORKLARING AV FORFARANDET

Tryptic Soy Agar (TSA) ar ett av de mest anvanda odlingsmedierna inom Klinisk och industriell mikrobiologi. TSA har en méangd
anvandningsomraden i kliniska och icke-kliniska laboratorier, inklusive isolering, odling och rening av kolonier av icke-fastidiosa och mattligt
fastidiosa mikroorganismer samt underhall av stamkulturer.* Eftersom det inte innehaller X- och V-faktorerna ar det lampligt for identifiering
av Haemophilus sp. genom att man pa agarytan lagger skivor eller remsor impregnerade med X- (Hemin) och V- (NAD) faktorer.? Det
rekommenderas som referensmedium vid testning av selektiva medier for att mata graden av hamning.® TSA &r det medium som
specificeras som "casein soya bean digest agar” i den harmoniserade EP, USP JP-metoden® fér mikrobiell rékning av icke-sterila
farmaceutiska produkter. Det rekommenderas av ISO Standard 21149 for rakning och detektion av aeroba mesofila bakterier i kosmetika®.
Tryptic Soy Agar kan kompletteras med defibrinerat djurblod (i koncentrationer mellan 5% och 7%) for att ge ett mer naringsrikt medium for
tillvaxt av snabba organismer. Tillsats av djurblod mojliggor bestamning av bakteriella hemolytiska egenskaper, vilket ar ett anvandbart
verktyg for orientering av bakterieidentifiering.

TSA kan kompletteras med 0,7 g/L lecitin och 5 g/L polysorbat 80, som neutraliserar aktiviteten hos kvartdéra ammoniumfdreningar och
andra desinfektionsmedel, for bestamning av effekten av desinficering av produkter, sanitetsutrymmen och behallare.®

Tryptic Soy Agar med tillsats av salt kan vara till hjalp vid bestamning av halotoleransnivén hos mikroorganismer.®

Tryptic Soy Agar bereds med utvalda kasein- och sojapeptoner: kombinationen av kasein- och sojapeptoner gér mediet néaringsrikt genom
att tillfora organiskt kvave i form av aminosyror och polypeptider. Natriumklorid bibehdller den osmotiska balansen. Agar ar
solidifieringsmedlet.

4 — ANVISNINGAR FOR BEREDNING AV MEDIUM

L6s upp 40 g i 1 000 ml kallt renat vatten. Varm till kokning under kraftig omrdrning och sterilisera genom autoklavering vid 121 °C i 15
minuter. Kyl till 47-50 °C. Blanda val och hall upp i sterila petriskalar.

Anmarkningar. Mediet kan ocks& fordelas i ror fore sterilisering och kylas i lutande lage. For beredning av blodplattor, tillsatt 5-7 %
defibrinerat djurblod till det medium som autoklaverats och kylts till 47-50 °C, blanda val och férdela i sterila petriskalar.

5 — FYSISKA EGENSKAPER

Dehydratiserat medium utseende ljusgult, fint, homogent, fritt flytande pulver
Lésningens utseende ljusgul, klar
Slutligt pH vid 20-25 °C 73+0,2
6 — MEDFOLJANDE MATERIAL — FORPACKNING
Produkt Typ REF Foérpackning
Tryptisk sojaagar Dehydrerat medium 4021502 500 g (12,5L)

4021504 | Skg (125 L)

7 — MATERIAL SOM KRAVS MEN INTE TILLHANDAHALLS
Autoklav, vattenbad, sterila slingor, nalar och bomullspinnar, inkubator och laboratorieutrustning efter behov, petriskalar, mikrobiologiska
ror, erlenmeyerkolvar, kompletterande odlingsmedier och reagenser for identifiering av kolonierna. Vid behov defibrinerat djurblod.

8 — PROVER

Tryptic Soy Agar utan tillsats bor inte anvandas for direkt inokulering av kliniska prover. | allménhet anvands TSA for subkultur av
mikroorganismer som odlats p& andra odlingsmedier. Icke-kliniska prover som analyseras med Tryptic Soy Agar inkluderar icke-sterila
farmaceutiska produkter och kosmetika. Se den citerade litteraturen fér provtagning och beredning. 4,5

Om de hallda plattorna kompletteras med djurblod kan de direkt inokuleras med manga kliniska prover som samlats in fran olika normalt
sterila och icke-sterila platser hos méanniskor. Se den citerade litteraturen for prover relaterade till specifika infektioner.”° Samla in prover
fore antimikrobiell behandling om mdjligt och tillampa god laboratoriepraxis for insamling, transport och férvaring av de kliniska proverna;
konsultera lampliga referenser for ytterligare information.”
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9 — TESTFORFARANDE

L&t plattorna eller réren anta rumstemperatur och Iat ytan pa mediet torka.

For subkultur av kolonier, inokulera med hjalp av en steril nal eller 6gla en icke-supplerad TSA-platta med en koloni som odlats pa ett annat
isoleringsmedium. Anvandaren ansvarar for att véalja lamplig inkubationstid, temperatur och atmosfar beroende pa& den inokulerade
organismen och de lokala tillampliga protokollen.

Vid anvandning av TSA kompletterat med defibrinerat djurblod, stryk det kliniska provet med en 6gla dver plattans fyra kvadranter for att
erhélla vélisolerade kolonier, se till att sektionerna 1 och 4 inte 6verlappar varandra. Alternativt, om materialet odlas direkt fran en
bomullspinne, rulla bomullspinnen Gver ett litet omrade pa ytan vid kanten; stryk sedan fran detta inokulerade omrade.

Inkubera vid 35-37 °C i aeroba forhallanden med eller utan 5-10 % CO, , och registrera resultaten efter 18—24, 48 och vid behov 72
timmar.

For mikrobiell rakning i icke-sterila farmaceutiska produkter och kosmetika hanvisas till referenserna.*®

10 — AVLASNING OCH TOLKNING

Efter inkubering indikeras forekomsten av mikroorganismer genom att kolonier av olika morfologi och storlek upptrader pa ytan av det icke-

supplerade mediet. Tillvaxtens egenskaper ar nara férknippade med typen eller typerna av odlade mikroorganismer.

Genom odling pé agarplattor med farblod som beretts med Tryptic Soy Agar kan bakterier sarskiljas baserat pa deras formaga att utséndra

hemolysiner. Hemolysen orsakar en klar zon i blodagarn runt kolonierna. Bakterier kan orsaka olika typer av hemolys:

1.a-hemolys: partiell hemolys av de réda blodkropparna som ger en grongra eller brunaktig missfargning runt kolonierna.

2.B3-hemolys: fullstandig hemolys av réda blodkroppar som resulterar i en klar zon runt kolonierna

3.y eller icke-hemolys: ingen hemolys av réda blodkroppar, ingen férandring av mediet under och runt kolonierna.

4.a-prime hemolysis: en liten zon med fullstandig hemolys som omges av ett omrade med partiell lys med grén missfargning; denna typ av
hemolys &r ovanlig.

11 — ANVANDARENS KVALITETSKONTROLL

Alla tillverkade partier av produkterna sléapps for forséljning efter att kvalitetskontrollen har utférts 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. Har nedan listas nagra teststammar som ar anvandbara for kvalitetskontroll av medium utan
tillsats.

KONTROLLSTAMMAR INKUBATIONSTEMPERATUR/t/ATM FORVANTADE RESULTAT
S.aureus ATCC 25923 35-37 °C / 18-24 timmar / A god tillvaxt
E.coli ATCC 25922 35-37 °C / 18-24 timmar / A god tillvaxt

Anvandarens kvalitetskontroll av TSA som anvénds for mikrobiell rakning i icke-sterila farmaceutiska produkter och kosmetika bor uppfylla kraven i EP* och ISO-standard®
A: aerob inkubation; ATCC &r ett varumarke som star for American Type Culture Collection

12 — PRESTANDAEGENSKAPER

Innan produkten slapps for forséljning skall ett representativt prov av alla partier av dehydrerad Tryptic Soy Agar (Test Batch: TB), utan
tillsats och med tillsats av defibrinerat farblod, testas for produktivitet och hemolytiskt ménster genom att resultaten jamférs med ett tidigare
godkant referensparti (Reference Batch: RB).

Produktiviteten hos TSA utan tillsats testas genom ett kvantitativt test med foljande stammar: P.aeruginosa ATCC 9027, E.coli ATCC 25922,
B.cereus ATCC 11778, B.subtilis ATCC 6633, S.aureus ATCC 6538, S.aureus ATCC 25923, L.monocytogenes ATCC 13932, C.albicans
ATCC 10231, A.brasiliensis ATCC 16404. Tryptic Soy Agar-plattor inokuleras med decimala spadningar i saltlésning av
kolonisuspensionerna och inkuberas vid 30-35 °C i 24-72 timmar. Kolonierna raknas pa b&da satserna och produktivitetsférhallandet (Pr=
CFU+s/CFUgg) berdknas. Om Pr ar = 0,7 och om koloniernas morfologi &r typisk, anses resultaten vara acceptabla och dverensstdmma
med specifikationerna.

Produktiviteten hos TSA som kompletterats med 5 % defibrinerat farblod testas med semikvantitativ ekometrisk teknik med féljande
stammar: S.pyogenes ATCC 19615, S.agalactiae ATCC 12386, S.aureus ATCC 25923. Efter inkubering vid 35-37 °C i 18-24 timmar
utvarderas och registreras typen av hemolys och mangden tillvaxt. Alla stammar uppvisar en god tillvéxt med typiskt hemolytiskt ménster.

13 — METODENS BEGRANSNINGAR

Vid anvandning av TSA med blodtillsats, beroende pa vilka prover som analyseras och vilka mikroorganismer som testas, for undersékning
av kliniska prover, rekommenderas att &ven andra medier anvands, t.ex. selektiva medier och Chocolate Agar.

Tillvaxt och typ av hemolys beror p& organismernas metaboliska krav; det & majligt att vissa stammar inte vaxer och/eller kan uppvisa
andra hemolytiska monster an de férvantade.

Haemophilus influenzae, som kraver bade faktor X och faktor V, véaxer inte pa detta medium som kompletterats med farblod*® ; Neisseria,
Mycobacterium, Bordetella och andra mikroorganismer med mycket specifika naringsbehov véxer inte tillréackligt; fér pavisande av dessa
organismer bor specifika odlingsmedier anvandas.

Aven om de mikrobiella kolonierna pa plattorna kan sérskiljas pa grundval av sina morfologiska, kromatiska och hemolytiska egenskaper,
rekommenderas att biokemiska, immunologiska, molekylara eller masspektrometriska tester utfors 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.

14 — FORSIKTIGHETSATGARDER OCH VARNINGAR

Det héar 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 forsiktighetsatgarder mot biologiska risker och aseptiska tekniker.

Uttorkade medier maste hanteras med lampligt skydd. Konsultera sakerhetsdatabladet fore anvandning.

Detta odlingsmedium innehéller 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 inneh&ller n&gra overforbara patogener. Det
rekommenderas darfor 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
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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 odlingsmedier pa plattor, i ror eller flaskor.

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 oanvénda 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
ménniskor 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, miljoprover och produkter avsedda for konsumtion av manniskor 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 pé fuktiga platser. Efter anvandning maste behallaren stangas ordentligt.
Kassera produkten om behallaren och/eller locket &r skadat, om behallaren inte &r ordentligt férsluten eller om pulvret uppvisar tydliga
tecken pa forsamring (fargférandringar, 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/rér/flaskor), tillsatta
supplement och tillampad forvaringsmetod (temperatur och férpackning).
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