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UTILIZAGAO PRETENDIDA

O CrystalSpec Nephelometer (Nefeldometro CrystalSpec) consiste num dispositivo portatil alimentado por pilha, concebido para
medir a turvagdo de suspensdes microbianas equivalentes aos padrdes de McFarland 0,5 a 4,0. O instrumento pode ser usado
para qualquer procedimento laboratorial que necessite de ajustes de densidade do inéculo dentro deste intervalo.

RESUMO E EXPLICAGAO

A comparacao visual de suspensdes de microrganismos com padrdes de turvacdo consiste num método aceite para calcular

as densidades de microrganismos. O padrdo mais amplamente aceite € o padrdo de McFarland.’ Um padrao de McFarland é
preparado adicionando cloreto de bario a acido sulfurico aquoso. A densidade do precipitado de sulfato de bario resultante pode ser
utilizada para aproximar a contagem de coldnias de uma suspensao preparada; a titulo de exemplo, McFarland 1 € o equivalente a
aproximadamente 3 x 108 UFC/mL. Tém sido utilizados outros padrées para medigio de densidades, incluindo o diéxido de titanio2
e suspensdes de particulas de latex.3

A medicgao da turvagéo pelo instrumento assenta na capacidade das particulas para dispersar a luz quando em suspensao. A
medigao desta luz dispersa denomina-se nefelometria.4 Para obter uma medigao rigorosa da densidade, deve utilizar-se um
método de calibragao fiavel.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O CrystalSpec Nephelometer mede a luz dispersa com um angulo de incidéncia de 90°. Consiste num instrumento em estato
sélido que usa um déodo emissor de luz como fonte de luz, e um detector fotodiodo. O instrumento foi desenvolvido utilizando
suspensdes bacterianas com concentragdes conhecidas (UFC/mL). As contagens de coldnias foram correlacionadas com unidades
de McFarland e o instrumento CrystalSpec foi programado para exibir a medicdo em unidades de McFarland. Os padroes de
calibragéo fornecidos com o instrumento foram desenvolvidos para garantir uma calibragéo rigorosa.

Antes de fazer uma medicdo com o CrystalSpec Nephelometer, o instrumento é calibrado utilizando os padrées fornecidos. Para
determinar o equivalente de McFarland de uma suspensao microbiana, coloca-se um tubo na camara de leitura e pressiona-se o
botdo de teste. Os resultados sdo depois exibidos no mostrador LCD em unidades de McFarland.

ESPECIFICAGOES:

Intervalo.......ccccooeieiiiieenns McFarland 0,5-4,0 Condigdes de Operagéao do Instrumento
Exactidao ... £0,2 Unidades de McFarland a Temperatura Ambiente ...................... 20a30°C
Reprodutibilidade................. +0,1 Unidade de McFarland Intervalo de Temperaturas de
Pilha......cooii Alcalina de 9 V Armazenamento (Instrumento e
Duragéo da Pilha................. 1 Ano (tipicamente) tubo de calibragdo)..........cccevviriiennenns 20a30°C
Tamanho do Tubo de Amostra.............. tubo de vidro com
base plana, de 16—17 mm
de didametro

Precaugoes: Diagndstico in vitro
Leia e cumpra rigorosamente todas as instrugdes antes de utilizar.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: CrystalSpec Nephelometer, incluindo um CrystalSpec Calibration Blank (Branco de Calibragdo CrystalSpec)
(B), CrystalSpec Calibration Standard (Padrao de Calibragdo CrystalSpec) (S), Adaptador para Amostras de Baixo Volume e pilha
de 9 volts.

Materiais Nao Fornecidos: Meios de cultura auxiliares e equipamento laboratorial necessario para preparar uma

suspensao bacteriana.

Instrugoes:

INSTALACAO E SUBSTITUICAO DA PILHA — Desembale o CrystalSpec Nephelometer e a pilha de 9 V. Inverta o instrumento e
retire a tampa do compartimento da pilha. Ligue a pilha e volte a colocar a tampa do compartimento da pilha.

Se estiver a substituir uma pilha descarregada, pressione um dos botdes (“Calibragéo” ou “Teste”) durante 3 s depois de retirar a
pilha descarregada.

Quando se instala inicialmente uma pilha, sera exibido “T” na janela leitura enquanto a avaliagdo interna estiver em curso. Este
“T” também ira aparecer quando uma pilha descarregada for substituida por uma pilha nova.

Quando instalar uma pilha nova, a interrupgéo do contacto antes do clipe da pilha estar fixo pode fazer com que deixe de ser
mostrado “T”. A unidade deve estar a funcionar adequadamente, mas em caso de duvida volte a instalar a pilha de acordo com as
instrugdes acima.

O instrumento CrystalSpec é dotado de um indicador interno de carga da pilha. Em conjunto com as leituras da amostra, é

exibida uma leitura de “B0” a “B5” na margem direita da janela, para indicar o nivel de carga da pilha. Uma pilha completamente
carregada ira exibir “B5”, uma pilha que necessite de substituicao ira exibir “B0”.



Quando a carga da pilha for de tal forma baixa que comprometa a integridade das leituras, sera exibido “X” e a pilha sera
totalmente descarregada pelo instrumento. O medidor ndo funciona até que a pilha seja substituida.

NOTA: Sempre que uma pilha for substituida ou desligada da unidade, o instrumento deve ser recalibrado.

PROCEDIMENTOS de CALIBRACAO — O instrumento CrystalSpec nao requer qualquer periodo de aquecimento, e esta pronto
para calibracéo e utilizagao imediatas. Com o instrumento, é fornecido um CrystalSpec Calibration Blank (B) e um CrystalSpec
Calibration Standard (S); utilize exclusivamente estes padrbes de calibragédo para a calibragdo. Existe uma verificagao de erros
interna que visa garantir a calibracdo adequada do instrumento.

O nefelémetro possui caracteristicas internas que minimizam a necessidade de calibragdes frequentes. A calibragdo s6 tem que ser
efectuada nas seguintes situagdes: (a) sempre que uma pilha seja substituida ou desligada, (b) Caso seja exibida a mensagem “E”
quando se efectua uma leitura e (c) Sempre que a leitura diaria, utilizando o Padrdo de Calibragao (S) ndo produzir 1,9, 2,0 ou 2,1.

| Consulte o Procedimento de Calibragao, Tabela 2, pagina 4 |

1. Se o volume de amostra a medir estiver entre 2,0 mL e 4,0 mL, introduza o Adaptador para Amostra de Volume Baixo fornecido
antes da calibragdo. Se o volume for superior a 4,0 mL, o Adaptador para Amostra de Volume Baixo ndo é necessario.

2. Para uma calibragédo mais facil, pressione o Botao de Calibragéo utilizando um dedo da méo esquerda e pressione o Botdo de
Teste utilizando um dedo da mao direita.

3. Asequéncia de presséao e libertagdo dos botdes é importante para uma calibragdo adequada e funcionamento rigoroso
do CrystalSpec.

4. Se durante a calibragdo os mostradores previstos ndo forem exibidos, depois do mostrador se apagar reinicie o procedimento
de calibragéo a partir do passo 1.

5. Se for obtida uma leitura de calibracéo (passo 8) diferente de “2,0”, retire o Padrao de Calibragao e limpe o exterior do tubo
com um Kimwipe ou pano limpo para remover qualquer mancha, impressoes digitais, etc. e volte a calibrar.

6. Nao é necessaria calibragao entre leituras de amostra; todavia, o CrystalSpec Calibration Standard (S) deve ser lido diariamente
como uma amostra. Se o padrao mostrar 1,9, 2,0 ou 2,1, o instrumento esta calibrado e ndo necessita de recalibragéo.

7. Acalibracdo deve ser estavel se as condicdes ambientes de temperatura e luz permanecerem relativamente constantes. Se
estas condicdes se alterarem, recomenda-se recalibragao.

8. Nao pressione o Botéo de Teste até que o procedimento de calibragéo se tenha concluido com sucesso (os passos 1 a 8 sejam
concluidos com sucesso), pois caso contrario o CrystalSpec nao sera calibrado correctamente e as leituras nao seréo validas.

PROCEDIMENTOS DE TESTE — Para as amostras, devem ser utilizados tubos de vidro com base plana, de 16-17 mm de
didmetro. Os microrganismos podem ser suspensos em agua, solugéo salina ou meio de crescimento transparente, de cor amarela
a castanho-clara (por exemplo, Caldo de Mueller-Hinton, TSB ou Caldo BHI). Nao se recomenda a utilizagao de outros liquidos
coloridos como meio de suspensao. E necessario um minimo de 2,0 mL de liquido.

1. Se o volume de amostra estiver entre 2,0 mL e 4,0 mL, introduza o Adaptador para Amostra de Volume Baixo. Se o volume for
superior a 4,0 mL, o Adaptador para Amostra de Volume Baixo nao é necessario.

2. Misture a amostra no vortex de deixe assentar durante um curto periodo de tempo caso observe bolhas. Podera bater
suavemente no tubo para ajudar a eliminar as bolhas. Introduza o tubo de teste no nefelémetro. Certifique-se de que o tubo foi
introduzido o mais longe possivel no instrumento.

3. Pressione e liberte o botao de teste [test tube graphic]. O resultado sera exibido em conjunto com a leitura do estado da pilha.

EXEMPLO: Para uma amostra de McFarland 1,0 e uma pilha descarregada que necessita de ser substituida, o mostrador
ira apresentar:
“1.0 MCFARLAND BO”.

4. Se a leitura for inferior ao previsto, ajuste a preparacdo da amostra com mais microrganismos ou utilize um diluente estéril se a
leitura for superior ao previsto. Misture a amostra no vortex e efectue uma nova leitura.

5. Repita o passo 4 até obter a turvagao desejada.
6. Repita os passos 2 e 5 (acima) para outras amostras.

RESULTADOS

O CrystalSpec Nephelometer exibe a medi¢cdo em unidades de McFarland. Estas leituras representam a densidade da suspensao
e podem ser usadas para calcular o valor de UFC/mL da suspenséo testada.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

O medidor deve ser calibrado com o CrystalSpec Calibration Blank (B) e CrystalSpec Calibration Standard (S) fornecidos.
A utilizagao de outros padrées ira resultar numa calibragdo inadequada do instrumento.

O CrystalSpec Standard s6 deve ser usado para calibragdo deste instrumento e ndo como uma aproximagéao visual, ou seja,
manual, relativamente a um padrdo de McFarland de sulfato de bario.

Nao utilize o CrystalSpec Nephelometer para medigbes fora do intervalo dos padrées de McFarland 0,5-4,0.
O instrumento ndo tem capacidade para medir volumes inferiores a 2,0 mL.

Para as amostras, devem ser utilizados tubos de vidro com base plana, de 16—17 mm de diametro.

Para a obtengéo dos melhores resultados, recomendamos pilhas alcalinas de 9 volts.

Nao utilize com exposicao directa a luz solar.



CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Procedeu-se a medigéo da reprodutibilidade do instrumento no decurso do tempo com padrdes em concentragdes equivalentes
a padrdes de turvagéo de McFarland 0,5, 1, 2, 3, e 4. Determinou-se que o erro para qualquer estimativa era de + 0,1 unidade
de McFarland.

Para determinar o rigor do CrystalSpec Nephelometer, foram efectuadas contagens de colonias em suspensbes de E. coli

ATCC 25922 preparadas em solucéo salina. Todos os testes foram efectuados em réplicas de cinco e a média das contagens da
placa constam da Tabela 1.

Tabela 1
McFarland UFC/mL x 108 Previstas UFC/mL x 108 Ajustadas* %CV
0,5 1,5 1,7 11,6
1,0 3,0 3,3 10,7
2,0 6,0 6,5 14,8
3,0 9,0 10,4 8,2
4*0 12,0 13,0 9,9

* Dada a dificuldade em obter a densidade de McFarland alvo exacta, estes resultados foram obtidos utilizando as leituras do
CrystalSpec e ajustando as UFC/mL observadas como se cada diluigéo tivesse sido o McFarland alvo.

**Utilizaram-se quatro replicadores para calcular as UFC/mL ajustadas e %CV.

GARANTIA: O CrystalSpec Nephelometer é garantido como estando isento de defeitos durante um ano a partir da data de compra.

RESOLUGAO DE PROBLEMAS E MANUTENGAO: N3o é necessaria qualquer manutengéo, a excepgao da substituicdo da pilha
quando o indicador da pilha mostra “B0” ou é exibido “E”, indicando uma pilha fraca.

Se for exibido “E”, foi a verificagdo de erro interna detectou um problema decorrente de utilizagéo inadequada, pilha descarregada
ou avaria electrénica. Se a calibragao e/ou substituicdo da pilha ndo corrigir o problema, entre em contacto com o seu
Representante local da BD.

APRESENTAGCAO

N.°de Cat. Descrigao
245015 BD CrystalSpec Calibration Blank e BD CrystalSpec Calibration Standard, caixa com uma unidade cada.
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Tabela 2
Procedimento de Calibragao

Passo / Botao Accao Mostrador
1. Calibragcao (Quando o mostrador esta apagado)
. Pressione e mantenha o botéao
g pressionado até ao Passo 3
2. Test Pressione o botéo e Liberte B
3. Calibracéao Liberte o Botao B
).0
4. Introduza o Branco de Calibragéo, “B”
5. Calibracao Pressione o botdo e Liberte S
).t
6. Retire o Branco de Calibragao, “B”
7. Introduza o Padréo de Calibracao, “S”
8. Calibracao Pressione o botdo e Liberte 2,0 MCFARLAND
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