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NAMJENA
CrystalSpec Nephelometer (CrystalSpec nefelometar) prijenosni je uređaj koji koristi baterijsko napajanje, a proizveden je za 
mjerenje zamućenosti mikrobnih otopina koje odgovaraju McFarland standardima 0,5 do 4,0. Instrument se može koristiti za sve 
laboratorijske postupke koji zahtijevaju podešavanje gustoće inokulata unutar ovog raspona.

SAŽETAK I OBJAŠNJENJE
Vizualna usporedba otopina organizama prema standardima zamućenosti prihvaćena je metoda za određivanje gustoće 
organizama. Najuvrježeniji standard je McFarland standard.1 McFarland standard priprema se dodavanjem barijevog klorida 
vodenastoj sumpornoj kiselini. Gustoća taloga barijevog sulfata koji nastaje može se koristiti za približno određivanje broja kolonija 
u pripremljenoj otopini; npr., McFarland 1 odgovara približno 3 x 108 CFU/mL. Ostali standardi koriste se za mjerenja gustoće, 
uključujući titan dioksid2 i otopine čestica lateksa.3

Mjerenje zamućenosti pomoću instrumenta počiva na sposobnosti čestica da raspršuju svjetlost u otopini. Mjerenje ove raspršene 
svjetlosti naziva se nefelometrija.4 Za postizanje preciznih rezultata mjerenja gustoće treba koristiti pouzdanu metodu kalibracije.

NAČELA POSTUPKA
CrystalSpec nefelometar mjeri raspršenu svjetlost koja pada pod kutom od 90°. To je instrument s krutim kućištem koji koristi 
svjetleću diodu kao izvor svjetlosti i detektor s fotodiodama. Instrument je razvijen korištenjem bakterijskih otopina poznatih 
koncentracija (CFU/mL). Brojevi kolonija dovedeni su u uzajamnu vezu s McFarland jedinicama te je CrystalSpec instrument 
programiran za prikazivanje rezultata mjerenja u McFarland jedinicama. Standardi kalibracije priloženi uz instrument razvijeni su 
kako bi osigurali preciznu kalibraciju.
Prije mjerenja pomoću CrystalSpec nefelometra instrument se kalibrira korištenjem isporučenih standarda. Za određivanje 
ekvivalenta mikrobne otopine prema McFarland standardu, epruvetu treba staviti u komoru za očitavanje vrijednosti i pritisnuti gumb 
za aktiviranje ispitivanja. Rezultati se potom prikazuju na LCD zaslonu u McFarland jedinicama.

SPECIFIKACIJE:

Raspon............................................ McFarland 0,5– 4,0 Okoliš u kojem se koristi instrument
Preciznost........................................ ± 0,2 McFarland jedinica Uvjeti za rad.................................................... 20 do 30 °C
Reproduktivnost.............................. ± 0,1 McFarland jedinica Raspon temperature za čuvanje
Baterija ........................................... Alkalna, 9 V (Instrument i epruveta za kalibraciju).............. 20 do 30 °C
Vijek trajanja baterije....................... 1 godina (uobičajeno) Veličina epruvete koja služi kao uzorak.......... staklena epruveta s

	 ravnim dnom  
	 promjera 16–17 mm

Mjere opreza: in vitro dijagnostika
Pročitajte sve upute prije korištenja i pridržavajte se istih.

POSTUPAK
Priloženi materijal: CrystalSpec nefelometar, uključujući CrystalSpec slijepi kalibracijski standard (Calibration Blank) (B), 
CrystalSpec kalibracijske standarde (Calibration Standard) (S), adapter za uzorke malog volumena i baterija od 9 volti.
Materijal koji se nabavlja zasebno: Hranjive podloge za dodatne stanične kulture i oprema potrebna za pripremu bakterijske otopine.

Upute:
UMETANJE I ZAMJENA BATERIJE – Raspakirajte CrystalSpec nefelometar i bateriju od 9 V. Okrenite instrument i skinite poklopac 
odjeljka za baterije. Priključite bateriju i vratite poklopac na mjesto.
Ako mijenjate praznu bateriju, pritisnite jedan od gumba („Kalibracija” ili „Ispitivanje”) i držite ga 3 sekunde nakon što izvadite 
praznu bateriju.
Nakon inicijalnog umetanja baterije u prozoru za prikaz prikazuje se „T” za vrijeme trajanja postupka interne analize. Slovo „T” 
također se prikazuje prilikom zamjene prazne baterije novom baterijom.
Prilikom umetanja nove baterije, prekid kontakta prije osiguravanja spojnice baterije može uzrokovati da se slovo „T” više ne 
prikazuje u prozoru. Jedinica bi trebala ispravno funkcionirati, no u slučaju da sumnjate u ispravan rad, ponovno umetnite bateriju 
kako je opisano gore u tekstu.
Instrument CrystalSpec ima unutarnji pokazivač napunjenosti baterije. Zajedno s rezultatima očitavanja uzoraka, u krajnjem 
desnom kutu prozora prikazuju se očitanja od „B0” do „B5” za prikaz razine napunjenosti baterije. Za potpuno napunjenu bateriju 
prikazuje se „B5”, a za bateriju koju treba zamijeniti „B0”.
U slučaju da je napunjenost baterije toliko niska da ugrožava integritet rezultata očitavanja, prikazuje se „X”, a instrument prazni 
bateriju u potpunosti. Brojač ne radi sve dok se ne zamijeni baterija.
NAPOMENA: Svaki put kada se zamijeni baterija ili se izvadi iz jedinice, instrument treba ponovno kalibrirati.
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POSTUPAK KALIBRACIJE – Instrument CrystalSpec ne zahtijeva razdoblje zagrijavanja i spreman je za kalibraciju i 
korištenje. CrystalSpec slijepi kalibracijski standard (B) i CrystalSpec kalibracijski standard (S) isporučuju se uz instrument; 
za kalibraciju koristite isključivo ove kalibracijske standarde. Interna kontrola pogrešaka vrši se kako bi se zajamčila ispravna 
kalibracija instrumenta.
Nefelometar ima unutarnje značajke koje minimaliziraju potrebu čestih kalibracija. Kalibraciju treba provoditi samo u sljedećim 
uvjetima: (a) svaki put prilikom vađenja ili isključivanja baterije, (b) u slučaju da se prikaže poruka „E” prilikom očitavanja rezultata 
te (c) svaki put kada dnevno očitavanje rezultata pomoću kalibracijskih standarda (S) ne daje rezultat 1,9, 2,0 ili 2,1. 

Pogledajte postupak kalibracije, tablica 2 na stranici 4.

1.	 Ako volumen uzorka koji treba izmjeriti iznosi između 2,0 mL i 4,0 mL, prije kalibracije umetnite isporučeni adapter za uzorke 
malenog volumena. U slučaju da je volumen veći od 4,0 mL, adapter za uzorke malenog volumena nije potreban.

2.	 Za jednostavno provođenje postupka kalibracije pritisnite gumb za kalibraciju prstom lijeve ruke, a prstom desne ruke pritisnite 
gumb za ispitivanje.

3.	 Redoslijed pritiskanja i otpuštanja važan je za propisno provođenje postupka kalibracije i ispravno funkcioniranje 
instrumenta CrystalSpec.

4.	 U slučaju da se očekivani prikazi ne prikažu tijekom postupka kalibracije, nakon što se sve izbriše sa zaslona, ponovno 
pokrenite postupak kalibracije počevši od koraka 1.

5.	 Ako se očita rezultat (korak 8) koji ne iznosi „2,0”, uklonite kalibracijski standard i obrišite vanjski dio epruvete vlažnom 
maramicom Kimwipe ili čistom krpom kako biste uklonili sve mrlje, otiske prstiju itd. te ponovno pokrenite kalibraciju.

6.	 Kalibracija između očitavanja uzoraka nije potrebna; međutim, CrystalSpec kalibracijski standard (S) treba očitati kao uzorak 
jednom dnevno. Ako standard pokazuje rezultat 1,9, 2,0 ili 2,1, instrument je kalibriran i ne zahtijeva ponovni postupak kalibracije.

7.	 Kalibracija bi trebala biti stabilna ako su uvjeti temperature i svjetlosti u okolišu stalni. U slučaju da dođe do promjene ovih 
uvjeta, preporučuje se ponovno izvršiti kalibraciju.

8.	 Ne pritišćite gumb za ispitivanje dok se postupak kalibracije ne izvrši uspješno (koraci 1–8 su uspješno dovršeni). U suprotnom 
instrument CrystalSpec neće biti ispravno kalibriran, a rezultati očitavanja neće biti ispravni.

POSTUPCI ZA ISPITIVANJE – Za uzorke treba koristiti prozirne staklene epruvete s ravnim dnom promjera 16–17 mm. Organizmi 
se mogu otopiti u vodi, fiziološkoj otopini ili bistroj hranjivoj podlozi žute do svijetlosmeđe boje (npr., Mueller-Hinton bujon, TSB ili 
BHI bujon). Ne preporučuje se korištenje ostalih obojenih tekućina kao otapala. Potreban je minimalni volumen od 2,0 mL.
1.	 U slučaju da je volumen uzorka između 2,0 mL i 4,0 mL, umetnite adapter za uzorke malenog volumena. U slučaju da je 

volumen veći od 4,0 mL, adapter za uzorke malenog volumena nije potreban.
2.	 Vorteks mikserom promiješajte testni uzorak i ostavite ga kratko sa strane u slučaju da u njemu ima mjehurića. Lagano kucnite 

epruvetu prstom kako bi se mjehurići što prije raspršili. Umetnite testnu epruvetu s uzorkom u nefelometar. Provjerite je li 
epruveta umetnuta u instrument do kraja.

3.	 Pritisnite i otpustite gumb za ispitivanje [slika testne epruvete]. Rezultat se prikazuje zajedno s rezultatom očitavanja 
statusa baterije.
PRIMJER:	� Za uzorak od 1,0 McFarlanda i bateriju koju treba zamijeniti na zaslonu se prikazuje:  

„1.0 MCFARLAND        B0”.
4.	 Prilagodite pripravak uzorka s više organizama ako su rezultati očitavanja niži od očekivanih ili sa sterilnim razrjeđivačem ako 

su rezultati očitavanja viši od očekivanih. Vorteks mikserom promiješajte uzorak i ponovno očitajte vrijednost.
5.	 Ponavljajte korak 4 dok se ne postigne željena zamućenost.
6.	 Ponovite korake 2–5 (gore u tekstu) za pripremu dodatnih uzoraka.

REZULTATI
CrystalSpec nefelometar prikazuje rezultate mjerenja u McFarland jedinicama. Ovi rezultati očitavanja predstavljaju gustoću 
otopine i mogu se koristiti za procjenu broja CFU/mL u otopini koja se ispituje.

OGRANIČENJA POSTUPKA
Brojač treba kalibrirati pomoću isporučenog CrystalSpec slijepog kalibracijskog standarda (B) i CrystalSpec kalibracijskog 
standarda (S). Korištenje drugih standarda rezultirat će neispravnom kalibracijom instrumenta.
CrystalSpec standard treba koristiti samo za kalibraciju ovog instrumenta, a ne za vizualnu, odnosno ručnu aproksimaciju 
McFarland standardu za barijev sulfat.
Ne koristite CrystalSpec nefelometar za rezultate mjerenja izvan raspona McFarland standarda 0,5–4,0.
Volumene manje od 2,0 mL nije moguće mjeriti u instrumentu.
Za uzorke treba koristiti prozirne staklene epruvete s ravnim dnom promjera 16–17 mm.
Za najbolje rezultate preporučujemo korištenje alkalnih baterija od 9 V.
Ne koristite instrument na izravnoj sunčevoj svjetlosti.
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RADNA SVOJSTVA
Reproduktivnost instrumenta izmjerena je pomoću standarda pri koncentracijama jednakim McFarland standardima zamućenosti 
0,5, 1, 2, 3 i 4. Utvrđeno je da pogreška za svaku procjenu iznosi ± 0,1 McFarland jedinica.
Za određivanje preciznosti CrystalSpec nefelometra izračunat je broj kolonija u otopinama bakterije E. coli ATCC 25922 
pripremljenim u fiziološkoj otopini. Svako ispitivanje ponovljeno je pet puta, a prosječna vrijednost broja ploča navedena je u tablici 1.
Tablica 1	

McFarland Očekivani broj CFU/mL x 108 Prilagođeni broj* CFU/mL x 108 Koeficijent 
varijabilnosti u %

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

*  �Zbog poteškoća u postizanju precizne ciljne gustoće prema McFarland standardu, ovi su rezultati dobiveni korištenjem 
CrystalSpec rezultata očitavanja i prilagođavanjem dobivenog broja CFU/mL kao da je svaka otopina iznosila ciljnu McFarland 
vrijednost.

**Četiri replikatora korištena su za izračunavanje prilagođenog broja CFU/mL i postotka koeficijenta varijabilnosti.

JAMSTVO: CrystalSpec nefelometar ima jamstvo na ispravan rad bez nastajanja kvarova u razdoblju od jedne godine od dana 
nabave instrumenta.
ODRŽAVANJE I RJEŠAVANJE PROBLEMA: Postupci održavanja nisu potrebni, osim zamjene baterije kada pokazivač baterije 
pokazuje „B0” ili je prikazano slovo „E” koje ukazuje da je baterija pri kraju.
Ako se na zaslonu prikazuje „E”, interna kontrola pogrešaka otkrila je problem uzrokovan nepropisnim korištenjem, praznom 
baterijom ili elektroničkim kvarom. Ako kalibracija i/ili zamjena baterije ne riješi problem, obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD.

DOSTUPNOST
Kat. br. 	 Opis
245015	 BD CrystalSpec Calibration Blank i BD CrystalSpec Calibration Standard, po kutija od svakog.

REFERENCE
1.	� McFarland, J. 1907. The nephelometer: an instrument for estimating the number of bacteria in suspensions used for calculating 
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2.	� Roessler, W.G., and C.R. Brewer. 1967. Permanent turbidity standards. Appl. Microbiol. 15:1114–1121.
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Tehnički servis i podrška: obratite se lokalnom predstavniku tvrtke BD ili posjetite www.bd.com/ds.
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Tablica 2
Postupak kalibracije

Korak/Gumb Radnja Zaslon

1.	 Kalibracija (Kada je zaslon prazan)  
Pritisnite i držite gumb do koraka 3

2.	 Ispitivanje Pritisnite i otpustite gumb B

3.	 Kalibracija Otpustite gumb B

4. Umetnite slijepi kalibracijski 
standard, „B”

5.	 Kalibracija Pritisnite i otpustite gumb S

6.	 Izvadite slijepi kalibracijski 
standard, „B”

7.	 Umetnite kalibracijski standard, „S”

8.	 Kalibracija Pritisnite i otpustite gumb 2,0 MCFARLAND
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