Инструкция по применению набора реагентов Glucatel® для определения наличия глюканов

Процедура измерения по конечной точке (для диапазона 5 -  40 пг/мл)

Подготовка реагентов

1. Подготовка стандартного раствора: Содержание β-глюкана указано на этикетке флакона. Добавьте необходимое количество Reagent Grade Water (далее RGW) во флакон со стандартом глюкана (Pachyman) для приготовления раствора 100 пг/мл  (объем воды, который необходимо добавить указан на этикетке флакона). Поставьте в Vortex по крайней мере на 1 минуту для получение гомогенной суспензии.

2. Подготовьте раствор с содержанием 40 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 600 мкл RGW и 400 мкл раствора (1).

Замечание: выдавливайте содержание наконечника медленно чтобы содержимое выдавилось полностью
3. Подготовьте раствор с содержанием 20 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (2).

4. Подготовьте раствор с содержанием 10 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (3).

5. Подготовьте раствор с содержанием 5 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (4).

6. Разведите 1 флакон реагента Glucatel в 2,8 мл буфера Pyrosol, аккуратно круговым движением перемешайте содержимое для полного растворения (не пользуйтесь Vortex)
Используйте разведенный Glucatell реагент в течение 10 минут или поместите в холодильник для того чтобы увеличить время использования до 2 часов.

7. Подготовка диазо-связывающих реагентов:

a. Добавьте 1N HCl (флакон 1А) к нитриту натрия (флакон 1)

b. Добавьте 4 мл RGW к сульфамату аммония (флак.2)

c. Добавьте содержание флакона 3A (N-methyl-Pyrrolidinone) к флакону 3 (NEDA)

Полученные растворы должны быть использованы в тот же день.

Отрицательные и стандартные пробы проверяются по 2 или 3 раза по следующей процедуре

1. Добавьте 50 мкл стандартного раствора с содержанием 40 пг/мл в ячейки B2, B3
2. Добавьте 50 мкл стандартного раствора с содержанием 20 пг/мл в ячейки C2, C3
3. Добавьте 50 мкл стандартного раствора с содержанием 10 пг/мл в ячейки D2, D3

4. Добавьте 50 мкл стандартного раствора с содержанием 5 пг/мл в ячейки E2, E3

5. Добавьте 50 мкл RGW в ячейки F2, F3
Процедура измерения по конечной точке

1. Добавьте 50 мкл исследуемого материала в исследуемую ячейку.
2. Добавьте 50 мкл Glucatell реагента в каждую ячейку при помощи дозатора. Закройте крышку плашки и потрясите слегка постучав по краям. Поместите плашку в нагревательный прибор или в plate reader разогретый до температуры 37°С ± 1°С на необходимое время. Время указано в сертификате анализа для разных вариантов кривых графика.
3. Остановите реакцию путем добавления 50 мкл нитрита натрия (флакон 1) при помощи дозатора. Затем добавьте один за другим 50 мкл сульфамата аммония (флакон 2) и 50 мкл NEDA (флакон 3), каждый раз используя новый наконечник для дозатора. Изменение цвета происходит мгновенно. Поместите открытую плашку в microplate reader и произведите измерение оптической плотности при длине волны 540 – 550 нм.

4. Используя программу для microplate reader постройте стандартный график для определения концентрации (1,3)-β-D-глюкана в исследуемых ячейках.
Пример:

См.версию на английском языке.

Процедура измерения кинетическим методом по скорости изменения измерений (для диапазона 3,125 -  50 пг/мл)

Пример построения стандартного графика
Стандарт глюкана разбавляется в RGW для  получения раствора с содержанием 100 пг/мл.

1. Растворите стандарт глюкана с необходимым количеством RGW (необходимое количество зависит от серии, поэтому оно указывается на этикетке флакона) для получения содержания 100 пг/мл и поместите в Vortex для тщательного перемешивания.

2. Подготовьте раствор с содержанием 50 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (1).

Замечание: выдавливайте содержание наконечника медленно чтобы содержимое выдавилось полностью

3. Подготовьте раствор с содержанием 25 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (2).

4. Подготовьте раствор с содержанием 12,5 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (3).

5. Подготовьте раствор с содержанием 6,25 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (4).

6. Подготовьте раствор с содержанием 3,125 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (5).

Внимание: Объем стандартного раствора, добавляемый в каждую ячейку в кинетическом методе равен 25 мкл, что составляет половину от объема, добавляемого в ячейку при методе измерений по конечной точке.
Отрицательные и стандартные пробы проверяются по 2 или 3 раза по следующей процедуре

(пример для трехкратной проверки)

1. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 50 пг/мл в ячейки B2, B3, B4.

2. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 25 пг/мл в ячейки C2, C3, C4.

3. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 12.5 пг/мл в ячейки D2, D3, D4.

4. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 6.125 пг/мл в ячейки E2, E3, E4.

5. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 3.125 пг/мл в ячейки F2, F3, F4.

6. Добавьте 25 мкл RGW в ячейки G2, G3, G4.

Подготовка и использование Glucatell лизата для кинетического метода
1. Настройте программу для измерения скорости изменения (mAbs/min).

2. Разведите 1 флакон Glucatell реагента с 2,8 мл RGW и затем добавьте 2,8 мл буфера Pyrosol. Аккуратно круговым движением перемешайте содержимое для полного растворения (не пользуйтесь Vortex). 

Используйте разведенный Glucatell реагент в течение 10 минут или поместите в холодильник для того чтобы увеличить время использования до 2 часов.

3. Добавьте 25 мкл исследуемого образца в ячейку для которой будет определяться содержание.

4. Добавьте 100 мкл Glucatell реагента в каждую ячейку используя дозатор. Поместите открытую плашку в plate reader разогретый до температуры 37°С ± 1°С и встряхивайте минимум 5 секунд перед определением оптической плотности при длине волны 405 нм или 405 нм за вычетом 490 нм фонового значения (если это возможно на используемом оборудовании и программном обеспечении). Установите программу на определение плотности каждые 10 или 30 секунд в течение рекомендованного времени теста. Рекомендованное время теста указывается в сертификате анализа в зависимости от выбранного графика.
5. При помощи программного обеспечения plate reader постройте стандартный график для определения концентрации (1,3)-β-D-глюкана в исследуемых ячейках.
Пример:

См.версию на английском языке.

Процедура измерения кинетическим методом по времени достижения заданной оптической плотности (для диапазона 3,125 -  100 пг/мл)

Glucatell может быть использован также и в кинетическом методе с измерением времени достижения исследуемым образцом заданной оптической плотности с построением log – log графика результатов измерений времени достижения заданной оптической плотности в сравнении с известными значениями для стандартных концентраций. Период измерений для достижения оптической плотности 0,03 единиц обычно устанавливается в 60 минут для получения графика по  крайней мере по 3 точкам в диапазоне от 500 до 3,125 пг/мл. Могут быть использованы различные значения оптической плотности, периода измерений и диапазон концентраций, если выполняются критерии 1, 2 и 3 рекомендаций для проведения теста (см.ниже).
Пример построения стандартного графика
Стандарт глюкана разбавляется в RGW для  получения раствора с содержанием 100 пг/мл.

1. Растворите стандарт глюкана с необходимым количеством RGW (необходимое количество зависит от серии, поэтому оно указывается на этикетке флакона) для получения содержания 100 пг/мл и поместите в Vortex для тщательного перемешивания.

2. Подготовьте раствор с содержанием 50 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (1).

3. Замечание: выдавливайте содержание наконечника медленно чтобы содержимое выдавилось полностью

4. Подготовьте раствор с содержанием 25 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (2).

5. Подготовьте раствор с содержанием 12,5 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (3).

6. Подготовьте раствор с содержанием 6,25 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (4).

7. Подготовьте раствор с содержанием 3,125 пг/мл путем смешивания в чистой от глюканов пробирке 400 мкл RGW и 400 мкл раствора (5).

Внимание: Объем стандартного раствора, добавляемый в каждую ячейку в кинетическом методе равен 25 мкл, что составляет половину от объема, добавляемого в ячейку при методе измерений по конечной точке.
Отрицательные и стандартные пробы проверяются по 2 или 3 раза по следующей процедуре

(пример для трехкратной проверки)

1. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 100 пг/мл в ячейки B2, B3, B4.

2. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 50 пг/мл в ячейки C2, C3, C4.

3. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 25 пг/мл в ячейки D2, D3, D4.

4. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 12,5 пг/мл в ячейки E2, E3, E4.

5. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 6,25 пг/мл в ячейки F2, F3, F4.

6. Добавьте 25 мкл стандартного раствора с содержанием 3,125 пг/мл в ячейки G2, G3, G4.

7. Добавьте 25 мкл RGW в ячейки B5, B6, B7.

Подготовка и использование Glucatell лизата для кинетического метода

1. Настройте программу для измерения времени достижения заданной оптической плотности на 0,03 единиц оптической плотности. Время достижения заданной оптической плотности обозначает временной интервал за который исследуемая смесь достигает заданного значения оптической плотности.
2. Разведите 1 флакон Glucatell реагента с 2,8 мл RGW и затем добавьте 2,8 мл буфера Pyrosol. Аккуратно круговым движением перемешайте содержимое для полного растворения (не пользуйтесь Vortex). 

Используйте разведенный Glucatell реагент в течение 10 минут или поместите в холодильник для того чтобы увеличить время использования до 2 часов.

3. Добавьте 25 мкл исследуемого образца в ячейку для которой будет определяться содержание.

4. Добавьте 100 мкл Glucatell реагента в каждую ячейку используя дозатор. Поместите открытую плашку в plate reader разогретый до температуры 37°С ± 1°С и встряхивайте минимум 5 секунд перед определением оптической плотности при длине волны 405 нм или 405 нм за вычетом 490 нм фонового значения (если это возможно на используемом оборудовании и программном обеспечении). Установите программу на определение плотности каждые 10 или 30 секунд в течение 60 минут при температуре 37°С.
5. При помощи программного обеспечения plate reader постройте стандартный log-log график для определения концентрации (1,3)-β-D-глюкана в исследуемых ячейках.
Пример:

См.версию на английском языке.

Рекомендации по проведению теста

Необходимо пользоваться нижеперечисленными рекомендациями для оценки корректности проведения и результатов теста с использованием Glucatell реагентов. Нижеперечисленные критерии являются минимальным набором критериев, которые должны быть удовлетворены, для обеспечения корректности результатов теста.

1. Коэффициент корреляции
Необходимо чтобы коэффициент корреляции полученных измерений был 0,98 или выше, как при проведении теста методом измерений по конечной точке, так и кинетическим методом. Невозможность получить значение |r| минимум 0,98 может означать техническую проблему и наличие загрязнений в материалах.
2. Проверка значений концентрации глюканов для стандартных образцов
Необходимо проверять вычисленные значения концентрации глюканов в стандартных образцах с их известными значениями. Средние вычисленные значения должны быть в допустимых пределах погрешности измерений установленных лабораторией.

3. Тест на искусственное загрязнение (Spike)
Тест на искусственное загрязнение исследуемого продукта считается корректным при значениях концентрации глюкана в интервале 50-200% от ожидаемого значения. Случай непопадания значения в заданный интервал свидетельствует о возможном влиянии дополнительных факторов, усиливающих или ослабляющих реакцию.  Если обнаружены постороннее влияние, подходящим способом его устранения может являться растворение образцов.
4. pH диапазон

Буфер, используемый для разведения Glucatell имеет следующие параметры – 0,2M Tris, pH 7,4 при 37°С. Если анализируемый образец может значительно изменить уровень pH, необходимо развести его или скорректировать уровень pH так чтобы product spike recovery был в диапазоне 50% - 200%.

5. Биологические образцы

Образцы содержащие serine protease должны быть деактивированы для того чтобы исключить их влияние на измерение содержания глюканов.
