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Empfindlichkeit (Gliadin), Bier 0,03 ppm
Empfindlichkeit (Gliadin), sonstige 0,3 ppm
Wiederfindung 85 - 98%
Inkubationszeit 60 min
Allgemeines

Gluten ist der Hauptbestandteil der Proteinfraktion
von Getreiden und setzt sich etwa zu gleichen Teilen
aus den beiden Proteinklassen Prolamin (Gliadin)
und Glutenin zusammen. Durch seine besonderen
physikochemischen Eigenschaften und seinen nied-
rigen Preis findet sich Gluten nicht nur in Getreide-
produkten, sondern auch in anderen Lebensmitteln
wie Wurstprodukten und Eiscreme sowie in Medika-
menten und Korperpflegemitteln, wo es als Binde-
und Streckmittel eingesetzt wird.

Fir einige Personen hat Gluten eine pathologische
Wirkung (Zéliakie). Dieser Personenkreis ist auf eine
streng glutenfreie Diat angewiesen. In der Europai-
schen Union ist ein Grenzwert von 20 ppm Gluten flr
als ,glutenfrei” deklarierte Produkte bzw. 100 ppm
Gluten flr mit ,sehr geringer Glutengehalt* gekenn-
zeichnete Produkte festgelegt. Um Glutenriick-
stdnde detektieren zu kdénnen, bedarf es sensitiver
Nachweissysteme.

Der Gold Standard Diagnostics Gliadin/Gluten Test
stellt ein hochsensibles Nachweissystem dar und ist
insbesondere zur Quantifizierung von Gliadin-/Glu-
tenrickstdnden in Backwaren, Babynahrung, Bier,
Fleisch und Schokolade geeignet.

Testprinzip

Der Gold Standard Diagnostics Gliadin/Gluten Test
basiert auf dem Prinzip des Enzymimmunoassay
(EIA). Ein gegen Gliadin - der I8slichen Fraktion des
Glutens - gerichteter Antikorper ist auf der Oberfla-
che der Mikrotiterplatte gebunden. Darauf wird die
Gliadin enthaltende Probe bzw. Standards in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben. Nach ei-
ner 20-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur
wird die Platte mit verdiinntem Waschpuffer gewa-
schen, um nichtgebundenes Material zu entfernen.
Ein Peroxidase-markierter, gegen Gliadin gerichteter
zweiter Antikdrper wird in die Vertiefungen pipettiert.
Nach einer weiteren 20-miniitigen Inkubation wird er-
neut gewaschen. Eine Substratldsung wird hinzupi-
pettiert und 20 Minuten inkubiert, wodurch in den
Vertiefungen ein blauer Farbstoff entwickelt wird. Die
Farbentwicklung wird durch Zugabe einer Stopp-L6-
sung beendet, wobei ein Farbumschlag von blau
nach gelb stattfindet. Die resultierende Farbe wird
spektrophotometrisch bei 450 nm gemessen. Die
Gliadinkonzentration ist der Intensitat der Farbung
direkt proportional. Aufgrund der gleichen Anteile
von Gliadin und Glutenin in Weizen-Gluten wird die
Glutenkonzentration durch Multiplikation mit dem
Faktor 2 berechnet.
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VorsichtsmaRhahmen

Die volle Ubereinstimmung mit den folgenden Regeln
fur eine gute Laborpraxis (GLP) wird zu vertrauens-
wirdigen Ergebnissen flihren:

1.

Vor der Testdurchflihrung missen alle Reagen-
zien auf Raumtemperatur gebracht werden
(20°C-25°C).

Alle Reagenzien sollten vor der Verwendung durch
leichtes Kippen oder Schwenken gemischt wer-
den. Die Erzeugung von Schaum sollte dabei ver-
mieden werden.

Wenn mit der Testdurchfiihrung einmal begonnen
ist, sollten alle nachfolgenden Schritte ohne Unter-
brechung und innerhalb der empfohlenen Zeit-
grenzen vollzogen werden.

Unmittelbar nach Entnahme der Reagenzien soll-
ten die Flaschen wieder mit ihren Stopfen ver-
schlossen werden. Die Verschliisse dirfen nicht
verwechselt werden!

Fir jede Probe muss eine separate Einmal-Pipet-
tenspitze verwendet werden, um eine Verschlep-
pung bzw. Kreuzkontamination zu vermeiden.

Alle Proben und Standards sollten gleichzeitig ge-
testet werden, so dass die Bedingungen fiir alle
identisch sind.

Komponenten von verschiedenen Chargen dirfen
nicht verwendet oder gemischt werden.

Reagenzien dirfen nach der Verfallszeit nicht be-
nutzt werden.

Es sollten sténdig die Préazision und die Richtigkeit
flir die Laborgerate kontrolliert werden, die man fir
das Testverfahren benutzt (Mikropipetten,
Washer, ELISA-Reader, etc.).

Gesundheits- und Sicherheitsvorschriften

1.

Im Laboratorium darf nicht geraucht, gegessen
und getrunken werden. Das Pipettieren mit dem
Mund ist nicht zuldssig.

Beim Einsatz von Proben menschlichen Ur-
sprungs missen Einmalhandschuhe getragen
werden.

Der Kontakt der Stopp-Lésung mit Haut und
Schleimhéauten sollte vermieden werden, da mdg-
liche Reizungen, Verbrennungen oder Vergif-
tungsgefahr auftreten kénnen. Sollte ein Kontakt
entstehen, muss der betroffene Bereich mit ausrei-
chend Wasser abgesplilt werden.

4. Die Handhabung und die Beseitigung von chemi-
schen Produkten muss nach den Richtlinien fir
eine gute Laborpraxis (GLP) erfolgen.

Reagenzien

Der Kit enthalt Reagenzien fiir 96/48 Bestimmungen.
Sie missen bei 2-8°C gelagert werden. Das Verfalls-
datum ist auf jeder Komponente sowie auf der Ver-
packung angegeben.

1. Mikrotiterplatte mit 96/48 Kavitaten (12/6 Streifen
mit je 8 Vertiefungen, einzeln abbrechbar), be-
schichtet mit anti-Gliadin.

2. Gliadin Standards: 1 x 5 Flaschchen mit je 2,0 mL
(0, 2, 6, 20, 60 ppm Gliadin), rot eingeféarbt, ge-
brauchsfertig.

3. Konjugat (anti-Gliadin-Peroxidase), 15/7,5 mL,
rot eingefarbt, gebrauchsfertig.

4. Substratlésung (TMB), 15 mL, gebrauchsfertig.

5. Stopp-Lésung (0,5 M H2S04), 15 mL, gebrauchs-
fertig.

6. Verdiinnungspuffer (TRIS), 60 mL als 10x-Kon-
zentrat, rot eingefarbt. Gebrauchslésung: 1+9 mit
dest. Wasser verdiinnen. Der verdiinnte Puffer ist
bei 4°C mindestens eine Woche haltbar. Falls bei
der gekiihlten Lagerung Kristalle ausfallen soll-
ten, das Konzentrat 15 Minuten im Wasserbad
(37°C) erwarmen.

7. Waschlésung (PBS + Tween 20), 60 mL als 10x-
Konzentrat. Gebrauchslosung: 1+9 mit dest.
Wasser verdinnen. Der verdiinnte Puffer ist bei
4°C mindestens 4 Wochen haltbar. Falls bei der
gekihlten Lagerung Kristalle ausfallen sollten,
das Konzentrat 15 Minuten im Wasserbad (37°C)
erwarmen.

8. Zwei Plastikfolien zur Abdeckung der Streifen
wahrend der Inkubation.

9. Ein wiederverschlieRbarer Plastikbeutel fir die
Lagerung unbenutzter Streifen.

10.Arbeitsanleitung.
Zusétzlich benétigte Gerate und Reagenzien

Geréte

5-1000 pL-Mikropipetten
Mikrotiterplatten-Photometer (450 nm)
Ultra-Turrax oder Mixer

Zentrifuge



Reagenzien

m  Ethanol (40%)
m bidestilliertes Wasser
m ggf. Magermilchpulver

Probenvorbereitung

Aufgrund der hohen Gefahr von Kreuzkontaminatio-
nen missen alle verwendeten Arbeitsgerate wie Spa-
tel, Morser, Glasgeféalle etc. vor und nach jeder Probe
griindlich gereinigt werden. Es wird empfohlen, die
Reihenfolge der Extraktionen festzuhalten, um even-
tuelle Kreuzkontaminationen durch Vor-extrakte bes-
ser identifizieren zu kénnen.

Folgende Probenvorbereitung sollte fiir Bierproben
angewandt werden:

1. Bier durch z.B. Ultraschall entgasen.

2. 100 pL Bier werden mit 4,9 mL verdiinntem Pro-
benverdunner verdiinnt.

3. Die Proben werden bei mindestens 2500 g fir
10 min zentrifugiert, der partikelfreie Uberstand
wird im Test verwendet.

Folgende Probenvorbereitung sollte fiir alle brigen
Arten von Proben angewandt werden:

1. Um eine mdglichst homogene und reprasentative
Probennahme zu gewahrleisten, sollten mindest-
ens 5 g Probe in einem Moérser, Schlagmihle etc.
fein zermahlen und gut durchgemischt werden.

2. Von dieser Mischung wird 1 g enthommen und in
10 mL 40%igem Ethanol suspendiert. Bei Extrak-
tion Tannin-haltiger Proben wie z.B. Schokolade
wird vor der Suspension zusétzlich 1 g Mager-
milchpulver hinzugefligt. AnschlieRend wird die
Suspension fur 5 min bei Raumtemperatur ge-
schittelt, um eine gute Durchmischung zu gewahr-
leisten.

3. Die Proben werden bei mindestens 2500 g fur
10 min zentrifugiert. Sollte sich der Uberstand an-
schlieBend nicht partikelfrei abtrennen lassen,
kann gegebenenfalls noch einmal filtriert werden.

4. Die partikelfreie Lésung wird anschlieBend 1:50
mit verdiinntem Probenverdiinner verdinnt (z.B.
20 pL Uberstand und 980 pL Probenverdiinner).

Sollte das Ergebnis des Tests oberhalb des Messbe-
reichs liegen, kann die Lésung gegebenenfalls mit
Probenverdiunner weiter verdinnt und erneut be-
stimmt werden.

Testdurchfiihrung

Der Waschpuffer liegt als 10faches Konzentrat vor
und muss vor dem Gebrauch 1+9 mit bidestilliertem
Wasser verdiinnt werden.

Die gebrauchsfertigen Standards sollten in jedem
Fall im Doppelansatz bestimmt werden. Bei grolie-
ren Mengen von Proben sollten die Standards ein-
mal vor und einmal nach den Proben pipettiert und
der Mittelwert zur Auswertung herangezogen wer-
den.

Unter Beriicksichtigung von GLP und Qualitdtsma-
nagement ist eine Bestimmung der Proben im Dop-
pelansatz zu empfehlen.

Die Testdurchfiihrung verlduft nach dem folgenden
Schema:

1. Proben nach Vorschrift vorbereiten.

2. 100 pL gebrauchsfertige Standards bzw. vorbe-
handelte Proben im Doppelansatz in die Vertie-
fungen der Mikrotiterplatte geben.

3. Platte 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubie-
ren.

4. Platte wie folgt dreimal waschen: Vertiefungen
der Platte entleeren (auskippen oder absaugen)
und 300 puL endverdiinnte Waschlésung dazuge-
ben. Nach der dritten Wiederholung Vertiefungen
erneut leeren und Flussigkeitsreste durch Aus-
schlagen der Mikrotiterplatte auf einem Papier-
tuch entfernen. Der Waschvorgang ist ein kriti-
scher Schritt. Ungenligendes Waschen fiihrt zu
einer geringen Prazision und félschlicherweise
erhdhten Extinktionen.

5. 100 pL Konjugat (anti-Gliadin-Peroxidase) in die
Vertiefungen pipettieren.

6. Platte 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubie-
ren.

7. Vertiefungen wie in Punkt 4 beschrieben wa-
schen.

8. 100 pL Substratlésung zugeben.

9. Platte abdecken und 20 Minuten bei Raumtempe-
ratur im Dunkeln inkubieren.

10.Substratreaktion durch Zugabe von 100 pL
Stopp-L6sung (0,5 M H2S0O4) beenden.



11.Nach sorgféltigem Mischen erfolgt die Messung
der Extinktion bei 450 nm (eventuell Referenzwel-
lenlange 620 nm). Die Farbe ist maximal 30 Minu-
ten stabil.

Berechnung der Ergebnisse

1. Fir jede Probe bzw. jeden Standard wird die ge-
mittelte Extinktion berechnet.

2. Aus den gemittelten Werten der Standardreihe
wird graphisch auf halblogarithmischem Millime-
terpapier oder Uber ein EDV-Programm (4-Para-
meter-Auswertung) eine Eichkurve erstellt. Die Ex-
tinktion jedes Standards (y-Achse) wird gegen die
Konzentration in ppm (x-Achse) aufgetragen.

3. Mit Hilfe dieser Kurve wird fir die gemittelten Ex-
tinktionen der Proben der Wert in ppm fir Gliadin
abgelesen. Die ermittelten Konzentrationen bezie-
hen sich direkt auf den Gliadin-Gehalt der Probe,
die Probenverdiinnung ist bereits berticksichtigt.
Fir Bierproben muss die ermittelte Konzentration
durch den Faktor 10 geteilt werden. Sollte der Ex-
trakt aufgrund eines zu hohen Gliadingehalts zu-
satzlich verdinnt worden sein, muss dies bei der
Auswertung beriicksichtigt werden.

4. Um aus der gemessenen Gliadinkonzentration die
Glutenkonzentration zu berechnen muss das Er-
gebnis abschlieRend mit dem Faktor 2 multipliziert
werden.

Typische Standardkurve

Die folgende Tabelle enthélt ein Beispiel fur eine
Standardreihe. Die Werte dieser Standardkurve sind
nur als Beispiel bestimmt und dirfen nicht an Stelle
der in jedem Test neu zu erstellenden Kurve verwen-
det werden.

Gliadin (ppm) OD-% von 60 ppm
60 100
20 62
6 27
2 13
0 6

Technische Daten

Empfindlichkeit

Die mittlere untere Nachweisgrenze des Gold Stan-
dard Diagnostics Gliadin/Gluten Tests betragt
0,03 ppm Gliadin fiir Bier bzw. 0,3 ppm Gliadin fir
sonstige Proben.

Die untere Bestimmungsgrenze des Gold Standard
Diagnostics Gliadin/Gluten Tests betragt 0,2 ppm
Gliadin fir Bier bzw. 2 ppm Gliadin fiir sonstige Pro-
ben.

Da jede Matrix einen unterschiedlichen Einfluss auf
die LOD haben kann und die Bandbreite der getes-
teten Matrices begrenzt ist, sollte im Bedarfsfall fiir
jede zu untersuchende Matrix eine spezifische LOD
ermittelt werden.

Alternativ kbénnen alle Ergebnisse unterhalb der LOQ
als quantitativ ,< LOQ" angegeben werden.

Spezifitit

Fir die folgenden Nahrungsmittel wurde ein negati-
ves Ergebnis und damit keine Kreuzreaktivitat fest-
gestellt:

Amaranth Mais Rindfleisch

Buchweizen Milch Sc_hwelne-
fleisch

Ei Quinoa Soja

Hirse Reis Teff

Kakao

Fir die folgenden Nahrungsmittel der obenstehen-
den Tabelle waren die Ergebnisse zwischen
0,5xLOQ und LOQ des Test Kits. Es kann nicht kom-
plett ausgeschlossen werden, dass diese Matrizes in
Einzelfallen zu Ergebnissen oberhalb der LOQ fiih-
ren:

Soja

Die Glutenkonzentration verschiedener Nahrungs-
mittel kann stark schwanken. Aulerdem héngt die
bestimmte Konzentration verschiedener Getreide
von der Kreuzreaktivitat des Prolamins mit dem Wei-
zen-Gliadin-Antikérper ab. Die folgende Tabelle gibt
Richtlinien fur die Kreuzreaktivitat verschiedener Ge-
treide an.

Dinkel 13%
Gerste 14%
Hafer 0.06%
Roggen 63%
Triticale 56%
Weizen 100%

Prézision

Intra-Assay Prazision 5%
Inter-Assay Prazision 2-3%

Linearitat

Die schrittweise Verdliinnung dotierter Proben Uber
funf Stufen (Reiswaffel, Maisgriel3, Zartbitterschoko-
lade, Wurst, Babynahrung und Bier) ergab Verdin-
nungslinearitaten von 95 - 115%.



Wiederfindung

Die folgenden mittleren Wiederfindungsraten wurden

anhand aufgestockter Proben bestimmt:

Reiswaffel
Maisgrief®
Zartbitterschokolade
Babynahrung

Waurst

Bier

97%
98%
97%
88%
85%
96%



