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1. Uréeni

GlutenTox® Pro je rychly a uZivatelsky pfivétivy test na detekci lepku* v potravinach** a na
povrsich**. Lepek je Skodlivy pro osoby trpici celiakii. Tato souprava je uréena pro potravinarsky
pramysl, komercni kuchyné a spotrebitele. Souprava umoznuje vybér riznych detekénich limitnich
hladin lepku podle poZadavk( uZivatele. Matrice potravin a povrch( ovérené AOAC jsou uvedené v
Dodatku 1.

* Neni urc¢eno na hydrolyzované zdroje lepku

** Matrice validované podle protokol(l AOAC Performance Tested Methods (PTM):
- Potravinové matrice: RyZova mouka, chléb, ovesné vlocky, pastika a jogurt
- Environmentadlni povrchy: nerezova ocel, guma, plast, potravinarské lakované drevo a keramika.

2. Uvod

Celiakie je porucha, ktera poskozuje tenké stfevo a zpUsobuje atrofii stfevnich klkd, ktera narusuje
vstifebavani Zivin, jako jsou proteiny, lipidy, cukry, mineralni soli a vitaminy. Toto onemocnéni je
zpUsobeno neprimérenou odpovédi imunitniho systému na lepek (smés bilkovin nachazejicich se v
obilovinach) z psSenice, jeCmene, Zita a v mensi mite z ovsa [ref. 1 a 2], coZ vede k prijm0m,
nedostatku vitamin( a minerdld, anémii a tenkym kostem (osteopordza). Celiakie postihuje lidi vSech
vékovych skupin.

V soudasné dobé je jedinou lé¢bou pacientl s celiakii pfisna celoZivotni bezlepkova strava, ktera
predstavuje velké potize, protoze lepek se kromé toho, Ze je pfitomen v mnoha potravinach, nachazi
také v potravinarskych pridatnych latkach a konzervantech.

Podle Komise Codex Alimentarius (CAC) a nafizeni ES 41/2009 o sloZeni a oznaovani potravin
vhodnych pro osoby trpici nesnasenlivosti lepku, Ize potravinu povaZovat za ,bezlepkovou”, pokud
obsah lepku nepresahuje 20 ppm (dilG na milion)*.

* Miligramy lepku na kilogram potraviny.

3. Zaklad testu

GlutenTox® Pro je imunochromatograficky test (lateralni pratokovy test) pro detekci lepku v
potravindach s riznym sloZenim a Urovni zpracovani, od surovin po zpracované potraviny. Kromé toho
Ize GlutenTox® Pro pouzit ke kontrole Cistoty kritickych zén v potravinarské vyrobé pomoci analyzy
povrchd, cozZ je predpokladem pro zabranéni riziku kfizové kontaminace v kone¢ném produktu.

Test se sklada z faze extrakce pomoci jednoduchého postupu, ktery je spolecny pro viechny typy
potravin. Krok detekce je pak zalozen na reakci 33mer imunotoxickych peptidd glutenu ve vzorku s
barevnymi konjugaty (monoklonalini protilatka anti-gliadin 33mer / ¢ervené zbarvené mikrosféry)
predem fixovanymi na prouzku [ref. 3 a 4]. Tento komplex postupuje kapildrni silou prouzkem
vzhlru. Pokud je vysledek kladny, objevi se ve vysledkové oblasti prouzku CERVENA &ara. Absence
CERVENE ¢&ary znamena negativni vysledek. Bez ohledu na to, zda je pfitomen lepek, pohybuje se
smés konjugatu prouzkem nahoru do kontrolni oblasti, kde, pokud byl test fadné proveden, se objevi
MODRA ¢&ara (kontrolni ¢ara) v diisledku nahromadéni obsazenych modrych mikrosfér.

Tyto rychlé testy jsou zvlasté uzitecné pfi rutinnim monitorovani lepku, aby se zajistilo, Ze vyrobky
vyhovuji nastavenému systému HACCP, a aby se zajistilo jejich spravné oznacovani. Testy umoznuji
také rychla rozhodnuti a napravna opatreni v pfipadé, Ze ve vyrobnim fetézci existuje riziko
kontaminace.



4. Doddvané materidly (pro 25 test()

- GlutenTox® Pro stick (25x) v ochranné tubé

- Plastova pipeta (50x)

- Jednordazové plastové IZicky (25x)

- Lahvicka s extrakénim roztokem se Zlutym uzdvérem (25x)
- Lahvicka s fedicim roztokem s modrym uzavérem (25x)

- Navod k pouZiti

5. UZiteCné, ale nedodavané materialy

- Tteci miska nebo jiné nastroje na rozmélnéni vzorku
- Jednordazové rukavice bez prasku (non-powdered)

- Vahy (pfesnost 0,1 g)

- Alkohol (ethanol)

- Hodiny (nejlépe stopky)

6. Podminky skladovani

Vyrobek musi byt skladovan pfi teploté v rozmezi 15 - 25 ° C (59 - 77 ° F) béhem doby pouZzitelnosti
sady. Pro dosaZeni optimalniho vykonu testu musi byt produkt skladovan v pavodnim obalu a musi
byt pouzit pfed datem expirace, které je vytisSténo na tubé s detekénimi prouzky.

VAROVANI: Tuba s detekénimi prouzky by se neméla otevirat dfive, ne? zaéne byt pouzivana.
VSechny soucdsti soupravy je mozné likvidovat do béZného, resp. recyklovatelného, odpadu.

7. Opatreni

Aby se zabranilo kontaminaci, ktera rusi analyzu, doporucuje se pouzivat bezpraskové
jednorazové rukavice. Pokud nemate rukavice na jedno pouZziti, pred pouzitim testu si dikladné
umyjte ruce.

Po vyjmuti prouzku GlutenTox® Pro z tuby je tfeba jej pouZit co nejdfive za pfisného dodrzovani
Cistoty. Tubu ihned uzavrete.

Po uplynuti doby expirace nepouzivejte Zadny material ze soupravy.

Zadny roztok ze soupravy nepijte (extrakéni roztok obsahuje alkohol [ethanol]).

Uchovdvejte mimo dosah déti.

8. Varovani a omezeni

U nékterych typl vzorkd mUze byt lepek extrahovan s nizsi Gcinnosti, a proto se doporucuje
pracovat za podminek maximalni citlivosti (10 kapek extraktu do zfedovaci lahvicky s modrym
uzavérem), aby se zajistil detekéni limit alespor 10 ppm. Jedna se o nasledujici vzorky:

- Potraviny s obsahem surovin (az do 70%), které maji vysoké koncentrace polyfenoll nebo
tfislovin (napf. cokolada, cerny ¢aj, kava, vino, bobule, lusténiny jako cizrna nebo cocka
atd.)

- Vzorky s antioxidanty, jako jsou vitaminy A, E a C.

- Potraviny tepelné oSetifené pfi teplotach vyssich nez 180 ° C.

V extenzivné hydrolyzovanych matricich, jako je pivo, sirupy nebo kvdsky, by mohl byt obsah
lepku ve vzorku podcenovan.



DULEZITA POZNAMKA!

V téchto pripadech bylo zjisténo, Ze je stale detekovano nejméné 50% celkového obsahu lepku
pfitomného ve vzorku. Proto, pokud je negativni vysledek dosaZen zpracovanim za podminek
maximalni citlivosti (s 10 kapkami), Ize zajistit, Ze material obsahuje méné nez 10 ppm lepku, a
proto jej Ize povazovat za ,bezlepkovy” a vhodny pro celiaky v souladu s platnymi predpisy.

eV nékterych vzorcich potravin s velmi vysokym obsahem polyfenoll a tfislovin, tj. potravin, ve
kterych hlavni slozkou (> 70%) je cokolada, cerny ¢aj, kdva, vino, bobule, lusténiny jako cizrna
nebo ¢ocka atd., mlZe byt proces extrakce nedostatecny, a proto mlze dojit k podhodnoceni
mnozstvi lepku ve vzorku. V téchto pfipadech se doporucuje pouZit testy GlutenTox® Sticks
Plus*.

e Vzorky typu Zelé mlze byt obtizné analyzovat kvili husté pasté vytvorené pfi smichani s
extrakénim roztokem dodavanym v testovaci soupravé GlutenTox® Pro. Zeptejte se svého
dodavatele na feseni.

* Pro vice informaci kontaktujte svého dodavatele.

9. Testovani potravin
9.1. Pfiprava a analyza vzork
DULEZITA POZNAMKA!

Pfed pouzitim soupravy ocCistéte pouzité nadobi a vSechny povrchy, se kterymi se vzorek dostane
do kontaktu, mydlem a vodou a dobfe oplachnéte. Po vycisténi se dirazné doporucuje otfit je
Cistym hadfikem navlhéenym v alkoholu.

Materidly obsazené v soupravé jsou pripraveny k pouziti a mohou byt po pouziti zlikvidovany.
9.1.1. Je-li vzorek kapalny, pred odbérem vzorku jej dikladné protiepejte, aby byl zcela homogenni.

Pokud je vzorek polotekuty nebo téstovity, pomoci paratka nebo Cisté lZice jej promichejte,
abyste dosahli homogenni smési.

Pokud je vzorek pevny, rozemelte jej co nejvice pomoci tfeci misky nebo kuchyriského
mlynku / mlynku na maso (musi byt dokonale Cisté). Pokud je vzorek pfilis tvrdy (bonbény,
nugat atd.), nakrajejte ho nejprve noZzem nebo rozdrtte napf. malym kladivkem, aby bylo
dosazeno ucinného rozemleti.

DULEZITA POZNAMKA!

Pokud ma potravina nékolik ¢asti, nezapomenite odebrat reprezentativni vzorek kazdé z nich a poté
pfipravit vysledny homogenni vzorek. Pokud to neudélate a lepek byl v jidle distribuovan
nerovhomérné, mohli byste dostat faleSné negativni vysledek.

9.1.2. Pouzijte dodanou lZici se zarovhanym mnoZstvim vzorku podle tabulky 1 nebo pokud mate k
dispozici vhodnou vahu, navazte 1 gram vzorku™. Je-li vzorek tekuty, pouZijte jednu
zarovnanou lZicku nebo odeberte 1 mililitr kapaliny.

() pousziti vahy zvyiuje presnost analyzy.



Tabulka 1. Mnoistvi vzorku v zavislosti na druhu potraviny

Typ matrice Priklady Zarovnané lzicky

Mouky, jemné prasky

Kukufi¢na mouka, ryZzova mouka*,
susené mléko, koreni, ovesné viocky*

Jemnad drobtovitd struktura Chléb*, susenky, dorty, snacky atd.

Tekutiny a omacky kondenzované mléko, jogurt*, polévka,

Voda, oplachova voda, mléko, dZus,

$tava, omacka, krém atd.

Maso, ryby a uzené maso

Maso, ryby, klobasy, jelita, pastika*,
konzervované maso a ryby atd.

* Potravinové matrice validované AOAC.

9.1.3.

9.14.

9.1.5.

Otevrete jednu extrakéni lahvicku se zlutym uzavérem. Pridejte do ni obsah lzice, 1 gram
nebo 1 mililitr vzorku.

Lahvicku uzavrete, dikladné energicky tfepejte alespon 2 minuty a poté nechejte asi 5 minut
usadit, aby veskerd pevna latka sedla na dno. Potfebna doba usazovani bude zaviset na typu
vzorku.

Otevrete jednu zifedovaci lahvicku s modrym uzavérem. Z extrakcni lahvicky se Zlutym
uzdvérem odeberte pomoci jednordzové plastové pipety pfiblizné 1 ml extrahovaného
vzorku. Do zfedovaci lahvicky s modrym uzavérem pridejte 10, 4, 2 nebo 1 kapky
extrahovaného roztoku podle poZzadovaného limitu detekce (viz tabulka 2).

Jemné michejte alespon 15 vtefin.

Tabulka 2

Pocet kapek Detekéni limit

10 S ppm

10 ppm

20 ppm

=N

40 ppm

9.1.6.

9.1.7.

Lahvicku s modrym vickem opét oteviete a poloZte si prevracené vicko na Cisty povrch.
Pomoci nové jednorazové plastové pipety z ni nadavkujte 10 kapek do jejiho modrého vicka.
Detekéni prouzek ponorte vatovym koncem do kapaliny v modrém vicku, dokud se veskera
tekutina nevstieba. ProuZek nechejte stat v modrém vicku.

Pockejte 10 minut, abyste vidéli konecny vysledek (pokud je vysoka koncentrace lepku, mlize
se vysledek objevit i za méné neZ 1-2 minuty).

DULEZITA POZNAMKA!

Pockejte 10 minut a odectéte vysledek. Nenechavejte test déle, nez je uvedeno, protoze vysledky
se pak mohou lisit.




Obrazek 1. Pfiprava a analyza vzorkd.
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9.2. Interpretace vysledk(
Negativni: Ve stfedni ¢asti prouzku (vysledkova zéna) se objevi jedna MODRA ¢&ara (kontrolni ¢ara).

Pozitivni: Kromé kontrolni ¢ary (MODRE) se ve vysledkové zéné objevi CERVENA ¢ara (vysledkova
cara). Intenzita Cervené Cary ve vysledkové zéné se bude lisit v zavislosti na koncentraci lepku
pfitomného ve vzorku.

Prahova hodnota detekce zavisi na poc¢tu kapek (10, 4, 2 nebo 1 kapek) pridanych do zfedovaci
lahvi¢ky s modrym uzdvérem v kroku 9.1.5. (viz tabulka 3).

Tabulka 3. Interpretace vysledka?

Detekcni limit
10 kapek 4 kapky 2 kapky 1 kapka
Vysledek Pozitivni >5 ppm > 10 ppm > 20 ppm > 40 ppm
testu Negativni <5 ppm <10 ppm <20 ppm <40 ppm

2 vysledky jsou kvalitativni pro limit detekce.

Neplatny: Kontrolni ¢ara (MODRA) se neobjevi. V tomto pripadé neni dlezZité, zda se objevi
vysledkova ¢ara (CERVENA). NejbéZné&ji pFiciny vzniku neplatného vysledku jsou: nedostate¢né
mnozstvi vzorku nasledkem nespravného postupu nebo poskozeni reagencii. V pfipadé neplatnych
vysledk( je nutné experiment zopakovat s novym testem vzdy podle spravného postupu. Pokud
problém pretrvava, musite kontaktovat dodavatele a test prestat pouZivat.

Test je pro Ucely screeningu. Pozitivni vysledek mlze vyZadovat potvrzeni nebo dalsi testovani.

10. Testovani povrchu

10.1. Pfiprava a analyza vzork

10.1.1. Vatovym koncem detekéniho prouZku provedte stér povrchu o plode nejméné 16 cm? nebo v
linii dlouhé 40 cm. Oblast vybrana pro stér musi byt reprezentativni pro cely kontrolovany
povrch.

10.1.2. Otevrete zfedovaci lahvicku s modrym uzdvérem a poloZte si prevracené vicko na Cisty
povrch. PouZijte novou jednorazovou plastovou pipetu a nadavkujte 10 kapek z fedici
lahvicky do jejiho modrého uzavéru. Detekéni prouzek ponofte vatovym koncem do kapaliny
v modrém vicku, dokud se veskera tekutina nevstiebd. Prouzek nechejte stat v modrém
vicku.

10.1.3. Pockejte 10 minut, abyste vidéli konecny vysledek (pokud je vysoka koncentrace lepku,
muze se vysledek objevit i za méné nez 1-2 minuty).

POZNAMKA! Environmentalni povrchy schvalené AOAC jsou uvedeny v Dodatku 1.
DULEZITA POZNAMKA!

Pockejte 10 minut a odectéte vysledek. Nenechdvejte test déle, nez je uvedeno, protoZe vysledky
se pak mohou lisit.



Obrazek 2. Postup analyzy povrchi
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10.2. Interpretace vysledk(

Negativni: Ve stfedni ¢asti prouzku (vysledkovd zéna) se objevi jedna MODRA ¢ara (kontrolni ¢ara).

Pozitivni: Kromé kontrolni ¢arky (MODRE) se ve vysledkové zoné objevi CERVENA &ara (vysledkova
¢ara). Intenzita Cervené Cary ve vysledkové zéné se bude lisit v zavislosti na koncentraci lepku

pfitomného ve vzorku.

Neplatny: Kontrolni ¢ara (MODRA) se neobjevi. V tomto p¥ipadé neni dlileZité, zda se objevi
vysledkova ¢ara (CERVENA). Plati stejné Gvahy jako pro neplatny vysledek zkousky v odstavci 9.2.

11. Kontrola kvality

Interni kontrola je soucasti testu. Modra cara, ktera se objevi na detekénim prouzku, je vnitini

kontrolou testu, ktery zajistuje, Ze je pouZit dostatecny objem vzorku a Ze je dodrZen spravny postup.

12.  Analytické vlastnosti
12.1. Citlivost

Potraviny

Limit detekce testu je 5 ppm, pfi maximalni citlivosti (10 kapek). Tento detekcni limit je vidy dosazen
v jednoduchych vzorcich, jako jsou suroviny, potraviny s malym stupném zpracovani a tepelné
nezpracované potraviny. Vysoka citlivost testu je plné v souladu s pokyny Codex Alimentarius a
narizenim (ES) 41/2009, které stanovi limit 20 ppm, aby bylo mozné povazovat potravinu za

,bezlepkovou” (gluten-free).



Povrchy

Vysledek ziskany testem ukazuje pfitomnost nebo nepfitomnost lepku na analyzovaném povrchu; z
principu jej nelze extrapolovat na Zddnou hodnotu v ppm.

Pozitivni vysledky z povrchu o velikosti 16 cm? nebo ¢ary o délce 40 cm indikuji detekci minimalné
10 ng/cm? lepku z povrchu [ref.5].

12.2. Specificita

Tento test mGze specificky detekovat pritomnost toxické frakce (33mer) prolamin(i psenice (gliadin),
Zita (secalin), jemene (hordein) a také odrid ovsa [ref.2] (avenin), které mohou byt toxické, a proto
Skodlivé pro celiaky. Test navic nebude kfiZzové reagovat se vzorky obsahujicimi ryzi, kukufici, séju,
pohanku, sezam, proso, teff, quinou a amaranth.

Pozndmka: Pro odhad lepku ve vzorku timto testem byl obsah prolaminu upraven vyndsobenim
faktorem = 2.

12.3. Interni validace

Kromé potravinovych matric a povrchi ovérenych podle protokold AOAC Performance Tested
Method (PTM), uvedenych v Dodatku 1, k zajisténi schopnosti testu analyzovat Sirokou skalu vzork(
rGznych typl (potraviny, napoje, vyrobky Ustni hygieny), byly testovany riizné komercni vzorky. Po
analyze vzorkd pomoci GlutenTox® Pro ve vSech typech matric (viz Dodatek 2) byly vysledky
uspokojivé a konzistentni s validovanou metodou pro Codex Alimentarius, coZ ukazuje, Ze test lIze
pouZzit na Siroké skale vzorkd.

13. Dusevni vlastnictvi

Imunoreagenty pouzité v této soupravé jsou komercéné vyuzivany na zakladé vyhradni licence pro
biologicky material od Spanélské narodni rady pro vyzkum (CSIC).
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Dodatek 1. Matrice validované podle protokoltl AOAC Performance

Tested Method (PTM)

Skupina

Testované vzorky

Potraviny

RyZzovd mouka, chléb, ovesné vlocky, pastika a
jogurt

Environmentalni povrchy

Nerezova ocel, pryz, plast, lakované dfevo pro
potravinarské ucely a uzaviend keramika

Dodatek 2. Vzorky testované firmou Hygiena pro interni validaci

GlutenTox® Pro

Skupina

Testované vzorky

Mouka a krupice

Kukufti¢na mouka, predvarena kukufri¢na
mouka, kukufi¢na krupice, ryZova mouka*,
pohankova mouka, oves*

MIécné produkty

Kravské mléko, mléko s rozpustnou vldkninou,
mléko s obilovinami, pfirodni nebo ochuceny
jogurt*, syrova pomazdanka, drcend syrova smés

Pecené a obilné vyrobky

Toast, chlebova tycinka*, susenky, cokoladové
susenky, Madeleine, dort, kukufi¢né lupinky,
téstoviny, kukuficné livance, ryZzové kolace,
Spaldovy dort, snacky

Mleté kriti maso, mleté kufeci maso, kruti

Masné vyrobky klobasy, pastika*, kufeci nugety, veprové
klobasy, chorizo

Ryby Treska a Stikozubec

Zelenina Smeés salatu, smazena zelenina

Vyvar, polévky, krémy a suché smési

Zeleninovy vyvar, kufeci ryzova polévka,
dehydrovana zeleninova polévka, polévkové
kostky, zeleninova polévka, arasidové maslo

Omacky, dresinky, kofeni a ochucovadla

Jogurtovy salatovy dresing, keCup, sdjova
omadcka, salatovy dresink, ¢esnekovy prasek,
paprikovy prasek, smetana na vareni

Cukry

Praskovy cukr

Hotova jidla

Masové kulicky v omacce s hraskem, masové
ravioli ve vajecném tésté, dusené fazole

Tuky

Olivovy olej, slunecnicovy olej, maslo, margarin,
smetana

Kyselé potraviny

Rajcatova omacka, vinny ocet, jable¢ny ocet,
citronova stava

Napoje a kapaliny

Voda, oplachova voda, mléko, ovocné dzusy,
séjové napoje, ryzové napoje, ovesné napoje,
nealkoholické napoje

Vyrobky pro ustni hygienu

Zubni pasta, Ustni voda

* Potravinové matrice validované AOAC.
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