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1. Uréeni

GlutenTox Sticks Plus for Reader je rychly imunochromatograficky test pro kvantifikaci lepku, ktery je
Skodlivy pro pacienty s celiakii, a to v potravinach, napojich a dalSich vyrobcich.

2. Uvod

Celiakie je porucha, kterd poskozuje tenké stfevo a zpUsobuje atrofii stfevnich klkd, kterd narusuje
vstifebavani Zivin, jako jsou proteiny, lipidy, cukry, mineralni soli a vitaminy. Toto onemocnéni je
zpUsobeno nepfimérenou odpovédi imunitniho systému na lepek (smés bilkovin nachazejicich se v
obilovinach) z pSenice, jeCmene, Zita a v mensi mife 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 ptisna 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 (dild na milion)*.

* Miligramy lepku na kilogram potraviny.

3. Zaklad testu

GlutenTox Sticks Plus for Reader je imunochromatograficky test (lateraini pritokovy test) pro detekci
lepku v potravinach s rliznym sloZenim a Urovni zpracovani, od surovin aZ po tepelné zpracované
potraviny, napoje a dalsi vyrobky.

Test je zaloZen na protilatce anti-gliadin G12, kterd specificky rozpoznava 33mer peptid, nejvice
imunogenni frakci lepku [ref. 3]. Tento rychly test je uzitecny pfi rutinnim monitorovani pritomnosti
lepku, aby bylo zaruceno, ze produkty splfuji program analyzy rizik a kritickych kontrolnich bod
(HACCP), a aby bylo zajisténo spravné oznaceni. Umozniuje také rychla rozhodnuti a napravna
opatteni v pripadé, Ze existuje riziko kontaminace ve vyrobnim fetézci.

Ve vSech metodach pouzivanych pro analyzu lepku v daném vzorku musi byt lepek nejprve
extrahovan z matrice vzorku. Extrakce je jednim z nejkritic¢téjSich bod( testovaciho procesu. Extrakéni
roztok obsazeny v této sadé, Universal Gluten Extraction Solution (UGES), je vhodny pro vsechny typy
potravin diky kombinaci denaturacnich ¢inidel, redukénich cinidel a solubilizatord.

Pro analyzu potravin obsahujicich polyfenoly véetné tfislovin, jako je ¢okolada, ¢aj, kava, vino,
kukutice nachova a kukufti¢na vlaknina, séja, lesni plody, lusténiny jako cizrna a ¢ocka atd., je nutné
pouZzit specialni pfisadu (neni soucasti této sady, viz ¢ast 5), kterd zabranuje interferenci vyse
uvedenych sloucenin v procesu extrakce (viz obrazek 1). TotéZ plati v pfipadé kosmetickych pripravk
s antioxidacnimi slouc¢eninami, jako jsou vitaminy A, C a E, karoteny, karotenoidy atd.

Po extrakci, béhem detekéniho kroku, gluten pfitomny ve vzorku nejprve reaguje s protilatkou anti-
gliadin G12 [ref. 3] konjugované s Cervené zbarvenymi casticemi, které byly predtim umistény na
detekéni prouzek. Vysledné komplexy se kapilarnim pohybem Siti detekénim prouzkem a reaguiji s
druhou anti-gliadinovou protilatkou, rovnéz drive imobilizovanou na prouzku. Pokud je vysledek
pozitivni, v testovaci zéné (T) prouzku se objevi CERVENA ¢ara. Absence CERVENE ¢ary znamend



negativni vysledek. Bez ohledu na to, zda je nebo neni pfitomen lepek, se vzorek pohybuje tycinkou
a7 do kontrolni zény (C), kde se, pokud byl test spravné proveden, objevi ZELENA ¢ara z divodu
akumulace zelené zbarvenych &astic, které jsou také soucéasti prouzku. P¥itomnost této ZELENE &ary
ukazuje, Ze: 1) objem vzorku byl dostateény, 2) pritok vzorku byl pfiméreny a 3) ¢astice konjugatu
zahrnuté v testu byly spravné uvolnény. Pokud se ZELENA ¢ara neobjevi, test by mél byt povaZovan
za neplatny.

Jaky druh vzorku si prejete analyzovat?

. . Tepelné neupravené Tepelné upravené
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. 15 - 25°C (rotétor) (termostaticka ldzen s pravidelnym promichavanim)
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Centrifugace 10 min pfi 2500 x g
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Redéni Dilution Solution podle tdaji v Certificate of Analysis

\

Nadavkovat 100 pl do okénka S na detekéni kazeté. Cekat 15 nebo 30 minut.

I

Odecist vysledek oc¢ima nebo kvantifikovat pomoci Hygiena Cube (30 min)

Tento test umoziiuje dvé moznosti odecitani vysledka: vizualni nebo kvantitativni vyhodnoceni
pomoci Hygiena Cube nebo GlutenTox Reader. Hygiena Cube a GlutenTox Reader maji oznaceni CE a
jsou vyrobeny podle ISO 9001 a ISO 13485.u



4. Doddvané materidly (pro 12 testu)

- GlutenTox kazety (12x)

- Extrakéni roztok Universal Gluten Extraction Solution (UGES) (125 ml)

- Redici roztok Dilution Solution (15 ml)

- Pozitivni kontrola (celozrnna ovesna mouka kontaminovana lepkem, 10 g)
- Negativni kontrola (kukufi¢nd mouka, 10 g)

- RFID karta pro nastaveni pristroje Hygiena Cube

- Navod k poutziti

5. Potrebné, ale nedodavané materialy

- Vahy (presnost 0,1 g)

- Termostaticka lazen (neni potfeba na tepelné neupravené vzorky s jednoduchou matrici)
- Centrifugacni zkumavky s vickem (>10 ml)

- Testovaci zkumavky (1,5-2 ml)

- Centrifuga (volitelné)

- Pipety a jednorazové spicky

- Jednordzové rukavice

- Vortex michadlo (volitelné)

- Hodiny/stopky

- Rotacni michadlo na zkumavky (rotator)

Pro testovani potravin obsahujicich polyfenoly (véetné tanintd) a kosmetickych pripravkd obsahujicich
antioxidanty si prosim poridte Polyfenol pack (KIT3008). Tento balicek obsahuje:

- Specidlni polyfenolové aditivum
- Pozitivni kontrola obsahujici polyfenoly (kakaovy prasek s lepkem, 10 g)
- Negativni kontrola obsahujici polyfenoly (bezlepkovy kakaovy prasek, 10 g)

DULEZITA POZNAMKA!

- Potraviny bohaté na polyfenoly nebo tfisloviny jsou: ¢okoldda, ¢aj, kava, vino, fialova kukutice
a kukufi¢na vlaknina, séja, bobulovité ovoce, lusténiny jako cizrna a ¢ocka atd.

DULEZITA POZNAMKA!
- Nejcastéjsimi antioxidanty v kosmetickych ptipravcich jsou vitaminy A, C a E, karoteny,
karotenoidy atd.
6. Podminky skladovani

Vyrobek musi byt skladovan v plivodnim obalu pfi teploté v rozmezi 15-25°C(59-77 °F) a
spotfebovan do vyznaceného data expirace.

VAROVANI: Obaly s detekénimi prouzky by se nemély otevirat d¥ive, neZ maji byt pouzity. Nemrazit.

7. Opatreni

e Pouze pro testovani potravin, ndpoju a dalsich vyrobka.
e Roztoky (kapaliny) ze soupravy nepolykejte.
o Nepouzivejte po uplynuti doby expirace.



e Doporucuje se pouzivat nepudrované jednorazové rukavice.

e S kazetami pracujte v rukavicich nebo si peclivé umyjte ruce. Nedotykejte se zény vzorku (S), aby
nedoslo k ndhodné kontaminaci stopami lepku.

e Je-li vzorek heterogenni (napft. salat), odeberte reprezentativni ¢ast kazdé ingredience a
smichejte je dohromady, aby se vytvofil homogenni vzorek. Pokud to neudélate a lepek ve
vzorku bude nerovhomérné rozloZzeny, mlze to vést k falesné negativnim vysledkim.

8. Priprava vzorkl (potraviny, napoje a jiné spotrebni produkty)

8.1. Pevné vzorky

1. Vzorek homogenizujte, umelte nebo nadrtte
2. Navazte 1 g vzorku do testovaci zkumavky

DULEZITA POZNAMKA!

- Pokud vzorek, pevny nebo kapalny, obsahuje polyfenoly, tfisloviny (napf. cokoladu) nebo
antioxidanty, odvazte a pridejte do zkumavky 1 g specidlni polyfenolové prisady (KIT3008) a
dikladné promichejte, aby se dosahlo uplné homogenizace smési.

3. Pridejte 10 ml Universal Gluten Extraction Solution (UGES). Zkumavku uzavrete a
zhomogenizujte promichanim (napfiklad pomoci vortexového mixéru).
4. V zdvislosti na slozitosti matrice vzorku a na tom, zda byl vzorek potraviny zpracovan teplem
¢i nikoli, postupujte podle jedné ze 2 moznosti niZe (viz obrazek 2):
a. Tepelné nezpracované vzorky s jednoduchym slozenim matrice:
Inkubujte vzorek pfi pokojové teploté (15 - 25 °C) po dobu 40 minut v rotatoru
b. Tepelné zpracované vzorky a/nebo se sloZitym sloZzenim matrice:
Vzorek inkubujte pfi teploté 50 °C ve vodni lazni po dobu 40 minut, zkumavku
pravidelné protiepavejte preklapénim nebo pomoci vortexového mixéru.

DULEZITA POZNAMKA!

- Pokud je obtizné urcit typ vzorku, doporucujeme zahfat na 50 °C (moznost b), aby se
usnadnila extrakce.

5. UmozZnéte separaci pevnych latek usazenim nebo centrifugaci (10 min pti 2500 x g). Pevné
Castice vzorku mohou ovlivnit vysledky.
6. Cisty supernatant preneste do ¢&isté zkumavky.

DULEZITA POZNAMKA!

- Po extrakci musi byt vzorky co nejrychleji analyzovany.



1 Homogenizace
vzorku

6 Prenos gistého roztoku
do cisté zkumavky
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5 Vydisténi roztoku usazenim
nebo odstfedénim

4

3 PFidavek 10 ml UGES a uzavieni zkumavky

v

4 Inkubace 40 min

lazen 50°C

rotator
15-25°C

8.2.

Kapalné vzorky

Tekuté vzorky jako mléko, dZzusy, nealko napoje, organické napoje (séjové, ryzové, ovesné, Spaldové
napoje), piva a bujony nevyzaduji intenzivni extrakci. Z tohoto dlivodu je dostatec¢né rucni
protfepdvani po dobu 1 nebo 2 minut a extrakty nevyzaduji odstfedéni nebo usazeni.

1. Naddavkujte 1 ml vzorku do zkumavky
2. Pridejte 9 ml Universal Gluten Extraction Solution (UGES) a pevné uzavrete vicko zkumavky

DULEZITA POZNAMKA!

- Kapalné vzorky s polyfenoly, taniny nebo antioxidanty je nutné extrahovat podle bodu 8.1
Pevné vzorky.

3. Vzorek protfepavejte 1-2 minuty ru¢né nebo pomoci vortexového mixéru
DULEZITA POZNAMKA!

- Po extrakci musi byt vzorky co nejrychleji analyzovany.

9. Provedeni testu s extrahovanymi vzorky

1. Nechejte extrahované vzorky, kontroly, fedici roztok a kazety ohfat na pokojovou teplotu (15
-25°C).

2. Naredte extrahované vzorky Dilution Solution ve zkumavkach nebo lahvickach. Vhodné
fedéni odpovidajici Sarzi kazet GlutenTox lIze nalézt v Certifikatu analyzy, ktery je soucasti
kazdé sady. K provedeni testu staci konecny objem 900-1000 pl.

DULEZITA POZNAMKA!

- U vzork( s vysokym obsahem tuku se vyhnéte odbéru horni vrstvy, ktera obsahuje tuk.



DULEZITA POZNAMKA!

- Ziredéné vzorky musi byt analyzovany co nejrychleji a zbyvajici material by mél byt
zlikvidovan.

3.

g

10.

Otevrete obal testovaci kazety. Pokud chcete provést pozitivni a negativni kontroly, budete
potiebovat jednu kazetu pro kazdou kontrolu.

Pridejte 100 pl nafedéného vzorku nebo kontroly do vzorkové zény (S) kazety.

Pockejte 15 minut a odectéte vysledek na kazeté (viz ¢ast 11).

Pro kvantifikaci lepku ve vzorku pockejte alespor 30 minut (ale ne déle nez 2 hodiny) pred
analyzou kazety pomoci Hygiena Cube nebo GlutenTox Reader.

Pouziti Hygiena Cube

PFistroj je urcen pro kvantifikaci obsahu lepku pomoci kazet GlutenTox Sticks. Kvantifika¢ni potencial
soupravy se pohybuje od 1 ppm do 40 ppm lepku. Chcete-li kvantifikovat svij vzorek, postupujte

takto:
10.1. Poutziti Hygiena Cube v rezimu Stand-alone
DULEZITA POZNAMKA!

Pfed pouzitim si prosim peclivé prectéte navod k pouziti Hygiena Cube.

1.
2.

Zapnéte zafizeni kratkym stisknutim tlacitka (< 1 s). Na displeji se zobrazi "ON"

Nejméné 30 minut po pfidani vzorku do kazety viloZte test do adaptéru. Ujistéte se, ze
adaptér a test jsou sprdvné umistény.

Umistéte Hygiena Cube na adaptér a provedte test. Ujistéte se, Ze je Cube spravné umistén.
Kratce stisknéte tlacitko. Na displeji se zobrazi ,,RFID TEST”. PfiloZte RFID kartu specifickou
pro $arZi na horni ¢ast pfistroje.

Na displeji se zobrazi "TEST". Kratce stisknéte tlacitko. Na displeji se zobrazi ,,RUN“.

Na displeji se zobrazi vysledek.

Kratkym stisknutim tlacitka se vratite ke kroku 1.

V tomto reZimu nelze pouzit méfeni podle ¢asovace.
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10.2. Pouiiti Hygiena Cube v rezimu vzdaleného méreni

DULEZITA POZNAMKA!

Pfed pouzitim rezimu vzdaleného méreni Hygiena Cube si prosim peclivé prectéte manuadly
Hygiena Cube a Hygiena Cube DataReader Software.

1. Zapnéte zafizeni kratkym stisknutim tlacitka (< 1 s). Na displeji se zobrazi ,ON“.

2. Pripojte jej k pocitaci pomoci dodaného kabelu USB.

3. Otevrete software Hygiena Cube DataReader. Zkontrolujte, zda je Hygiena Cube Uspésné
pfipojen.

4. Nejméné 30 minut po pfidani vzorku do kazety vlozte test do adaptéru. Ujistéte se, Ze

adaptér a test jsou spravné umistény.

Umistéte Hygiena Cube na adaptér a provedte test. Ujistéte se, zZe je Cube spravné umistén.

V programu kliknéte na tlacitko ,,Start measurement”.

Zobrazi se okna v zavislosti na dfive zvoleném nastaveni.

Prilozte RFID kartu specifickou pro $arzi na horni ¢ast pfistroje a stisknéte "OK".

. Méfeni se automaticky spusti.

10. Vysledky budou pfidany do seznamu a bude zobrazen 2D objemovy diagram.

© o N oY

V tomto reZimu nelze pouzit méreni podle ¢asovace.

11. Vizudlni interpretace vysledku

Pro kvantifikaci pomoci Hygiena Cube nebo GlutenTox Reader, viz ¢ast 10. Pro vizualni interpretaci
vysledk( staci pockat 15 minut po pridani vzorku do kazety. Vysledkem muze byt:

NEGATIVNI: V kontrolni zéné (C) kazety se objevi jeden ZELENA ¢&ara (kontrolni ¢ara). Vzorek
obsahuje méné nez 1 ppm lepku.

POZITIVNI: Kromé kontrolni ¢ary (ZELENE) se v testovaci zéné (T) objevi CERVENA &ara. Vzorek
obsahuje vice nez 1 ppm lepku a je kvantifikovatelny pomoci Hygiena Cube.

NEPLATNE: Kontrolni ¢ara (ZELENA) se neukazala. Test je neplatny bez ohledu na to, zda se testovaci
¢ara (CERVENA) zobrazuje &i nikoli. Nejéast&j$imi pricinami vyskytu neplatného vysledku je pridani
nedostatec¢ného objemu vzorku (<100 pl) do kazety, provedenim nespravného postupu nebo
poskozenim reagencii soupravy. V pfipadé neplatného vysledku je nutné revidovat postup a opakovat
experiment s novou kazetou. Pokud problém pretrvava, kontaktujte prosim svého dodavatele.



Vzorek obsahuje  Vzorek obsahuje Neplatny
<1 ppm lepku >1 ppm lepku test

12. Kontrola kvality

Soucdsti testu je interni procesni kontrola kvality. Zelenda ¢ara v kontrolni zéné (C) je vestavéna
funkce, ktera indikuje dostatecny objem a spravny pratok vzorku se spravnym uvolfiovanim castic
konjugatu. Kromé toho sada obsahuje pozitivni a negativni kontroly, které Ize pouZit podle pokyni v
bodé 8.1.2 a déle k potvrzeni sprdvného provedeni testu; tyto kontrolni materidly musi poskytovat
jasné pozitivni a negativni vysledky, pokud byl zkusebni postup proveden spravné.

13.  Analytické vlastnosti

Pro charakterizaci hlavnich analytickych parametrd testu byly provedeny rzné testy: citlivost a
specificita.

Citlivost

Detekéni limit GlutenTox Sticks Plus for Reader je 1 ppm lepku. Tato hodnota byla ziskdna pouZitim
rGznych roztok( o zndmych koncentracich gliadinu (jeden z protein( lepku) v fedicim roztoku.

Specificita

Tento test mGze specificky detekovat pritomnost toxické frakce prolamin( psenice (gliadin), Zita
(secalin), jeCmene (hordein) a nékterych odriid imunogenniho ovsa (avenin), které proto mohou byt
Skodlivé pro pacienty s celiakii [ref. 2]. Pokud vSak vzorky obsahuji potraviny bezpecéné pro celiakii,
jako je ryze, kukufice, sdja, pohanka, sezam, proso, mili¢cka, quinoa a amarant, neni pozorovan zadny
pozitivni signal.

Interni validace

Pro zajisténi ucinnosti testu se vSemi druhy potravin a dalSich materiald, jako je kosmetika a produkty
osobni péce, byla testovana Siroka fada komercnich produktd. Po analyze vzorkd pomoci GlutenTox
Sticks ve vSech typech testovanych matric (viz tabulka 1 a 2) byly vysledky uspokojivé a v souladu s
obsahem lepku stanovenym schvalenou metodou Codex Alimentarius.
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Tabulka 1. Vzorky potravin validované na GlutenTox Sticks Plus

Skupina

Testované vzorky

Mouka a krupice

Kukufi¢na mouka, predvarena kukuri¢na
mouka, kukuri¢na krupice, ryzova mouka,
pSeni¢nd mouka, pohankovd mouka

MIécné produkty

Kravské mléko, mléko s rozpustnou vlakninou,
mléko s cerealiemi, ochuceny nebo ptirodni
jogurt, syrovd pomazanka, strouhana syrova
smés

Pecené a ceredlni vyrobky

Toasty, tyCinky, susenky (Rich tea), cokoladové
suSenky, Madeleine, dort, kukuri¢né lupinky,
téstoviny, kukuriéné palacinky, ryzové kolacky,
Spaldovy kolag, svaciny

Mleté kriti maso, mleté kure, kriti

Masné vyrobky klobasa,kufeci nugety, veprové klobasy, chorizo,
pastika z veprovych jater

Produkty rybolovu Treska a Stikozubec

Zelenina Smés hlavkového saldtu, smazena zelenina

Vyvar, polévky, krémy a suché smési

Zeleninovy vyvar, kufeci ryzova polévka,
dehydratovana zeleninova polévka, kostky na
vyvar, zeleninova polévka, arasidové maslo

Omacky, dresinky, kofeni a dochucovadla

Jogurtovy dresink, ke€up, sojova omacka,
salatovy dresink, cesnekovy prasek, paprikovy
prasek, smetana na vareni

Cukry

Glukdzovy sirup, mouckovy cukr

Hotova jidla a pokrmy

Masové kulicky v omacce s hraskem, masové
ravioli ve vajeCném tésté, fazolovy gulas

Tucna jidla

Olivovy olej, slunecnicovy olej, maslo, margarin,
smetana

Kyselé potraviny

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

Napoje

Voda, mléko, ovocné stavy, pivo, sdjové napoje,

ryzové napoje, ovesné napoje, nealkoholické
napoje

Tabulka 2. Nepotravinové vzorky validované na GlutenTox Sticks Plus

Skupina

Testované vzorky

Produkty osobni péce

Koupelovy gel, Sampon, deodorant, zubni pasta,
ustni voda

Krémy (oblicej, télo a ruce), Cistici prostfedek,

Kosmetika .

balzdm na rty

Krmivo pro domaci mazli¢ky (suché krmivo,
Jiné mokré krmivo), Cistici prostfedky, léky (tablety,

kapsle a sirupy)
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14. DusSevni vlastnictvi

Imunoreagenty pouzité v této soupravé jsou komeréné vyuzivany na zakladé vyhradni licence pro
biologicky material od Spanélské narodni rady pro vyzkum (CSIC).
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16. Vyrobce a dodavatel

@ hygiena’

Hygiena International
8 Woodshots Meadow
Watford, Hertfordshire
WD18 8YU, UK
www.hygiena.com

@ sKa-rec

SKA-TEC spol. sr.o.
Vankova 888/5

181 00 Praha 8 - Cimice
www.skatec.cz
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