
Τοξικολογία Τροφίμων

Έλεγχος υπολειμμάτων με τη μέθοδο ELISA



Στόχοι ενότητας

•Εξοικείωση με το kit προσδιορισμού αφλατοξίνης Μ1 σε 
δείγμα γάλακτος  

•Κατανόηση των κρίσιμων σημείων εφαρμογής της 
συγκεκριμένης μεθόδου ELISA  

•Αναγνώριση παραμέτρων που μπορεί να επηρεάσουν 
τα αναλυτικά αποτελέσματα



Προστασία κατά το χειρισμό του kit  

•Τα standard διαλύματα περιέχουν αφλατοξίνη Μ1.  

•Απαγορεύεται η επαφή με το δέρμα.  

• Απαραίτητη η χρήση προστατευτικών γαντιών. 



Συνθήκες διατήρησης - Χειρισμός

Η αποθήκευση του kit γίνεται στους 2-8 oC.  

Οι αφλατοξίνες είναι φωτοευαίσθητες και για αυτό να αποφεύγεται η 
έκθεση στο φώς. 

Ομοίως και για το διάλυμα χρωμογόνου-υποστρώματος  

Αποτελέσματα μετά την ημερομηνία λήξης του kit δεν θεωρούνται 
αξιόπιστα 

Να μην αναμιγνύονται αντιδραστήρια kit με διαφορετικούς αριθμούς 
παρτίδας 



Περιεχόμενα του Kit



Περιεχόμενα

•12 strip των 8 θέσεων-κυψελίδες καλυμμένα με αντισώματα  

•6 standard διαλύματα  1,3ml το καθένα (0,5,10,20,40,80 ppt) 

•Ένα φιαλίδιο με κόκκινο καπάκι που περιέχει το ένζυμο 
σύζευξης(1,3 ml)  

•Ένα φιαλίδιο με καφέ καπάκι που περιέχει το υπόστρωμα – 
χρωμογόνο (10ml) 

•Ένα φιαλίδιο με κίτρινο καπάκι που περιέχει το διάλυμα stop(14ml) 



Περιεχόμενα

• Μια φιάλη που περιέχει το buffer 1 διάλυμα 20ml 

• Ένα φιαλίδιο με λευκό καπάκι που περιέχει το διάλυμα 
buffer 2  

• Διάλυμα washing buffer 











Washing buffer 

Buffer 1 

Standard διαλύµατα Χρωµογόνο Stop solution 

Buffer 2 

Ένζυµο 
σύζευξης 



Εφαρμογή μεθόδου



Αιτίες απόρριψης kit

• Εμφάνιση μπλέ απόχρωσης στο υγρό του φιαλιδίου με 
το ένζυμο σύζευξης (κόκκινο καπάκι) 

• Τιμή απορρόφησης μικρότερη από 0.6 για το zero 
standard    



Προετοιμασία εξοπλισμού – αντιδραστηρίων  

• Όλα τα αντιδραστήρια πρέπει να έρθουν σε 
θερμοκρασία δωματίου  

• Η διαδικασία θα πρέπει να πραγματοποιηθεί στους 
20-25 oC 

• Η φυγόκεντρος πρέπει να έρθει σε θερμοκρασία 10 oC 



Washing Buffer  

• Ρυθμιστικό διάλυμα πλυσίματος 

• Από το έτοιμο διάλυμα (διάρκεια ζωής 8-12 εβδομάδες) 
διαλύουμε ένα μέρος με 9 μέρη αποσταγμένο νερό.  

• Για τις 8 θέσεις ενός strip χρειαζόμαστε 12 ml 

•250μl * 8 = 2000 μl, τρείς πλύσεις συνολικά 2000μl*3= 
6000μl, + 6000μl για το τελευταίο πλύσιμο, Σύνολο 
12000μl ή 12 ml 



Διάλυμα ενζύμου σύζευξης

Για κάθε ένα strip 8 θέσεων αναμιγνύουμε (αφού 
αναταράξουμε προσεκτικά) 100 μl ενζύμου σύζευξης 
(κόκκινο πώμα) με 1ml από το buffer 2 (λευκό πώμα).  



Προετοιμασία δειγμάτων γάλακτος

• Φτιάχνουμε τη λίστα των κωδικών για τα δείγματα.  

• Συμπληρώνουμε το έντυπο αντιστοιχίας δειγμάτων σε 
κάθε strip με βάση την αρίθμηση που υπάρχει στην 
πλακέτα 

• Ανακατεύουμε το κάθε δείγμα πριν τη δειγματοληψία 
προκειμένου να εξασφαλίσουμε την ομοιόμορφη 
κατανομή των συστατικών του



Σημεία προσοχής

• Για τη λήψη κάθε δείγματος γίνεται χρήση ξεχωριστής 
πιπέτας.  

• Προσοχή ο αριθμός των φιαλιδίων προς φυγοκέντριση 
θα είναι πάντα ζυγός. Για τον έλεγχο της σωστής 
τοποθέτησης μετράμε τις κενές τρύπες μεταξύ των 
δειγμάτων στη κεφαλή της φυγόκεντρου. Θα πρέπει να 
είναι ίδιες και από τις δύο πλευρές



Εφαρμογή διαδικασίας

Σε κατάλληλο φιαλίδιο 
τοποθετούμε το γάλα 
προκειμένου να το 
φυγοκεντρίσουμε.  

Σε κάθε φιαλίδιο να 
υπάρχει ο κωδικός του 
δείγματος 



Εφαρμογή διαδικασίας - Φυγοκέντρηση

• Αφού τοποθετηθούν σωστά τα δείγματα στη 
φυγόκεντρο φυγοκεντρούμε το γάλα στις ακόλουθες 
συνθήκες  

• 10min//3500 g/ 10 oC





Εφαρμογή διαδικασίας - Φυγοκέντρηση

• Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης αφαιρούμε το 
ανώτερο στρώμα της κρέμας (συμπαγές τμήμα) με τη 
χρήση πιπέτας.  

• Στη συνέχεια από τη τρύπα που έχει γίνει προσεκτικά με 
μια βελόνα χωρίς να γδάρουμε τα τοιχώματα 
παίρνουμε το υγρό (αποβουτυρωμένο γάλα) και το 
τοποθετούμε σε ξεχωριστό φιαλίδιο (με γραμμένο τον 
κωδικό του δείγματος).





Εφαρμογή διαδικασίας - Προετοιμασία πλακέτας

• Τοποθετούμε στην πλακέτα τον αριθμό των strip που 
θέλουμε. 

• Σε κάθε περίπτωση υπολογίζουμε ότι οι πρώτες 6 
θέσεις ΜΟΝΟ στο πρώτο strip καταλαμβάνονται από 
τα standard διαλύματα
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προετοιμασία πλακέτας

• Βάζουμε στις πρώτες θέσεις του πρώτου strip από το 1 
μέχρι το 6 τα standard διαλύματα με αύξουσα 
συγκέντρωση 

• 100 μl σε κάθε θέση
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προετοιμασία πλακέτας

• Από το νέο φιαλίδιο με τη χρήση μικροπιπέτας 
παίρνουμε 100 μl και τα τοποθετούμε στην αντίστοιχη 
θέση στο strip. (οι θέσεις έχουν από πριν συμπληρωθεί 
στο έντυπο ώστε να γνωρίζουμε που βρίσκεται το κάθε 
δείγμα)
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προετοιμασία πλακέτας

• Αφού έχουμε τοποθετήσε ι όλα τα δε ίγματα 
αναμιγνύουμε απαλά με προσοχή και τοποθετούμε την 
πλακέτα με τα strip στο σκοτάδι για 30 λεπτά. 
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προσθήκη 
αντιδραστηρίων

• Βγάζουμε την πλακέτα από το σκοτάδι και την 
τοποθετούμε στο ειδικό μηχάνημα για πλύσεις και 
αναρρόφηση. 

• Επιλέγουμε το πρόγραμμα 9.  

• Κάνουμε την πρώτη αναρρόφηση βγάζουμε την 
πλακέτα και την χτυπάμε ελαφρά σε απορροφητικό 
χαρτί προκειμένου να φύγει όλη η υγρασία.   
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προσθήκη 
αντιδραστηρίων

• Τοποθετούμε σε κάθε κυψελίδα 250μl από το washing 
buffer solution.  

• Βάζουμε ξανά την πλακέτα στο μηχάνημα πλύσης-
αναρρόφησης και επιλέγουμε ξανά το πρόγραμμα 9.  

• Μετά το άδειασμα του υγρού χτυπάμε ξανά απαλά τρείς 
φορές την πλακέτα σε απορροφητικό χαρτί.  

• Επαναλαμβάνουμε 2 φορές ακόμη τη διαδικασία του 
πλυσίματος 
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προσθήκη 
αντιδραστηρίων

• Τοποθετούμε 100 μl από το μείγμα ενζύμου σύζευξης 
και buffer 2 σε κάθε κυψελίδα και μετά ανακατεύουμε 
απαλά.  

• Τοποθετούμε στο σκοτάδι για 15 λεπτά
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προσθήκη 
αντιδραστηρίων

• Ακολουθούν τρία πλυσίματα με το washing buffer 
so lu t ion με τη δ ιαδ ικασ ία που αναφέρθηκε 
προηγουμένως. 
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προσθήκη 
αντιδραστηρίων

• Τοποθετούμε 100μl από 
το χρωμογόνο (καφέ 
μπουκαλάκι) σε κάθε 
κυψελίδα.  

• Αναμιγνύουμε απαλά. 

• Τ ο π ο θ ε τ ο ύ μ ε σ τ ο 
σκοτάδι για άλλα 15 
λεπτά.
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Εφαρμογή διαδικασίας - Προσθήκη 
αντιδραστηρίων

• Τοποθετούμε 100μl από 
τ ο s t o p s o l u t i o n 
(κίτρινο μπουκάλι) σε 
κάθε κυψελίδα στο strip 
και ακολουθεί η μέτρηση.  

• ΠΡΟΣΟΧΗ η μέτρηση 
πρέπει να γίνει άμεσα. 
Μετά από 15 λεπτά τα 
απ ο τ ε λ έ σ μ α τ α δ ε ν 
θεωρούνται αξιόπιστα. 
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Ερωτήσεις Αυτοαξιολόγησης Ενότητας 

• 	Για ποίο λόγο τα standard διαλύματα απαιτούν 
προσεκτικό χειρισμό? 

• Τι περιορισμοί ισχύουν για τη διατήρηση και το χειρισμό 
του kit 

• Υπολογισμός ποστοτήτων washing buffer solution  

• Τι απαιτούν τα δείγματα γάλακτος πριν τη λήψη της 
αναλυτικής ποσότητας και γιατί. Τι ελέγχουμε κατά την 
τοποθέτηση των δειγμάτων στη φυγόκεντρο 



Ερωτήσεις Αυτοαξιολόγησης Ενότητας 

• 	Τι προφυλάξεις πρέπει να λαμβάνονται κατά τη 
διάρκεια της δειγματοληψίας και της προετοιμασίας και 
της αποστολής των δειγμάτων?  

• Ποια είναι τα κριτήρια για την αποδοχή ή απόρριψη μιας 
παρτίδας μετά από έλεγχο επιπέδων μυκοτοξινών?


