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Eine Apparatur fiir die "Micro-Slide-Immundiffusion" )

Sonderdruck aus "Die Fleischwirtschaft", 52. Jahrgang, Januar
1972 - Heft 1 - Seite 61-64
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Immunologische Analysenverfahren finden in letzter Zeit
immer stdrkerem MaBe Eingang auch in die Lebensmitteliiber-
wachung. Diese Verfahren setzen voraus, daB hochwertige
Antiseren zur Verfiligung stehen, aber auch eine weitgehende
Standardisierung aller fiir dieses Verfahren wichtiger Para-
meter. In der folgenden Arbeit wird eine Apparatur beschrie-
ben, die es gestattet, im MikromaBstab immunochemische Tren-
nung durchzufiihren. Filir die Lebensmitteliliberwachung werden
damit sonst nur schwierig zu bestimmende Stoffe wie Mydech—,
Soja- und HlhnereiweiB, Blutplasma, Bakterientoxine, wie
Staphylokokken-Enterotoxine usw., leichter und spezifischer
nachweisbar. Dabei ist sowohl eine qualitative als auch

eine quantitative Aussage mdglich. Durch Zurverfiligungstel-
lung von hoch standardisierten und streng genormten Teilen
und Reagentien ist die Gewihr gegeben, Untersuchungsergeb-
nisse in Routine und Forschung reproduzierbar zu machen. Bei
optimaler Ausnutzung aller fiir ein immunologisches System
wichtigen Parameter lassen sich 0,0005 pg Antigen und weniger
eindeutig erfassen.

An apparatus for micro-slide immune diffusion

Immunological methods of analysis have recently come to be
used more and more in food inspection. These methods require
the avallability of high value anti-sera and they also demand
far-reaching standardisation of all parameters important to
the method. The author describes an apparatus which makes it
possible to carry out immuno-chemical separation in the micro-
scale. In food inspection substances such as milk, soya and egg
protein, blood plasma, bacterial toxins such as staphylococcal
enterotoxins etc., which are difficult to determine, become
more easily.and more specifically detectable when this method
is used. It is also possible to obtain qualitative as well as
quantitative information. By making available highly standard-
ized and strictly controlled parts and reagents it is possible
to ensure reproducible experimental results in both research
and routine work. If all the parameters of importance to an
immunological system are fully utilised, 0.0005 B9 antigen or
less can be detected.

+)Jie vollstdndige Beschreibung erfolgte in der Fleischwirt-
schaft 52, 61-64, 1972 (mit 12 Abbildungen)
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Un équipment pour la "Micro-Slide-Immunodiffusion
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Neuentwicklung einer standardisierten Ausrustung

Die hier angedeuteten Analysenvoraussetzung schafften die

Grundlagen zur Entwicklung einer standardisierten Ausrustur
fiir die "Micro-Slide-Immundiffusion".

In der Abbildung 9 ist die vollstdndige Appa
besteht aus folgenden Einzelteilen:

1. Diffusionskammer mit Briickengliedern
(Abbl. 10)
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2. 100 Micro-Slides aus Kunststoff mit standardisierter
Diffusionsflidche (Modell) (Abb. 11).

100 Kunststoff-Templates (Modell) (Abb. 1l1).

4. Verkapselte Flasche mit Instant-Agar, Puffersalzen und
Merthioalte, fertiggemischt, direkt zur Herstellung von
100 ml 1,2%igem gepuffertem Agar.

W

5. 100 Glaspipetten zur Aufgabe der Antigen- und AntikOrper-
l16sungen (Abb. 11).

6. 1 Normpipette zur Aufgabe des Diffusionsagars.

7. 50 Luftblasenentferner (Abb. 12).

8. Thiazinrot, gemischt mit Zitronensdure flir 1 Liter Fdrbe-

18sung (Abb. 12) (0,1%ig an Thiazinrot und 1%ig an Zitro-
nensaure) .

9. 3 Fdrbe- und Entfdrbekammern (Abb. 12).

10. Stempel fiir Dokumentationszwecke (Abb. 12).

Alle Teile, insbesondere die fiir den Diffusionsbereich, sind
streng genormt und erlauben es, unter exakt definierten Ana-
lysenbedingungen zu arbeiten.

Die Diffusionskammer wird dazu circa 1 cm hoch mit destillier-
tem Wasser gefiillt, um so eine wassergesdttigte Atmosphdre
zu schaffen.

Die Micro-Slides mit doppelter Diffusionsfldche sind aus Kunst-
stoff, ebenso die Templates. Ein Aufbringen von Haftagar ist
nicht mehr erforderlich. Lediglich die Templates sollten mit
einer sehr diinnen Siliconfettschicht auf der Auflagefldche ver-
sehen werden. Dadurch lassen sie sich nach der Diffusion leich-
ter von der Agarschicht abschieben.

Die Flaschen mit dem Instant-Agar sind hitzestabil, so daB in

ihnen durch direkte Zugabe von 100 ml dest. Wasser der erfor-

derliche (fiir Staphylokokkenenterotoxine und Antiseren) 1,2%ige,

gepufferte und konservierte Diffusionsagar hergestellt werden

kann. Nach dem Aufldsen in der Wdrme sollte der dann auf etwa

60°C gehaltene Agar mit einer MeBpipette auf die Diffusions-

fldachen der Slides aufgegeben werden (0,3-0,4 ml). Danach

werden die Templates vorsichtig auf den noch flissigen Agar

aufgelegt. Die so vorbehandelten Slides (mit Agar und Templates)

sind nun fertig zur Aufnahme der Antigen- und Antiserumverdin-

nungen. Diese Verdiinnungen werden mit den beigegebenen Glas-

kapillaren in die jeweiligen L&cher gegeben (ca. 0,02 ml). Im

allgemeinen kommt dabei die Antiserumverdiinnung in das mitt-

lere Bassin, die Antigenverdiinnung in die umliegenden Bassins.

Grundsidtzlich muB aus jedem gefiillten Loch mit den beigege- “
benen Luftblasenentfernern evtl. vorhandene und eingeschlosse- ‘
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Trays for staining and destaining
Rubber stamp for marking results

—~ o~
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(1 flask) 7 X Detergent concentrate

(2 tubes) Instant Agar MD (1.5% agar, Barbitol-
buffer pH 7.4, merthiolate)

(2 tubes) Thiazin red concentrate for 500 ml
staining solution

(2 tubes) Citric acid for 500 ml destaining
solution

(1 tube) Silicon grease

Prepare a é% solution of the detergent 7 X concentrate, and
warm to 60 C. Place microslides into the detergent solution
and defat for about 1 hr at this temperature. Rinse plates
thoroughly with tap water, afterwards with demineralized
water, and let dry.

The diffusion chamber should be placed as level as possible
and where L@mperature changes are moderate. An incubator,
adjusted to 20- 25° , is well suited. Water about 1 cm high
is placed into uhe chamber. The bridge which accommodates
the microslides is inserted.

1. Preparation of the Agar

One package of Instant Agar MD contains all the ingredients
for 100 ml diffusion agar including a preservative. 100 ml
demineralized water are accurately measured into an Erlenmey-
er-flask. The agar is added to the water, and the mixture is
heated on a steam bath until the solution is completely clear.
For casting the slides, the agar should be kept as hot as
possible. 0.35 ml of liquid agar ist measured with the measur-
ing pipette onto each moulded depression of the slides. The
templates are lowered onto the discs of liquified agar by
putting one edge in place first and then slowly bringing the
other edge down. Care must be taken that the agar ist not
forced upwards through the small openings of the templates.
Some workers recommend application of a very thin layer of
silicon grease onto “the bottom side of the templates. The

agar UJLLdlLlQS very rapidly, and the tests can be started.
The wells of the templates must not contain any air bubbles,
otherwise, the slide cannot be used.

2. Applying the Samples

The reference antigen and the test samples are placed into
the peripheral wells of the template; whereby customarily
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