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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Vorrichtungen, Verfahren und Programme zum automatischen Nach-
weis von Bakterien in einer Probe und genauer gesagt Vorrichtungen, Verfahren und Programme flir den au-
tomatischen Nachweis von Bacillus- oder Coccus-Bakterien in einer Probe.

Hintergrund

[0002] Nachweis von Bakterien, die in einer Probe enthalten sind und Bestimmung der Art der Bakterien wer-
den haufig bei klinischen Untersuchungen und Nahrungsmittelhygiene-Untersuchungen durchgefihrt. Die Ar-
ten von Bakterien werden Ublicherweise klassifiziert in Bezug auf die Gram-Farbbarkeit der Bakterien (z.B.
Gram-positive oder Gram-negative), und in Bezug auf die Form (z.B. Bacillus oder Coccus). Gram-negative
Bacillus und Gram-positive Coccus rufen haufig negative Effekte auf den menschlichen Korper hervor.

[0003] Die Agarkulturmethode ist das haufigste Verfahren zur Klassifizierung von Bakterien. Dieses Verfahren
beinhaltet das Kultivieren einer Probe auf einem Agarmedium fiir eine vorherbestimmte Zeit, optionales Farben
der in der Kultur gebildeten Kolonien und Klassifikation der Bakterien durch einen Beobachter unter Verwen-
dung eines Mikroskops. Die Agarkulturmethode ist jedoch ein schwieriges Verfahren insofern als es im wesent-
lichen ein manuelles Verfahren ist. Des weiteren vergeht eine erhebliche Zeit, bevor die Art des Bakteriums
bestimmt werden kann, da die Kultivierung nétig ist.

[0004] In den vergangenen Jahren sind Verfahren versucht worden, welche unter Verwendung eines Teil-
chenanalysiergerats, wie einem Durchflusszytometer oder dergleichen automatisch Bakterien messen. Diese
Technologie umfasst die folgenden Aspekte: (1) ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Messung von Mikroor-
ganismen, welche jeweils Vorkultur- und Nachkulturproben messen, um Messfehler infolge von Unreinheiten
in der Probe zu vermeiden durch die Bestimmung des Unterschieds zwischen den beiden Messergebnissen
(siehe z.B. US-Patent 6,165,740); und (2) ein Verfahren zum Zahlen von Bakterien in Proben, enthaltend Un-
reinheiten, welches die Bakterien von den Unreinheiten trennt, die Bakterien zahlt durch Hinzufiigen eines kat-
ionischen Tensids zu der die Bakterien enthaltenden Probe, um die Farbstoff-Durchlassigkeit der Bakterien zu
erhdéhen und Farben der Bakterien infolge der Wirkung des Farbstoffs (siehe z.B. EP 1 136 563 A2).

[0005] Die Messung kann in einer relativen kurzen Zeit bewerkstelligt werden, wenn das Verfahren die Bak-
terien automatisch mittels eines Teilchenmessapparats, wie einem Durchflusszytometer oder dergleichen,
misst. Unter solchen Verfahren ist jedoch noch keine Technik vorgeschlagen worden zur Unterscheidung von
Bacillus und Coccus mit einer hohen Genauigkeit.

Zusammenfassung

[0006] Das Ausmal der vorliegenden Erfindung wird einzig durch die beigefiigten Anspriiche definiert und
wird in keiner Weise beeinflusst durch die Aussagen innerhalb dieser Zusammenfassung.

[0007] Ein Verfahren zur Messung von Bakterien, welches Merkmale der vorliegenden Erfindung darstellt,
umfasst
(a) Fluoreszenzfarben von Bakterien in einer Probe;
(b) Detektieren von Grofeninformation der Bakterien in der Probe, und Fluoreszenzinformation, welche die
Intensitat des von den Bakterien ausgestrahlten Fluoreszenzlichts darstellt;
(c) Herstellen eines Scattergrams, welches eine Verteilung der Bakterien auf Basis der detektierten Gro-
Reninformation und Fluoreszenzinformation darstellt; (d) Analysieren der Verteilung der Bakterien in dem
Scattergram; und
(e) Bestimmen, ob die Bakterien in der Form Bacillus oder Coccus sind auf Basis des Analyseergebnisses.

[0008] Eine Bakterienmessvorrichtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert, umfasst: (a)
eine Probenvorrichtung zur Bereitstellung einer Probe, enthaltend Fluoreszenz-gefarbte Bakterien, (b) einen
ersten Detektor zum Detektieren von GréReninformation jedes Bakteriums in der Probe; (c) einen zweiten De-
tektor zum Nachweis von Fluoreszenzinformation, die die Intensitat des von jedem Bakterium in der Probe aus-
gestrahlten Fluoreszenzlichts ausdriickt; und (d) eine Kontrolleinheit, die konfiguriert ist, zum Herstellen eines
Scattergrams der Bakterien unter Verwendung der GréReninformation und der Fluoreszenzinformation als Pa-
rameter, zum Analysieren der Verteilung der Bakterien in dem Scattergram und zur Bestimmung, ob die Bak-
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terien in der Probe Bacillus oder Coccus sind auf Basis eines Analyseergebnisses.

[0009] Ein Computer-ausfihrbares Programm zur Analyse von Bakterien, welches Merkmale der vorliegen-
den Erfindung verkorpert, umfasst: (a) Erhalten von GréReninformation von Bakterien und Fluoreszenzinfor-
mation, welche die Intensitat des von den Bakterien ausgestrahlten Fluoreszenzlichts darstellt; (b) Herstellen
eines Scattergrams, welches eine Verteilung der Bakterien auf Basis der GroReninformation und der Fluores-
zenzinformation darstellt; (c) Analysieren der Verteilung der Bakterien in dem Scattergram; und (d) Bestimmen,
ob die Bakterien Bacillus oder Coccus sind auf Basis eines Analyseergebnisses.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

[0010] Fig. 1 ist eine perspektivische Ansicht einer automatisierten Bakterienmessvorrichtung, die Merkmale
der vorliegenden Erfindung verkdrpert.

[0011] Fig. 2 ist eine perspektivische Ansicht der Probenvorbereitungseinheit einer automatisierten Bakteri-
enmessvorrichtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkérpert.

[0012] Fig. 3 ist eine lllustration des optischen Systems und Flusssystems der Nachweiseinheit einer auto-
matisierten Bakterienmessvorrichtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0013] Fig. 4 ist ein Blockdiagramm der Analysekontrolleinheit einer automatisierten Bakterienmessvorrich-
tung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0014] Fig. 5 ist ein Flussdiagramm, welches die allgemeine Kontrolle einer automatisierten Bakterienmess-
vorrichtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert, darstellt.

[0015] Fig. 6 ist ein Flussdiagramm, das das Arbeiten einer automatisierten Bakterienmessvorrichtung, die
Merkmale der vorliegenden Erfindung verkérpert, darstellt.

[0016] Fig. 7 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0017] FEig. 8 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0018] Fig. 9 illustriert den Einheitsvektor, der in dem Analyseverfahren verwendet wird, welches durch eine
automatisierte Bakterienmessvorrichtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert, durchgefuhrt

wird.

[0019] Fig. 10 zeigt ein Beispiel einer Bildschirmoberflaiche, welche von einer automatisierten Bakterien-
messvorrichtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkdrpert, angezeigt wird.

[0020] Fig. 11 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0021] Fig. 12 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0022] Fig. 13 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0023] Fig. 14 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0024] Fig. 15 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0025] Fig. 16 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.
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[0026] Fig. 17 zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, hergestellt durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0027] Fig. 18 ist ein Flussdiagramm des Arbeitens einer automatisierten Bakterienmessvorrichtung, die
Merkmale der vorliegenden Erfindung verkorpert.

[0028] Fig. 19 zeigt ein Beispiel einer Bildschirmoberflache, die durch eine automatisierte Bakterienmessvor-
richtung, die Merkmale der vorliegenden Erfindung verkdrpert, angezeigt wird.

Detaillierte Beschreibung

[0029] Die vorliegende Erfindung stellt Techniken, Vorrichtungen und Computer-lesbare Programme zur Ver-
fugung zum schnellen und genauen Bestimmung, ob die Art von Bakterien in einer Probe Bacillus oder Coccus
ist.

[0030] Die Verfahren zum Messen von Bakterien gemaR der vorliegenden Erfindung umfassen (a) Herstellen
einer Probe durch Fluoreszenzfarben der Bakterien in einem Probe; (b) Detektieren von GroReninformation
der Bakterien und Fluoreszenzinformation, welche die Intensitat von Fluoreszenzlicht, das von den Bakterien
jeder Art in einer hergestellten Probe ausgestrahlt wird, ausdriickt; (c) Erzeugen eines Scattergrams unter Ver-
wendung der detektierten GroRReninformation und Fluoreszenzinformation als Parameter; (d) Analysieren der
Verteilung der Bakterien in dem Scattergram; und (e) Bestimmen, ob die Art der Bakterien in der Probe Bacillus
oder Coccus ist, auf Basis des Analyseergebnisses.

[0031] Ein Fluoreszenzfarbstoff zum Binden an Bestandteile der Bakterien und Ausstrahlen von Fluoreszenz-
licht wird in dem Bakterienfluoreszenzfarbemittel verwendet. Zum Beispiel kdnnen ausschlie8lich Bakterien in
einer Probe gefarbt werden unter Verwendung eines Farbstoffs zum Farben von Nucleinsaure, welcher aus-
schlielich an intrazellulare DNA oder RNA der Bakterien bindet. Zum Beispiel kbnnen Polymethin-Farbstoffe
mit den Strukturen (1) bis (11) unten verwendet werden:
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(10) Verbindungen mit der allgemeinen Formel:

Ry
/\/ >4 \ — O—R,
| »—{szs i~y
(L=
R,

. A,

X

worin R, ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen dargestellt; R, und R, Was-
serstoffatome, Alkylgruppen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatome oder Alkoxygruppen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen
darstellen, R, eine Wasserstoffgruppe, Acylgruppe oder Alkylgruppe mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen darstellt;
R, ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, welche optional substituiert sein
kdnnen, darstellt; Z ein Schwefelatom, Sauerstoffatom oder Kohlenstoffatom, substituiert mit zwei Alkylgrup-
pen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen, darstellt; n 1 oder 2 ist; und X ein Anion darstellt.

[0032] (11) Verbindungen mit der allgemeinen Formel:
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worin R, ein Wasserstoffatom oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 18 Kohlenstoffatomen darstellt; R, und R, Was-
seratome, Alkylgruppen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen oder Alkoxygruppen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen dar-
stellt; R, ein Wasserstoffatom, Acylgruppe oder Alkylgruppe mit 1 bis 18 Kohlenstoffatomen darstellt; Z ein
Schwefelatom, Sauerstoffatom oder Kohlenstoffatom, substituiert mit 2 Alkylgruppen mit 1 bis 3 Kohlenstoffa-
tomen darstellt; n 0, 1 oder 2 ist; und X ein Anion darstellt.

[0033] Unter diesen Farbstoffen ist (1) kommerziell erhaltlich, (2) und (3) sind erhaltlich von Japan Photosen-
sitive Dye Research Center, und (5) bis (9) sind erhaltlich von Molecular Probes, Inc. Farbstoff (10) kann her-
gestellt werden durch das im US-Patent 5,821,127 beschriebene Verfahren. Farbstoff (11) kann hergestellt
werden durch das im US-Patent Nr. 6,004,816 offenbarte Verfahren.

[0034] Unter den durch die allgemeine Formel (10) dargestellten Farbstoffen ist derzeit der unten gezeigte
Farbstoff besonders wiinschenswert:

g
OTI
[
oI
Ox

[0035] Bakterien mit einem spezifischen Niveau an Fluoreszenzintensitat kdnnen unterschieden werden von
Unreinheiten, welche im wesentlichen keine Fluoreszenzintensitat aufweisen, falls Fluoreszenzinformation
(Fluoreszenzintensitat) von jedem Teilchen in einer Probe nachgewiesen wird, die einem Fluoreszenzfar-
bungsverfahren unterworfen worden war unter Verwendung der oben genannten Fluoreszenzfarbstoffe.

[0036] Auf elektrischem Widerstand basierende Verfahren, welche einen Detektor verwenden, mit einem Ele-
ment, enthaltend eine Pore zum Hindurchtreten der Bakterien und erste und zweite Elektroden, detektieren die
GroRe von Teilchen anhand der Veranderung des elektrischen Widerstands einer Probe Uber die Zeit, wenn
die vorbereitete Probe durch die Pore hindurchtritt. Diese Verfahren kdnnen verwendet werden zum Nachweis
der TeilchengréReninformation. Verfahren, welche gestreute Lichtpulsweite oder gestreute Lichtintensitat, die
von den Teilchen ausgestrahlt werden, detektieren unter Verwendung eines Durchflusszytometers, kdnnen
auch verwendet werden zur Detektion von Teilchengréfeninformation. In diesen Verfahren umfasst Teilchen-
gréBeninformation Information, die den Teilchendurchmesser widerspiegelt, die Breite der Teilchen in einer
Richtung im rechten Winkel zum Teilchendurchmesser, Teilchenvolumen oder dergleichen. Der Wert der Ver-
anderung des elektrischen Widerstands, der durch das elektrische Widerstandsverfahren nachgewiesen wird
und die Pulsweite und Intensitat des gestreuten Lichtsignals, das durch das Durchflusszytometerverfahren de-
tektiert wird, kdnnen verwendet werden als die GroReninformation.

[0037] Durchflusszytometrische Verfahren zur Detektion der Intensitat von Fluoreszenzlicht, das von Fluores-
zenz-gefarbten Teilchen ausgestrahlt wird, kann verwendet werden als das Verfahren zum Nachweis von Flu-
oreszenzinformation.

[0038] Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, in welchem Laserlicht verwendet wird, um eine flieRende Pro-
benflissigkeit, welche Zielteilchen, wie Bakterien und Zellen enthalt, zu bestrahlen. Optische Information, be-
treffend gestreutes Licht und Fluoreszenzlicht, welches generiert wird, wenn die Teilchen durch die vom Laser-
licht bestrahlte Region hindurchtreten, wird detektiert. AnschlieRend werden die Teilchen analysiert auf Basis
dieser detektierten optischen Information. Die verschiedene optische Information wird detektiert als pulsartige
elektrische Signale durch fotoelektrische Umwandlungselemente, wie Fotodioden, Fotoverstarkerréhren und
dergleichen. Unter Verwendung dieser Signale kann die Signalintensitat erhalten werden, basiert auf der Hohe
der Pulsspitze, und die Lichtemissionszeit kann erhalten werden auf Basis der Pulsbreite. Im allgemeinen spie-
gelt das vorwarts gestreute Lichtsignal die GroRRe der Teilchen wider und das Fluoreszenzlichtsignal spiegelt
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den Grad der Farbung der Teilchen, welche zuvor Fluoreszenz-gefarbt worden waren, wider.

[0039] Ein Scattergram ist zusammengesetzt aus Punkten, die zu individuellen Teilchen korrespondieren, ba-
sierend auf einer Vielzahl von Teilcheninformation, detektiert von jedem Teilchen in einem Koordinatensystem,
dessen Achsen eine Vielzahl von Informationsarten darstellen (z.B. Gréf3eninformation, die die Grof3e der Teil-
chen darstellt, und Fluoreszenzlichtinformation), welche die Charakteristika der Teilchen widerspiegeln. Wenn
die Teilcheneigenschaften sich unterschieden, treten Unterschiede in der Verteilung der Punkte auf dem Scat-
tergram auf. Die gegenwartigen Erfinder haben entdeckt, dass, wenn Bacillus enthaltende Proben und Coccus
enthaltende Proben verglichen wurden, die GréReninformation der beiden im wesentlichen gleich sind, aber
dass die erhaltene Fluoreszenzlichtinformation dazu tendiert, gréf3er zu sein fir Bacillus als flir Coccus, woraus
sich Unterschiede in der Punktverteilung im Scattergram ergeben. Somit basiert gemaf der vorliegenden Er-
findung die Bestimmung, ob Bakterien einer Probe Bacillus oder Coccus sind, auf Unterschieden in dieser Ver-
teilung.

[0040] Unterschiede in der Verteilung von Punkten in einer Bacillusprobe und Coccusprobe werden ausge-
drickt in der Steigung der Verteilungen. Diese Steigungen der Verteilungen werden unten beschrieben. Fig. 7
zeigt ein Beispiel eines Scattergrams, erhalten von einer Probe, enthaltend Bacillus, und Fig. 8 zeigt ein Bei-
spiel eines Scattergrams, erhalten von einer Probe, enthaltend Coccus, worin die Fluoreszenzintensitat (FL)
auf der X-Achse aufgetragen ist, und die vorwarts gestreute Lichtintensitat (Fsc) auf der Y-Achse aufgetragen
ist. Der Bereich BCT in den Abbildungen wird als der Bereich angesehen, in welchem Punkte, die Bakterien
entsprechen, auftreten. Die Population von Punkten in den Scattergramen, die zu Bakterien in den Scatter-
grammen korrespondiert, ist so verteilt, dass sie sich in einer festgelegten Richtung ausbreitet (von unten links
nach oben rechts).

[0041] In dem Koordinatensystem des Scattergrams ist die Steigung mit dieser "festgelegten Richtung" die
Steigung der Verteilung. Wenn Fig. 7 und Fig. 8 verglichen werden, ist die Steigung in Bezug auf die X-Achse
in die Richtung, in welcher die Population sich gegen oben rechts hin erstreckt (d.h. die Steigung der Vertei-
lung) groéRer in der Coccus-enthaltenden Probe (Fig. 8) als in der Bacillus-enthaltenden Probe ( Fig. 7). Auf-
grund dieser Tatsache, kann auf Basis der Steigung der Verteilung geman der vorliegenden Erfindung eine Be-
stimmung unternommen werden, ob Bakterien in einer Probe Bacillus oder Coccus sind. Die Steigung der Ver-
teilung wird bestimmt in der Richtung der maximalen Varianz der Punkte, welche die Bakterien darstellen, und
die Steigung der Verteilung kann bestimmt werden durch Bestimmung der Steigung in der Richtung der maxi-
malen Varianz. Eine Steigung einer Naherungsgleichung, berechnet aus den Punkten, die Bakterien darstel-
len, kann auch als die Steigung der Verteilung verwendet werden.

[0042] Eine Ausflihrungsform der automatisierten Bakterienmessvorrichtung der vorliegenden Erfindung wird
nachstehend beschrieben. In Eig. 1 wird eine dul3ere Ansicht eines automatisierten Bakterienmessapparats 1
durch die durchgezogenen Striche angezeigt, und die innere Struktur wird kurz angedeutet durch die gestri-
chelten Linien. Die am weitesten vorne liegende Oberflache der Vorrichtung ist ausgestattet mit dem Flissig-
kristall-Touchpanel 11 zum Eingeben verschiedener Arten von Einstellungen und dem Ausgeben von Messer-
gebnissen, der Probenabdeckung 12, Reagensabdeckung 13 und dem Startknopf 14. wenn die Probenabde-
ckung 12 gedffnet wird, kann eine Probe in die Probenhalteeinheit, welche innerhalb der Vorrichtung zur Ver-
fligung gestellt wird, eingesetzt werden. Wenn die Reagensabdeckung 13 gedffnet wird, kann Reagens in die
Reagenshalteinheit, welche innerhalb des Apparats zur Verfligung gestellt wird, eingesetzt werden. Die Pro-
benhalteinheit und die Reagenshalteinheit werden nachstehend weiter beschrieben.

[0043] In den durch die gestrichelten Linien angedeuteten inneren Strukturen der Vorrichtung beherbergt der
obere Teil eine Analysekontrolleinheit 400, welche einen Mikrocomputer und verschiedene Arten von Schal-
tungen und dergleichen umfasst. Der untere Teil der am nachsten zur Vorderseite ist, beherbergt eine Proben-
bereitungseinheit 200 zur Bereitung von Probenflissigkeiten. Der untere Teil an der Hinterseite beherbergt
eine Detektionseinheit 300 zum Detektieren von Signalen der Bakterien in der Probenflissigkeit.

Probenbereitungseinheit

[0044] Fig. 2 zeigt die Probenbereitungseinheit 200 der automatisierten Bakterienmesseinrichtung 1. Die
Probenbereitungseinheit 200 ist ausgestattet mit einer Probenhalteinheit 201, Reagenshalteinheit 202, einem
Inkubator 204 als eine Reaktionseinheit und einen Verteiler 205. Ein Gefald 201a fir das Aufnehmen einer Pro-
be wird in der Probenhalteinheit 201 platziert. In der automatisierten Bakterienmessvorrichtung 1 werden eine
Verdinnungsflissigkeit und eine Farbeflissigkeit als Messreagenzien verwendet, und ein Gefall 202a, wel-
ches eine Verdinnungsflussigkeit beherbergt und ein Gefalk 202b, welches eine Farbeflissigkeit beherbergt,
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werden jeweils in die Reagenzienhalteinheit 202 eingesetzt. Ein Gefall 204a zum Reagieren der Probe und
des Reagens wird in den Inkubator 204 platziert. Ein Verteiler 205 ist vertikal, vor und zuriick und von Seite zu
Seite bewegbar Uber eine Antriebseinrichtung, und saugt eine bestimmte Menge an Flissigkeit an, bzw. stof3t
eine bestimmte Menge an Flussigkeit aus. Der Verteiler 205 saugt jeweils vorbestimmte Mengen einer Probe
in dem Probengefal 201a, welches in die Probenhalteinheit 201 eingesetzt ist, und Verdinnungsflissigkeit in
dem Verdiinnungsgefal 202a oder Farbeflissigkeit in dem Gefalk 202b, welche in die Reagenshalteinheit 202
eingesetzt sind, an. Der Verteiler 205 st63t die Flussigkeit in das Gefall 204a aus, welches in den Inkubator
204 eingesetzt ist. Der Inkubator 204 behalt eine vorherbestimmte Temperatur bei und reagiert die Probe und
das Reagens um eine Probe vorzubereiten. Aus der vorbereiteten Probe wird durch den Dispenser 205 eine
Probe entnommen und zu dem Probengefal 112 gebracht. Details des Funktionierens der Probenvorberei-
tungseinheit 200 werden weiter unten beschrieben.

Detektionseinheit

[0045] Fig. 3 illustriert das optische System und Durchflusssystem der Detektionseinheit 300. Eine Umhlil-
lungsflusszelle 107 wird verwendet fir den Fluss der Probenfliissigkeit, welche von dem Probengefa 112 der
Probenvorbereitungseinheit 200 zur Verfiigung gestellt wurde, und ist verbunden mit dem Probengefa 112.
Des weiteren ist die Umhillungsflusszelle 107 ausgestattet mit einer Dise 113, welche Probenfliissigkeit zu
einer Offnung 111 ausstéRt, einer Hillfliissigkeitszufuhréffnung 110 und einer Abflusséffnung 114. Nahe der
Umbhdillungsflusszelle 107 sind eine Laserlichtquelle 117 zum Bestrahlen einer Probenfliussigkeit, welche in der
Umhdllungsflusszelle 107 flief3t, mit einem Laserstrahl und verschiedene Arten von optischen Komponenten
(Kondensierlinse 118, Strahlstopper 119, Sammellinse 120, Abschirmplatte 130 mit einem Nadelloch 121, ein
dichroider Spiegel 122 und Filter 123) zum Kondensieren des Fluoreszenzlichts und des vorwarts gestreuten
Lichts, welches von den durch das Laserlicht bestrahlten Teilchen in der Probenflissigkeit ausgestrahlt wird.
Des weiteren wird eine Fotoverstarkerréhre 124 als eine Detektionsvorrichtung zum Detektieren des konden-
sierten Fluoreszenzlichts zur Verfugung gestellt und eine Fotodiode 125 wird zur Verfugung gestellt als Detek-
tionsvorrichtung zum Detektieren von vorwarts gestreutem Licht.

[0046] Ein Umhillungsflissigkeitsgefal 109, welches durch die Druckpumpe 147 unter positiven Druck ge-
setzt wird, ist verbunden mit der Hullflissigkeitszufuhréffnung 110 durch ein Ventil 105. Die Abflusséffnung 114
ist verbunden mit einer Abfallflissigkeitskammer (nicht gezeigt). Die Dise 113 ist verbunden mit dem Proben-
aufnahmebehaltnis 112 durch ein Ventil 101 und an eine Pumpe 148, welche negativen Druck erzeugt durch
einen Flussweg 139 und ein Ventil 102. Eine Spritzenpumpe 133 ist auf der Seite des Ventils 102 mit dem
Flussweg 139 verbunden.

[0047] Die Detektionseinheit 300 der oben beschriebenen Struktur detektiert vorwarts gestreute Lichtsignale
und Fluoreszenzlichtsignale von Teilchen der Bakterien und dergleichen, welche in einer Probe, welche in der
Probenvorbereitungseinheit 200 vorbereitet wurde, enthalten sind, wahrend diese durch die Umhullungsfluss-
zelle 107 flie3t. Die detektierten Signale werden zu einer Analysekontrolleinheit 400 Gbermittelt. Die detaillierte
Funktion der Detektionsvorrichtung 300 wird unten beschrieben.

Analysekontrolleinheit

[0048] Fig. 4 ist ein Blockdiagramm, das die Struktur der Analysekontrolleinheit 400 zeigt. Die Analysekont-
rolleinheit 400 umfasst einen Computer, enthaltend eine CPU, RAM, ROM, Festplatte und dergleichen, und
verschiedene Arten von Schaltungen und funktioniert als ein Informationsprozessor 134 und eine Steuerungs-
schaltung 137. Wie in Abb. 4 gezeigt, wird der Informationsprozessor 134 zur Verfligung gestellt mit einem
Analyser 141, Speicher 145 und Controller 146, und der Analyser 141 wird zur Verfigung gestellt mit einem
Scattergram-Generator 142, einer Analyseeinheit 143 und einer Bestimmungseinheit 144.

[0049] Der Speicher 145 speichert (a) Analyseprogramme zum Analysieren, ber den Analyser 141, der Si-
gnale, welche von den Teilchen in der Probenflussigkeit durch die Detektionseinheit 300 erhalten wurden, und
(b) Kontrollprogramme zum Kontrollieren der Funktionen jedes Teils der Vorrichtung. Der Controller 146 kon-
trolliert die Steuerungsschaltung 137 auf Basis des Kontrollprogramms. Die Steuerungsschaltung 137 steuert
den Verteiler 205, der in Fig. 2 gezeigt wird, die Spritzenpumpe 133, die in Fig. 3 gezeigt wird, die Ventile 101,
102, 105, die Pumpe flr positiven Druck 147, die Pumpe fiir negativen Druck 148, und die Laserlichtquelle 117
auf Basis der Kontrolle des Controllers 146.
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Allgemeine Kontrollen

[0050] Fig. 5ist ein Flussdiagramm der allgemeinen Kontrolle der automatisierten Bakterienmessvorrichtung
1, welche durch das Kontrollprogramm bewerkstelligt wird. Nachdem das Behaltnis 201a, welches eine Probe
beherbergt, in die Probehalteinheit 201 gesetzt wird, wird das Behaltnis 202a, welches eine Verdinnungsflus-
sigkeit beherbergt und das Behaltnis 202b, welches eine Farbeflissigkeit beherbergt, in die Reagenshaltein-
heit 202 gesetzt. Das Behaltnis 204a zum Reagieren der Probe und des Reagens (welches zu diesem Zeit-
punkt leer ist) wird in den Inkubator 204 der Probenvorbereitungseinheit 200 platziert (Fig. 2). Wenn der Start-
knopf 14 gedriickt wird, startet das Kontrollprogramm und Schritt A (Probenvorbereitungseinheitskontrolle),
Schritt B (Detektionseinheitskontrolle) und Schritt C (Analyserkontrolle) werden sequenziell ausgefiihrt. In die-
ser Weise werden die Probenvorbereitungseinheit 200, die Detektionseinheit 300 und der Analyser 141 kon-
trolliert und die Serie von Arbeitsgangen der automatisierten Bakterienmessvorrichtung 1 werden automatisch
durchgefiihrt. Details des Funktionierens jedes Teils der Vorrichtung in Schritten A, B und C werden nachste-
hend beschrieben.

Schritt A (Kontrolle der Probenvorbereitungseinheit)

[0051] Das Betreiben der Probenvorbereitungseinheit 200 durch die Probenvorbereitungseinheitkontrolle
wird nachstehend in Bezug auf Fig. 2 beschrieben. Zunachst misst der Verteiler 205 eine festgesetzte Menge
der Bakterien enthaltenden Probe aus dem Behaltnis 201a der Probenhalteinheit 201, und stoft 50 pl in das
Behaltnis 204a des Inkubators 204 aus. Als Nachstes misst der Verteiler 205 eine festgesetzte Menge von Ver-
dinnungslésung aus dem Behaltnis 202a der Reagenshalteinheit 202, und sto3t 340 pl in das die Probe ent-
haltende Behaltnis 204a aus. Der Inkubator 204 mischt die Probe und Untersuchungsprobe und die Verdun-
nungsflussigkeit fir 10 Sekunden wahrend die Temperatur auf 42°C gehalten wird. Dann misst der Verteiler
205 eine festgesetzte Menge von Farbeflissigkeit aus dem Behaltnis 202b der Reagenshalteinheit 202 und
stof3t 10 pl in das Behaltnis 204a aus. Der Inkubator 204 schittelt und mischt die Flissigkeiten, um die Reak-
tion der Farbeflussigkeit zu induzieren, wahrend das Behaltnis 204a bei 42°C gehalten wird, um eine Probe
vorzubereiten. Ungefahr 400 pl der vorbereiteten Probe werden durch den Verteiler 205 aufgenommen und
dem Probenbehaltnis 102 zugefihrt. Die Probe in dem Probenbehéltnis 112 flieRt zu der Umhullungsflusszelle
107 der Detektionseinheit 300, wie nachstehend beschrieben.

Schritt B (Kontrolle der Detektionseinheit)

[0052] Das Betreiben der Detektionseinheit 300 durch die Detektionseinheitskontrolle wird unten beschrieben
in Bezug auf Eig. 3. Wenn die durch die Probenvorbereitungseinheit 200 vorbereitete Probe in dem Proben-
behaltnis 112 aufgenommen ist, wird die Pumpe 148, welche negativen Druck erzeugt, betéatigt. Ventile 101
und 102 werden gleichzeitig gedffnet und die Probe flllt den Flussweg 139 zwischen den Ventilen 101 und 102
infolge des negativen Drucks. Danach werden die Ventile 101 und 102 geschlossen.

[0053] Als Nachstes driickt die Spritzenpumpe 133 eine bestimmte Menge der Probe im Flussweg 139 in die
Dise 113 und die Probe wird von der Dise 113 ausgestofRen in die Umhullungsflusszelle 107. Dann wird durch
Offnen des Ventils 105 gleichzeitig mit dem AusstoR eine Hiillfliissigkeit aus dem Hiillfliissigkeitsbehalter 109
an die Umhuillungsflusszelle 107 zur Verfligung gestellt.

[0054] In dieser Weise wird die Probe von der Hiillflissigkeit umgeben, und der Fluss ist beschrankt auf die
Offnung 111. Durch Beschranken des Flusses der Probe flieRen die in der Probe enthaltenen Teilchen in einer
linearen Anordnung dahin. Wenn die Probe durch die Offnung 111 tritt, wird die Hullflissigkeit zur Entwésse-
rungso6ffnung 114 ausgestofRen.

[0055] Ein von der Laserlichtquelle 117 ausgestrahlter Laserstrahl, welcher durch die Kondensierlinse 118
konstriktiert ist, bestrahlt den Probenfluss 126, welcher durch die Offnung 111 flieRt.

[0056] Das Laserlicht, welches durch die Umhillungsflusszelle 107 transmittiert wird ohne die Teilchen in der
Probe zu beleuchten, wird durch den Strahlsplitter 119 blockiert. Das vorwarts gestreute Licht und Fluores-
zenzlicht, das von den Teilchen, welche mit dem Laserstrahl beleuchtet wurden, ausgestrahlt wird, werden
durch die Sammellinse 120 kondensiert und treten durch das Nadelloch 121 der Lichtabschirmung 130 hin-
durch. Dieses Licht trifft dann auf den dichroiden Spiegel 122.

[0057] Das Fluoreszenzlicht, welches eine langere Wellenlange hat als das vorwarts gestreute Licht, wird di-
rekt durch den dichroiden Spiegel 122 transmittiert, durch die Fotoverstarkerréhre 124 detektiert, nachdem das
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vorwarts gestreute Licht durch den Filter 123 entfernt worden ist, und ausgegeben als ein Fluoreszenzlichtsig-
nal 127 (ein pulsartiges elektrisches Signal).

[0058] Des weiteren wird das vorwarts gestreute Licht vom dichroiden Spiegel 122 reflektiert, durch die Foto-
diode 125 empfangen und ausgegeben als ein vorwarts gestreutes Lichtsignal 128 (ein pulsartiges elektri-
sches Signal). Dann wird das Fluoreszenzlichtsignal 127 und das vorwarts gestreute Lichtsignal 128 in einen
Informationsprozessor 134, der in Fig. 4 gezeigt wird, eingegeben.

Schritt C (Kontrolle des Analysers)

[0059] Wenn das Fluoreszenzlichtsignal 127 und das vorwarts gestreute Lichtsignal 128 aus der Detektions-
einheit 300 in den Informationsprozessor 134 eingegeben werden, werden die Signale durch den Analyser 141
analysiert. Dies bildet Schritt C (Kontrolle des Analysers) in der allgemeinen Kontrolle der automatisierten Bak-
terienmessvorrichtung 1. Das Betreiben des Analysers 141 durch die Analyserkontrolle wird unten beschrieben
in Bezug auf das Flussdiagramm der Fig. 6. Obwohl das Programm, welches diese Arbeitsablaufe darstellt,
zuvor in dem Speicher 145 gemeinsam mit anderen Programmen gespeichert wird, kann dieses Programm
auch von einem externen Speichermedium oder einem Kommunikationsnetzwerk zur Verfigung gestellt wer-
den.

[0060] Zunachst wird das Fluoreszenzlichtsignal 127 und das vorwarts gestreute Lichtsignal 128, welche
durch die Detektionseinheit 300 detektiert wurden, in den Scattergramgenerator 142 des Analysers 141 einge-
geben (S1).

[0061] Der Scattergramgenerator 142 berechnet die vorwarts gestreute Lichtintensitat Fsc aus dem maxima-
len Spitzenwert des eingegebenen vorwarts gestreuten Lichtsignals 128 als TeilchengréReninformation. In
ahnlicher Weise wird die Fluoreszenzlichtintensitat FL berechnet aus dem Fluoreszenzlichtsignal 127 als Flu-
oreszenzlichtinformation. Dann wird ein zweidimensionales Scattergram erstellt durch Auftragen der erhalte-
nen FL auf der X-Achse und von Fsc auf der Y-Achse (S2).

[0062] Die Analyseeinheit 143 unterscheidet die zu Bakterien korrespondierenden Punkte unter den auf dem
generierten zweidimensionalen Scattergram erscheinenden Punkten und zahlt die Teilchen, die als Bakterien
identifiziert wurden (S3). Fig. 7 zeigt ein Beispiel eines zweidimensionalen Scattergrams, das aus einer Bacil-
lus-Bakterien enthaltenden Probe generiert wurde. wie in Eig. 7 gezeigt, wird die Region BCT, in welcher die
Bakterien fokussiert sind, zuvor eingestellt durch Unterscheiden der Bakterien von den anderen Teilchen. In
dieser Weise werden die Teilchen, welche innerhalb der BCT-Region erscheinen, als Bakterien angesehen,
und die Teilchen innerhalb der Region BCT werden als Bakterien gezahit.

[0063] Die Analyseeinheit 143 bestimmt die Varianz der Punkte der Teilchen innerhalb der BCT-Region im
X-Y zweidimensionalen Raum, und bestimmt den Richtungsvektor E, in welchem die maximale Varianz durch
das Zentrum der Varianz ist. Der bestimmte Richtungsvektor E wird in Fig. 7 gezeigt. Der bestimmte Rich-
tungsvektor E wird dann zu einem Einheitsvektor umgewandelt (ein Vektor mit der Lange von 1), wie in Eig. 9
gezeigt. Der Einheitsvektor wird in eine Komponente in der Richtung der X-Achse und eine Komponente in der
Richtung der Y-Achse aufgeteilt, und die GroRe der Komponente in der Richtung der Y-Achse wird als P be-
zeichnet (S4). P ist ein Wert, der den Grad der Steigung des Richtungsvektors in Bezug auf die X-Achse angibt.

[0064] Fig. 8 zeigt ein Beispiel eines zweidimensionalen Scattergrams, das aus einer Coccus-enthaltenden
Probe generiert wurde, und gibt den bestimmten Richtungsvektor, ahnlich zu Fig. 7 an. Ein Vergleich von
Fig. 7 und Fig. 8 zeigt klar, dass der Steigungsgrad des Richtungsvektors relativ zur X-Achse in der Coc-
cus-enthaltenden Probe (Fig. 8) grofer ist als in der Bacillus-enthaltenden Probe (Fig. 7). Somit ist auch der
Wert P in der Coccus-enthaltenden Probe (Fig. 8) gréRer als in der Bacillus-enthaltenden Probe (Fig. 7). Die
Bestimmungseinheit 144 vergleicht den Wert P, der durch die Analyseeinheit 143 berechnet wurde, mit einem
vorherbestimmten Wert A (in diesem Fall, A = 0,68) (S5). Wenn P = A, werden die in der Probe enthaltenen
Bakterien als Coccus bestimmt (S6 und S7), wohingegen, wenn P < A, die Bakterien als Bacillus bestimmt wer-
den (S6 und S8).

[0065] Das Ergebnis der Bestimmung durch die Bestimmungseinheit 144 wird kombiniert mit dem in S2 kre-
ierten Scattergram und mit der in 53 berechneten Bakterienzahl und auf das Flussigkristall-Touchpanel 11 aus-
gegeben (S9). Ein Beispiel der Bildschirmausgabe auf dem Flissigkristall-Touchpanel 11 wird in Fig. 10 ge-
zeigt. Das Scattergram, das Bakterienbestimmungsergebnis und die Bakterienzahl werden dargestellt. An den
Stellen, welche das Bestimmungsergebnis fir die Bakterienart anzeigen, wird eine Markierung in der [Bacillus]
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Kategorie angezeigt unter den [Bacillus] und [Coccus] Kategorien, um anzuzeigen, dass das Bestimmungser-
gebnis Bacillus ist.

Beispiele von Probenmessergebnissen

[0066] Die Messung einer Probe unter Verwendung der automatisierten Bakterienmessvorrichtung 1, die
oben beschrieben wurde, und die Bestimmungsergebnisse der Bakterienart werden nachstehend beschrie-
ben.

Proben

[0067] Die unten beschriebenen Proben (a) bis (g) wurden verwendet.
(a) Menschlicher Urin, enthaltend E. aerogenes (Bacillus).
(b) Menschlicher Urin, enthaltend E. coli (Bacillus).
(c) Menschlicher Urin, enthaltend S. aureus (Coccus).
(d) Menschlicher Urin, enthaltend S. epidermis (Coccus).
(e) Herzinfusionslosung, gemischt mit E. coli (Bacillus) (Bakterienzahl ungefahr 6 x 10°/ml).
(f) Herzinfusionsldésung, gemischt mit P. aeruginosa (kleine Bacillus-Art) (Bakterienzahl ungefahr 6 x
10%/ml).
(9) Herzinfusionslésung, gemischt mit S. aureus (Coccus) (Bakterienzahl ungefahr 6 x 10%/ml).

Bestimmungsreagenzien

[0068] Die Proben wurden prozessiert unter Verwendung der Verdinnungsflissigkeiten und Farbefllissigkei-
ten, die unten aufgezahlt sind, als Reagenzien beim Vorbereiten der Bestimmungsproben.

Bestimmungsflissigkeiten

Zitronensaure 100 mM

Natriumsulfat 90 mM

Amidoschwefelsaure 100 mM

NaOH genug, um pH 2,5 zu erreichen
Tetradecyltrimethylammoniumbromid 19

gereinigtes Wasser 1 Liter

Farbungsflussigkeiten

Der Farbstoff mit der unten angegebenen Strukturfor- 40 mg

mel
S OH
H H H /\/
| )—C=C—C N
N )
CHs BFS
Ethylenglykol 1 Liter

[0069] Die zweidimensionalen Scattergramme, die aus den Messergebnissen der Proben (a), (b), (¢) und (d)
erhalten wurden, werden in Eig. 11, Fig. 12, Fig. 13 bzw. Fig. 14 gezeigt. In allen Fallen ist FL auf der X-Achse
aufgetragen (horizontale Achse), und Fsc ist aufgetragen auf der Y-Achse (vertikale Achse). Die Werte fir P,
die aus den zweidimensionalen Scattergramen in Eig. 11 bis Eig. 14 berechnet wurden, und die Bestimmungs-
ergebnisse fur die Bakterienart, welche auf den Flussdiagrammen basieren, werden in Tabelle 1 gezeigt.
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Tabelle 1
Probe Bakterientyp P-Wert Bestimmungs-
ergebnis
(a) E. aerogenes (Bacillus) 0,27 Bacillus
(b) E. coli (Bacillus) 0,23 Bacillus
(c) S. aureus (Coccus) 0,83 Coccus
(d) S. epidermidis (Coccus) 0,77 Coccus

[0070] Wie in Tabelle 1 gezeigt, sind die P-Werte, welche fir Bacillus-enthaltende Proben berechnet werden,
kleiner als die P-Werte, die aus Coccus-enthaltenden Proben berechnet werden. Des weiteren stimmen die
Bakterientyp-Bestimmungsergebnisse auf Basis des Ergebnisses des Vergleichs des P-Werts, erhalten von je-
der Probe, und dem vorherbestimmten Wert A (in diesem Fall A = 0,68) mit den tatsachlichen Bakterientypen
Uberein.

[0071] Die von den Messergebnissen der Proben (e), (f) und (g) erhaltenen zweidimensionalen Scattergrame
werden in Abb. 15, Abb. 16 bzw. Fig. 17 gezeigt. In allen Fallen wird FL auf der X-Achse aufgetragen (hori-
zontale Achse), und Fsc wird auf der Y-Achse aufgetragen (vertikale Achse). Die Werte von P, die aus den
zweidimensionalen Scattergramen in Fig. 15 bis Fig. 17 berechnet wurden und die Bakterienart-Bestim-
mungsergebnisse auf Basis der Flussdiagramme werden in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2
Probe Bakterientyp P-Wert Bestimmungs-
ergebnis
(e) E. coli (Bacillus) 0,35 Bacillus
(£) E. aeruginosa (Bacillus) 0,21 Bacillus
(g) S. aureus (Coccus) 0,74 Coccus

[0072] Wie in Tabelle 2 gezeigt, sind die P-Werte, die aus Bacillus-enthaltenden Proben berechnet wurden,
kleiner als die P-Werte, die aus Coccus-enthaltenden Proben berechnet wurden.

[0073] Des weiteren stimmen die Bakterienart-Bestimmungsergebnisse auf Basis des Ergebnisses des Ver-
gleichs des P-Werts, erhalten von jeder Probe, und dem vorher bestimmten Wert A (in diesem Fall A = 0,68)
mit den tatsachlichen Bakterienarten tberein. Wenn der grof3e Bacillus E- coli und der kleine Bacillus P. aeru-
ginosa verglichen werden, erscheint P. aeruginosa oft in einer Position eines geringeren Werts fiir Fsc in dem
zweidimensionalen Scattergram, so dass ein Unterschied in dem Zustand der Verteilung auftritt. Jedoch kén-
nen sowohl E. coli als auch P. aeruginosa genau bestimmt werden durch die Bakterientyp-Bestimmung auf Ba-
sis des P-Werts.

Bestimmungsgenauigkeit
[0074] Menschliche Urinproben, deren Bakterien durch die Agarplatten-Kulturmethode typisiert worden wa-

ren, wurden unter Verwendung der automatisierten Bakterienmessvorrichtung 1 gemessen, und die Bakteri-
en-Typisierungsbestimmungsgenauigkeit wird in Tabelle 3 gezeigt.
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Tabelle 3
Bacillus- Coccus- insgesamt
enthaltende enthaltende
Proben Proben

Anzahl der Proben 53 26 79
Anzahl von 47 21 68
Ubereinstimmungen
Genauigkeit (%) 88,7 80,1 86,1

[0075] Wie in Tabelle 3 gezeigt, wurden 47 Ubereinstimmungen (Genauigkeit 88,7 %) erhalten unter den Ba-
cillus-enthaltenden Proben, und 21 Ubereinstimmungen (Genauigkeit 80,1 %) wurden erhalten unter den Coc-
cus-enthaltenden Proben. Des weiteren gab es 68 Ubereinstimmungen (Genauigkeit 86,1 %) unter den ge-
samten 79 Bacillus-enthaltenden Proben und Coccus-enthaltenden Proben. Demgemal hat die Bakterien-
messvorrichtung der vorliegenden Ausfluihrungsform eine hohe Bestimmungsgenauigkeit von gréf3er als 80 %.

[0076] FEia. 18 zeigt eine Modifikation der Sequenz des in Eid. 6 gezeigten Flussdiagramms. Dieses Beispiel
modifiziert nur die Sequenz, wenn P < A in S6, und stimmt im Gbrigen mit Eig. 6 Gberein.

[0077] Indem Flussdiagramm von Eig. 18 vergleicht die Bestimmungseinheit 144 den Parameter P und einen
vorher bestimmten Wert B, welcher kleiner ist als A (z.B. B = 0,60), wenn P < A (S6a). Wenn P < B (S6b), wer-
den die in den Proben enthaltenen Teilchen als Bacillus bestimmt (S8) und wenn A > P = B, wird die Bestim-
mung als schwierig angesehen (S6b und S6c).

[0078] Bildschirmausgaben, die zu diesen Bestimmungsergebnissen korrespondieren, werden ausgeben an
das Flussigkristall-Touchpanel 11 (S9). Des weiteren wird das in S2 erstellte Scattergram, und die Bakterien-
zahl, die in S3 berechnet wurde, kombiniert und an das Flussigkristall-Touchpanel 11 ausgegeben. Ein Beispiel
der Bildschirmausgabe auf dem Flussigkristall-Touchpanel 11 wird in Fig. 19 gezeigt. Das zweidimensionale
Scattergram, Bakterientypisierungsbestimmungsergebnis und die Bakterienzahl werden dargestellt. An den
Stellen, die die Bestimmungsergebnisse fur die Art der Bakterien anzeigen, wird eine Markierung angezeigt, in
der [Bestimmung schwierig] Kategorie unter den [Bacillus], [Coccus] und [Bestimmung schwierig] Kategorien,
um anzuzeigen, dass das Bakterientypisierungsbestimmungsergebnis fir diese Probe schwierig ist.

[0079] Wenn A> P 2B in S6b des Flussdiagramms von Eig. 18 und die Bestimmung schwierig ist, wird eine
Ausgabe, dass die Bestimmung schwierig ist, ausgegeben, wie in Fig. 19 gezeigt, ohne zu bestimmen, ob die
Bakterienart Bacillus oder Coccus ist. Das Vorhandensein von Bakterien, ob Bacillus oder Coccus, kann jedoch
nahegelegt werden, oder die Mdglichkeit des Vorhandenseins von Bakterien kann angezeigt werden, ohne die
Art anzugeben.

[0080] Des weiteren kann beim Ausgeben des Bakterientypisierungsbestimmungsergebnisses der Grad der
Verlasslichkeit des Bestimmungsergebnisses auch ausgegeben werden. Wenn z.B. die Bakterien in einer Pro-
be bestimmt werden als entweder Bacillus oder Coccus, kann der Untrschiedlichkeitsgrad des berechneten
Werts P und des vorher bestimmten Werts A berechnet werden und ausgegeben werden, wie in dem Flussdi-
agramm in Fig. 6. Je groRer der Untrschiedlichkeitsgrad, desto grofRer die Verlasslichkeit des Bestimmungs-
ergebnisses. Wenn entweder [Bacillus], [Coccus] oder [Bestimmung schwierig] bestimmt wird wie in dem
Flussdiagramm von Eig. 18, wenn Coccus bestimmt wird (P > A), wird der Unterschiedlichkeitsgrad zwischen
dem P-Wert und dem vorher bestimmten Wert A berechnet. Je gréf3er der Unterschiedlichkeitsgrad, desto ho-
her die Verlasslichkeit des Ergebnisses der Bestimmung, dass die Bakterien Coccus sind. Wenn Bacillus be-
stimmt wird (P < B), wird der Unterschiedlichkeitsgrad zwischen dem P-Wert und dem vorher bestimmten Wert
B berechnet. Je grofRer der Unterschiedlichkeitsgrad, desto gréRRer die Verlasslichkeit des Bestimmungsergeb-
nisses, dass die Bakterien Bacillus sind.

[0081] Obwohl die vorliegende Erfindung oben in Bezug auf Beispiele von derzeit bevorzugten Ausfihrungs-
formen beschrieben wurde, ist die vorliegende Erfindung nicht auf diese Beispiele limitiert. Die vorliegende Er-
findung bestimmt einfach, ob Bakterien in einer Probe Bacillus oder Coccus sind anhand der Verteilung des
Scattergrams, das anhand der Bakteriengrof3eninformation und der Fluoeszenzlichtinformation erstellt wird.
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Da Bakterienkulturen in der vorliegenden Erfindung nicht nétig sind, ist es mdglich, die Bakterienart sehr
schnell und effizient zu bestimmen.

[0082] Die voran stehende detaillierte Beschreibung ist zur Verfiigung gestellt worden als Erklarung und Illus-
tration und dient nicht dazu, den Umfang der beigefiigten Anspriiche zu limitieren. Viele Variationen der vorlie-
genden bevorzugten Ausfiihrungsformen, die hierin illustriert werden, sind fir den Fachmann naheliegend und
verbleiben innerhalb des Bereichs der angefiigten Anspriiche und ihrer Aquivalente.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Messen von Bakterien umfassend:
Fluoreszenzfarben von Bakterien in einer Probe,
Detektieren von GréReninformation der Bakterien in der Probe und von Fluoreszenzinformation, die die Inten-
sitat des von den Bakterien ausgestrahlten Fluoreszenzlichts darstellt,
Analysieren der detektierten GroReninformation und Fluoreszenzinformation und
basierend auf dem Ergebnis des Analysierens, Bestimmen, ob die Bakterien in der Probe Bazillus oder Coccus
sind.

2. Das Verfahren zur Messung von Bakterien gemaR Anspruch 1, worin besagtes Analysieren umfasst:
Herstellen eines Scattergrams, welches die Verteilung der Bakterien basierend auf der detektierten GréRRenin-
formation und Fluoreszenzinformation darstellt, und
Analysieren der Verteilung der Bakterien in dem Scattergram.

3. Das Verfahren gemaf Anspruch 2, worin bei der Analyse ein Wert bestimmt wird, der den Zustand der
Verteilung darstellt.

4. Verfahren gemaR Anspruch 2, worin beim Analysieren die Richtung der maximalen Varianz der Vertei-
lung bestimmt wird.

5. Verfahren geman Anspruch 4, worin beim Analysieren der Anstieg der Richtung der maximalen Varianz
bestimmt wird.

6. Verfahren gemaR Anspruch 1 oder 2, worin ein Fluoreszenzfarbstoff, geeignet zum Farben von intrazel-
luldarem Material der Bakterien, verwendet wird, um die Bakterien zu farben.

7. Verfahren gemafl Anspruch 1 oder 2, worin ein Fluoreszenzfarbstoff, geeignet zum Farben von Nukle-
insdure in den Bakterienzellen, verwendet wird, um die Bakterien zu farben.

8. Verfahren gemaf Anspruch 1 oder 2, worin ein Polymethinfluoreszenzfarbstoff verwendet wird, um die
Bakterien zu farben.

9. Verfahren gemaf Anspruch 1 oder 2, worin die GréReninformation der Bakterien die Intensitat des ge-
streuten Lichts, erhalten von den Bakterien, umfasst.

10. Verfahren gemaR Anspruch 1 oder 2, worin die GréReninformation der Bakterien auf der Basis einer
Veranderung im elektrischen Widerstand, welcher verursacht wird, wenn die Bakterien durch eine Pore, an die
eine Spannung angelegt wurde, hindurchtreten, detektiert wird.

11. Verfahren gemaf Anspruch 1 oder 2, worin die Fluoreszenzinformation und die GréReninformation der
Bakterien durch Durchflusszytometry bestimmt werden.

12. Eine Bakterienmessvorrichtung umfassend:
eine Probenentnahmevorrichtung zum Entnehmen einer Probe, umfassend fluoreszenzgefarbte Bakterien,
einen ersten Detektor zum Detektieren der GréReninformation von jedem Bakterium in der Probe,
einen zweiten Detektor zum Detektieren von Fluoreszenzinformation, welche die Intensitat des Fluoreszenz-
lichts, ausgestrahlt von jedem Bakterium in der Probe, darstellt, und
eine Kontrolleinheit, die konfiguriert ist zur Analyse der GroReninformation und der Fluoreszenzinformation und
zur Bestimmung auf Basis des Analyseergebnisses, ob die Bakterien in der Probe Bazillus oder Coccus sind.

13. Die Bakterienmessvorrichtung gemaf Anspruch 12, worin besagte Kontrolleinheit eine Kontrolleinheit
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ist, die zur Herstellung eines Scattergrams der Bakterien unter Verwendung der GréReninformation und der
Fluoreszenzinformation als Parameter konfiguriert ist, zum Analysieren der Verteilung der Bakterien in dem
Scattergram.

14. Vorrichtung gemaf Anspruch 12 oder 13, des weiteren umfassend einen Ausgabeteil, worin die Kon-
trolleinheit auf Basis der GréReninformation und der Fluoreszenzinformation ein Scattergram herstellt, und die
Ausgabeeinheit das hergestellte Scattergram ausgibt.

15. Vorrichtung gemal einem der Anspruche 12-14, worin die Kontrolleinheit einen Wert bestimmt, der
den Zustand der Verteilung darstellt.

16. Vorrichtung gemaf einem der Anspriiche 12—-14, worin die Kontrolleinheit eine Richtung der maximalen
Varianz der Verteilung bestimmt.

17. Vorrichtung gemaR Anspruch 16, worin die Kontrolleinheit eine Steigung der Richtung der maximalen
Varianz bestimmt.

18. Vorrichtung gemaR einem der Anspriiche 12-14, worin der erste Detektor gestreutes Licht, erhalten
von den Bakterien, detektiert.

19. Vorrichtung gemaf einem der Anspriche 12-14, worin der erste Detektor umfasst:
ein Element mit einer Pore zum Hindurchtreten der Bakterien und
erste und zweite Elektroden,
worin der erste Detektor den elektrischen Widerstand zwischen der ersten und der zweiten Elektrode misst,
welcher durch das Hindurchtreten der Bakterien durch die Pore generiert wird.

20. Vorrichtung gemaf einem der Anspriche 12-14, desweiteren umfassend:
eine Flusszelle zum Fliel3en der Probe enthaltend die Bakterien und
eine Laserlichtquelle zum Bestrahlen der Probe innerhalb der Flusszelle,
worin der erste Detektor gestreutes Licht, ausgestrahlt von den Bakterien in der Probe, welche durch die La-
serlichtquelle bestrahlt wurden, detektiert, und worin der zweite Detektor das von den Bakterien in der Probe,
bestrahlt mit der Laserlichtquelle, ausgestrahlte Fluoreszenzlicht detektiert.

21. Vorrichtung gemaf einem der Anspriche 12-14, desweiteren umfassend:
einen Probenhalteteil zum Einbringen einer Probe,
einen Reagenzhalteteil zum Einbringen eines Fluoreszenzfarbstoffreagenz und
einen Mischteil zum Herstellen einer Probe durch Mischen der Probe und des Fluoreszenzfarbstoffreagenz.

22. Vorrichtung gemaf einem der Anspriche 12-14, desweiteren umfassend einen Ausgabeteil zum Aus-
geben eines durch die Kontrolleinheit bestimmten Resultats.

23. Vorrichtung gemaf Anspruch 22, worin der Ausgabeteil eine Warnung ausgibt, wenn die Kontrolleinheit
bestimmt hat, dass die Bestimmung des Bakterientyps schwierig ist.

24. Vorrichtung gemaR Anspruch 22, worin der Ausgabeteil einen Grad an Verlasslichkeit fir die bestimmte
Art der Bakterien ausgibt.

25. Speichermedium, das ein computerausfihrbares Programm zum Analysieren von Bakterien speichert,
das Programm umfassend:
Erhalten von Grofleninformationen der Bakterien und Fluoreszenzinformation, die die Intensitat des von den
Bakterien ausgestrahlten Fluoreszenzlichts darstellt,
Generieren eines Scattergrams, das die Verteilung der Bakterien basierend auf der GréReninformation und der
Fluoreszenzinformation darstellt,
Analysieren der Verteilung der Bakterien in dem Scattergram und
Bestimmen, ob die Bakterien Bazillus oder Coccus sind, basierend auf einem Ergebnis des Analysierens.

Es folgen 13 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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