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Beschreibung
Bereich der Endung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und ein System zur Bestimmung oder Bewertung zumindest eines
Quantitatsparameters und/oder zumindest eines Qualitatsparameters von biologischen Partikeln in einem flus-
sigen Analysematerial. Als ein wichtiger Quantitatsparameter kann die Anzahl biologischer Partikel in einem
Volumen des Analysematerials erwahnt werden, wie z. B. die Anzahl somatischer Zellen in Milch oder Blut,
oder die Anzahl an Bakterien in einer Urinprobe. Ein weiteres wichtiges Beispiel eines Quantitatsparameters,
ob analytisch oder nicht, wie z. B. ein flissiger Analyt, der durch selektive Anreicherung einer Nahrungsprobe
erhalten wird, enthalt eine spezielle bakterielle Spezies, wie z. B. Salmonella typhimurium. Als Beispiele von
Qualitatsparametern kénnen morphologische Eigenschaften biologischer Partikel erwahnt werden, wie GroRe
und/oder Form oder die Identifizierung einer oder mehrerer Arten biologischer Partikel in einem Gemisch aus
mehr als einer Art von biologischen Partikeln.

Beschreibung des Standes der Technik

[0002] Bestimmungen oder Bewertungen der oben genannten Arten wurden durch verschiedene Verfahren
durchgefihrt. Eines dieser Verfahren ist die FluRzytometrie; Geratschaften zur Durchfiihrung von Fluf3zytome-
trie sind beispielsweise erhaltlich von Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes. FluRzytometrie erfor-
dert ziemlich komplizierte und kostspielige Ausrustung, teilweise wegen der hohen Genauigkeit der Fluf3rate,
die notwendig ist, um verlaRliche Ergebnisse zu liefern, und teilweise wegen der hohen Sensitivitat, die bend-
tigt wird, um die schwachen Signale von den fraglichen Partikeln wahrend der relativ kurzen Zeitdauer zu de-
tektieren, in denen das Partikel sich im Detektor befindet.

[0003] Ein weiteres bekanntes Verfahren zur Bestimmung somatischer Zellen oder Bakterien in Milch basiert
auf der Detektion von Signalen von Partikeln, die auf dem Rand einer polierten rotierenden Scheibe verstreut
sind, wobei ein solches Instrument von Foss Electric, Hillerod, erhaltlich ist. Die Genauigkeit in der Bewertung
der Anzahl an Partikeln unter Verwendung dieses Verfahrens hangt ab von der physikalischen Form des dun-
nen Films der Probe, die auf der Scheibe verstreut ist, und eine hohe Sensitivitat wird bendétigt, um die schwa-
chen Signale von den fraglichen Partikeln wahrend der relativ kurzen Zeitdauer zu detektieren, in der sich das
Partikel im Detektor befindet.

[0004] Ein weiteres bekanntes Verfahren zur Bestimmung somatischer Zellen in Milch basiert auf der Aus-
breitung eines Milchfilms auf einem bandartigen Film, der dann mittels eines Mikroskops analysiert wird, vgl.
Europaisches Patent 0 683 395. Dieses Verfahren scheint eine komplexe mechanische Losung zu benétigen,
um verlaflich zu arbeiten.

[0005] US 5,457,526 (TOA MEDICAL ELECTRONICS) offenbart ein Flulizytometer zur Analyse von Parti-
keln, die sich mit hoher Geschwindigkeit durch einen Detektor bewegen. Das Volumen, das vom Detektor be-
trachtet wird, ist extrem klein. Aus der Spezifizierung ist eine lineare Vergréf3erung von mindestens 85x ableit-
bar.

[0006] GB 2 152 660 A (SOCIETE INTERINFORMATIQUE) offenbart eine Analyse biologischer Partikel in
einer Probe. Die Proben werden z. B. auf eine horizontale Scheibe oder auf ein kontinuierliches Band aufge-
bracht. Abbildungen werden durch eine Kamera gemacht. Die Referenz offenbart nicht das durch die Kamera
betrachtete Volumen und auch nicht die Vergréf3erung, die fiir die Projizierung auf die Kamera verwendet wird.
[0007] US 4,896,967 (HAMILTON-THORN RESEARCH) offenbart einen Bewegungsscanner zur Charakteri-
sierung der Bewegung beispielsweise von Sperma. Die Spermazellen werden unter einer relativ geringen Ver-
gréRerung von ungefahr vier zu eins auf eine Kamera abgebildet. Das Volumen, das auf den Detektor abge-
bildet wird, ist nicht offenbart, aber aus der erhaltlichen Information ist klar, da® nur ein sehr kleiner Bruchteil
der Probe im Probenhalter betrachtet wird. Der Scanner ist nicht darauf angepal}t, sich nicht bewegende Zellen
zu zahlen. Um die Motilitdt von Spermazellen einzuschatzen, wird eine Abbildung des Probenhalters mit der
Probe von den spateren Abbildungen, die tber eine bestimmte Zeitdauer genommen werden, subtrahiert. Die-
se erste Abbildung enthalt Signale sowohl von sich bewegenden als auch von sich nicht bewegenden Sper-
mazellen. Nachdem die sich bewegenden Spermazellen identifiziert wurden, werden sie gezahlt. Unter Ver-
wendung von Informationen Uber die optische Helligkeit und die linearen Abmessungen der sich bewegenden
Objekte kann das System sich nicht bewegende Objekte mit &hnlichen Charakteristika identifizieren. Das Sys-
tem kann nicht die Anzahl sich nicht bewegender Partikel bestimmen, fir die es kein sich bewegendes Gegen-
stlck gibt.

[0008] Wegen der relativ hohen Komplexitat und Kosten der Geratschaften, die heute verwendet werden,
werden die meisten Bewertungen biologischer Partikel in einem Labor durchgefiihrt, in dem fachmannisches
Personal die Geratschaften bedient.
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Zusammenfassung der Erfindung
Die Erfindung ist in den Anspriichen 1 und 48 definiert.

[0009] Die vorliegende Erfindung liefert eine wesentliche Vereinfachung der Bewertung von Quantitatspara-
metern und/oder Qualitadtsparametern biologischer Partikeln in flissigen Analytmaterialien und macht es somit
fur Bedienungspersonen maoglich, auch ohne besondere Fahigkeiten in diesen Bereichen der Technik die Be-
wertung durchzufuhren. Insbesondere ermdglicht es die Erfindung, die Bewertung in der Klinik oder der Farm
durchzufiihren, in der die Probe entnommen wird, wodurch die Ergebnisse der Bewertung fir den Benutzer im
wesentlichen unmittelbar im Anschlufd an das Sammeln des Probenmaterials erhaltlich sind.

[0010] Die physikalische Dimension einer Geratschaft auf der Basis der vorliegenden Erfindung ist ebenfalls
dergestalt, daR die Geratschaft gut fir den Transport geeignet ist, was es Arzten oder Veterinararzten ermdg-
licht, die Geratschaft zu einem Ort zu transportieren oder an diesem Ort zu transportieren, an dem die Analyse
erforderlich ist. Das Prinzip der Messung nach der vorliegenden Erfindung liefert, verglichen mit den Verfahren,
die bisher fur diesen Zweck verwendet wurden, eine erhebliche Verbesserung in der Bewertung biologischer
Partikel, wie DNA-enthaltender Partikel, z. B. somatischer Zellen oder Bakterien, oder roter Blutzellen, in einem
flissigem Analysematerial wie z. B. Milch, Blut oder Urin.

[0011] Diese Erfindung Ubersteigt die Moglichkeiten von Vorrichtungen und Verfahren nach dem Stand der
Technik und ermdglicht eine einfachere und verlallichere Bewertung biologischer Partikel in einem flissigen
Analysematerial. Die Eigenschaften, die bewertet werden kénnen, sind die Anzahl von Partikeln in einem Vo-
lumen des analytischen Materials, jede morphologische Eigenschaft wie die Grof3e oder die Flache der Parti-
kel, oder die Identifizierung des Typs von Partikel, der analysiert wird. Insbesondere ist es moglich, mehr als
eine dieser Eigenschaften gleichzeitig zu bewerten.

[0012] Gleichzeitig ermdglicht es diese Endung, dalk diese Analysen unter Verwendung von betrachtlich klei-
neren Mengen an Chemikalien durchgefiihrt werden, als normalerweise benétigt werden. Diese Chemikalien
sind oftmals gefahrlich, entweder gegentiber Menschen und anderen lebenden Organismen oder gegentiber
der Umwelt. Weiterhin liefert diese Erfindung eine Lésung, die die Freisetzung jeder gefahrlichen Probe oder
aller Chemikalien, die fiir die Analyse verwendet werden, minimiert, indem entweder die Analyse in einem ge-
schlossenen FluRRsystem durchgefiihrt wird, oder durch Verwendung eines versiegelten und entsorgbaren Pro-
benbehaltnisses, welches das komplette Probenmaterial und die Chemikalien enthalt, die fir die Bewertung
verwendet werden, und das einen sicheren Transport der Probe und jeder beliebigen Chemikalie ermdglicht.
[0013] Die hohen Kosten sowie die mechanische Komplexitat der Geratschaften, die bisher fiir die Routine-
bewertung der Anzahl an Partikeln in einem flissigen Analysematerial verwendet wurden, machte diese Ge-
ratschaften unpraktisch fir eine gewohnheitsmafige Verwendung unter Bedingungen, die ublicherweise auf
Milchfarmen, in Molkereien oder in humanmedizinischen oder Veterinarkliniken vorhanden sind. Solche Ana-
lysen sind von groRem Interesse, beispielsweise kann ein Milchfarmer die Zahlung somatischer Zellen oder
Bakterien eines individuellen Tiers verfolgen, um den Verlauf klinischer oder subklinischer Mastitis oder einer
Infektion zu verfolgen, und um die Zahlung der Zellen in Milch zu kontrollieren, die an Molkereien geliefert wird,
wodurch die Verwendung von Antibiotika minimiert wird und eine wirtschaftliche Strafe verhindert wird, die oft-
mals folgt, wenn die gezahlten Zellen in Milch vorbestimmte Grenzen uberschreitet.

[0014] Humanmedizinische Kliniken missen oftmals den Zahlstand beziglich eines oder mehrerer Partikel in
Blut, Urin oder anderen biologischen Flissigkeiten feststellen, wie z. B. von somatischen Zellen oder Bakteri-
en, aber weil eine solche Analyse normalerweise in einem Zentrallabor durchgefiihrt wird, verzégert dies oft
die Reaktion auf eine solche Analyse wegen des Transports der Probe.

[0015] Es wurde herausgefunden, dal diese Erfindung die Analyse verschiedener Arten biologischer Partikel
ermdglicht, wie DNA-enthaltender Partikel, roter Blutzellen, Blutplattchen, Hefezellen, Bakterienzellen, Lipid-
kugelchen, Proteinmizellen, Staubpartikel oder Polymerpartikel, wobei diese Partikel normalerweise in flissi-
gen biologischen analytischen Materialien gefunden werden, wie Milch, Blut, Urin, Kot, Speichel, einer Entzin-
dung entweder menschlichen oder tierischen Ursprungs, oder in Proben, die aus der petrochemischen Indus-
trie stammen, der pharmazeutischen Industrie, der Futterindustrie, der Nahrungsmittelindustrie oder derglei-
chen. In einer Ausfiihrungsform umfassen die zu bewertenden biologischen Partikel Polymertropfen, die an bi-
ologische Partikel gebunden sind oder an Komponenten, die in Verbindung mit der Bewertung dieser biologi-
schen Molekile oder Komponenten stehen. Das Verfahren ist ebenso gut geeignet fiir die Detektierung jedes
anderen biologischen Partikels oder Fragments hiervon, wobei ein solches Partikel ein Teil lebenden Gewebes
ist und Eigenschaften zeigt, die durch die Detektion elektromagnetischer Strahlen detektiert werden kénnen.
[0016] Diese Erfindung ist besonders geeignet fiir die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in Milch von
Menschen, Kihen, Ziegen, Schafen, Biffeln oder anderen Tieren. Vor allem ist diese Erfindung geeignet fur
die Bewertung der Anzahl somatischer Zeilen in Milch wahrend des Melkens durch Integration des Systems in
die Melkausstattung, entweder "in-line", wobei die Messung im wesentlichen vom Melksystem durchgefuhrt
wird und durch eine Geratschaft analysiert wird, die synchronisiert mit dem Melkvorgang betrieben wird, oder
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"at-line", wobei die Probe vor, wahrend oder nach dem Melkprozess entnommen wird und in einer Geratschaft
durch manuelle Betatigung gemessen wird. Insbesondere ist sie gut geeignet, um eine Schatzung der Anzahl
somatischer Zellen zu erhalten, wenn es das Ziel der Analyse ist, die Anzahl somatischer Zellen in der Milch
zu kontrollieren, die an die Molkerei geliefert wird, indem beispielsweise jede Milchprobe, die eine zu hohe Zel-
lenanzahl aufweist, zu einem separaten Behalter oder Auslal} geleitet wird.

[0017] Verfahren gemal der vorliegenden Erfindung sind geeignet firr die "on-line"- oder "at-line"-Bewertung
der Anzahl somatischer Zellen in Milch, wenn es das Ziel ist, die Information uber den Gesundheitsstatus von
Tieren wie Kiihen, Ziegen, Schafen oder Biffeln, insbesondere in Verbindung mit klinischer oder subklinischer
Mastitis, zu erhalten.

[0018] Das Verfahren nach der Erfindung ist geeignet fur die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in
Milch, wenn es Ziel der Analyse ist, Informationen zu erzeugen, die in einem Herdenverbesserungsschema
verwendet werden, oder wenn es das Ziel der Analyse ist, einen Qualitdtsparameter zu erhalten, der in einem
Bezahlungsschema verwendet wird. Diese Analysen werden normalerweise in einem Zentrallabor unter Ver-
wendung komplexer Instrumente durchgeflhrt.

[0019] Eine Anordnung von Detektorelementen kann in Kombination mit geeigneten elektronischen Kompo-
nenten verwendet werden, um die Bewertung biologischer Partikel in einem analytischen Material durchzuflih-
ren, indem ein Teil des analytischen Materials in einem Probenbehaltnis plaziert wird, wobei das Probenbehalt-
nis in vielen Ausfuhrungsformen der Erfindung aus zwei Fenstern aus Glas oder einem anderen transparenten
Material besteht, die durch ein Trennmittel mit Einla® und Auslal} getrennt sind, was es moglich macht, daf
die Probe zwischen zwei Messungen entfernt wird; in einer Ausfuhrungsform ist das Probenbehaltnis ein
Schlauch, im wesentlichen kreisférmig oder im wesentlichen elliptisch im Profil. Die Anwesenheit eines Parti-
kels wird normalerweise verursachen, daf’ das Signal eines Detektorelements von einem normalen Niveau, z.
B. einem Grundniveau, abweicht, entweder in Richtung héherer Signalintensitat oder in Richtung niedrigerer
Signalintensitat, aber zum Zwecke der Klarheit wird im Folgenden angenommen, daf} eine solche Abweichung
in Richtung héherer Signalintensitat gerichtet ist.

[0020] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Anordnung der Probe in einer solchen Weise, dal} sie sich
Uber ein "Fenster" eines wesentlichen Bereichs erstreckt und die Detektion von Signalen der Proben in Form
einer "Abbildung" auf eine Anordnung von Detektorelementen stattfindet, wobei die Anordnung von Detektor-
elementen individuelle Elemente aufweist, von denen jedes fahig ist, Signale aus einem Teil des Probenfens-
terbereichs zu detektieren, wobei die Anordnung als Ganzes fahig ist, Signale aus im wesentlichen dem ge-
samten Probenfensterbereich zu detektieren, oder zumindest aus einem wohldefinierten Teil des Probenfens-
terbereichs.

[0021] Wie aus dem Folgenden klar wird, ermdglicht eine solche Anordnung der Probe und der Detektorele-
mente die Bestimmung der Anzahl von Partikeln pro Volumen auf eine viel einfachere und wirtschaftlichere Art,
wahrend eine hohe Genauigkeit der Bestimmung erhalten bleibt. Wie auch im Folgenden erlautert wird, ermég-
licht es die Verwendung einer Anordnung von Detektorelementen, die einen exponierbaren Bereich der Probe
"beobachten”, relativ einfache Mittel zur Erzeugung von Signalen aus der Probe sowie relativ einfache und
sensitive Detektormittel zu verwenden.

[0022] Die flissige Probe, die das analytische Material reprasentiert, kann eine fliissige Probe sein, beste-
hend aus dem flissigen Analytmaterial an sich (optional und oftmals bevorzugt mit beigefligten chemischen
Substanzen, die die Bewertung vereinfachen, was im Folgenden erlautert wird), oder es kann eine Probe sein,
die aus dem flissigen Analysematerial durch Verdiinnung, Konzentration, Extraktion oder eine andere Modifi-
kation erhalten wurde. In diesem Zusammenhang ist es natirlich normalerweise wesentlich, daf} eine unzwei-
deutige Beziehung zwischen dem Volumen der fllissigen Probe, die das flissige analytische Material repra-
sentiert, und dem Volumen des fraglichen fliissigen Analysematerials besteht, so daf3 die notwendige Korrela-
tion zu einer Konzentration in dem flissigen Analyten hergestellt werden kann. Wie oben erwahnt kann das
flissige Analysematerial selbst ein Derivat aus einem anderen Material sein, dessen Eigenschaften unter Ver-
wendung des erfindungsgemalen Verfahrens analysiert werden sollen; somit kann z. B. der flissige Analyt
eine flissige Anreicherungskultur sein, die aus einem Nahrungsprodukt, z. B. Gefliigel, erhalten wurde.
[0023] Die Projektion der Abbildung auf die Anordnung von Detektorelementen wird normalerweise in Bezug
stehen zum Bilden einer "Abbildung" des Volumens auf eine zweidimensionale Anordnung von Detektorele-
menten, aber es ist auch moglich, eine eindimensionale raumliche Abbildung zu verwenden, die durch geeig-
nete optische Mittel erhalten wird, wobei in diesem Fall die Anordnung von Detektorelementen nicht mehr als
eindimensional sein muf3, etwa eine lineare Anordnung von Detektorelementen. In speziellen Ausfiihrungsfor-
men kann eine lineare Anordnung von Detektorelementen auch zum Empfangen einer zweidimensionalen Ab-
bildung elektromagnetischer Strahlung verwendet werden, vorausgesetzt der Bereich jedes Elements ist aus-
reichend grof3, um Signale aus einem ausreichenden Volumen zu empfangen, um die Qualitadtsanforderungen
an die Bestimmung zu erfillen.

[0024] Die von der Anordnung von Detektorelementen detektierte Intensitat kann eine Ladung sein, die sich
aufgrund von elektromagnetischer Strahlung aufbaut, oder es kann auch beispielsweise die Intensitat eines
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Stroms sein, der als Ergebnis elektromagnetischer Strahlung durch das individuelle Element flief3t.

[0025] Die Bedingungen der Projektion unter Beriicksichtigung der verschiedenen involvierten Parameter, die
detaillierter weiter unten beschrieben werden, sind so angepal}t, da® die Intensitaten, die von der Anordnung
von Detektorelementen detektiert werden, unter Verwendung geeigneter Verarbeitungsmittel verarbeitet wer-
den kdénnen, typischerweise unter Verwendung von bildverarbeitenden Mitteln und Verfahren, und zwar in einer
solchen Weise, daR die Intensitaten, die als Abbildungen der elektromagnetischen Signale von den biologi-
schen Partikeln detektiert wurden, als unterschiedlich von den Abbildungen der Hintergrundsignale identifiziert
werden.

[0026] Das Volumen der flissigen Probe, fir die die Messung durchgefihrt wird, oder von der die Partikel iso-
liert werden, sollte ausreichend groR3 sein, um die Bewertung des zumindest einen Quantitatsparameters oder
des zumindest einen Qualitatsparameters zu ermoglichen, um eine vorbestimmte Anforderung an die statisti-
sche Qualitat der Bewertung auf der Basis von im wesentlichen einer Projektion zu erfillen. Wie im Folgenden
erlautert wird, ist es ein charakteristisches Merkmal der vorliegenden Erfindung, daf} sie das Sammeln von
ausreichend Information in einer Projektion ermdglicht, um eine hohe statistische Qualitat trotz der Tatsache
zu gewahrleisten, dafl} die Bewertung auf eine extrem einfache Art und Weise durchgefiihrt werden kann. Ein
Grund hierfir ist, dal das Verfahren nach der Erfindung normalerweise unter Verwendung von viel geringeren
Vergrofterungen der Abbildung, die auf die Anordnung von Detektorelementen projiziert wird, durchgefiihrt
wird als bislang flir moglich gehalten wurde, und daR in einigen Fallen sogar Verkleinerungen im Gegensatz
zu VergroRRerungen maoglich sind. Fir eine Anzahl von Anwendungen liegt der Grad der VergréRerung lediglich
bei 1:1, im Gegensatz zu den meisten automatisierten Mikroskopieverfahren, die deutlich héhere VergréRerun-
gen und mehrere Beobachtungsdurchgange verwenden.

[0027] Die Projektion einer Abbildung der Probe auf die Anordnung von Detektorelementen kann durchge-
fuhrt werden, indem die Anordnung von Detektorelementen in engem Kontakt oder im wesentlichen engem
Kontakt mit dem AuReren der exponierbaren Wand des Probenbehéltnisses angeordnet wird, oder unter Ver-
wendung eines bildgebenden Mittels wie einer Linse mit einem oder mehreren Elementen, die im Lichtweg zwi-
schen der exponierbaren Wand des Probenbehaltnisses und der Anordnung von Detektorelementen angeord-
net sind.

[0028] Die Wand des Probenbehaltnisses, die einen exponierbaren Bereich definiert, kann eine flache oder
gekrimmte Wand sein.

[0029] Die Probe kann in das Probenbehaltnis eingeflihrt werden durch ein System, das durch eine Pumpe
oder ein unter Druck gesetztes Gas, bevorzugt Luft, angetrieben wird. In vielen Ausfihrungsformen der vorlie-
genden Erfindung wird das Fullen des Behaltnisses durch ein oder mehrere Ventile gesteuert, die die Flie3ge-
schwindigkeit der Probe einstellen kénnen.

[0030] In vielen bevorzugten Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung ist die Wand des Probenbehalt-
nisses eine ebene Wand, und die Anordnung von Detektorelementen ist eine Anordnung, die sich in einer Ebe-
ne parallel zur Ebene der Wand erstreckt. Abhangig von der Art und Weise, in der die Abbildung der Probe auf
die Anordnung von Detektorelementen projiziert wird, kann die Konfiguration sowohl der exponierbaren Wand
als auch der Anordnung jedoch in vielen verschiedenen Arten ausgestaltet sein, z. B. wenn sowohl die expo-
nierbare Wand als auch die Anordnung als Abschnitte eine kreisférmigen Zylinders ausgestaltet sind, wenn die
exponierbare Wand konvex und die Anordnung konkav ist, wobei beide im wesentlichen denselben Radius auf-
weisen, wobei diese leicht in Kontakt oder in annahernd in Kontakt miteinander gebracht werden kénnen, oder
wobei sowohl die exponierbare Wand als auch die Detektoranordnung konkav sind und eine Linse zur Projek-
tion der Abbildung der Probe auf die Anordnung verwendet wird. Viele andere Konfigurationen sind natdrlich
moglich, beispielsweise wenn sowohl die exponierbare Wand als auch die Anordnung Abschnitte von Kugeln
usw. sind.

[0031] Das Probenbehaltnis kann eine Kammer sein, die leicht aus der Geratschaft entfernt werden kann,
wenn eine neue Probe oder neues Probenmaterial gemessen werden soll. Ein solches entfernbares Proben-
behaltnis wird bevorzugt fur eine begrenzte Anzahl an Messungen, und besonders bevorzugt fir nur eine Mes-
sung, verwendet. Neben der Gewahrleistung einer einfacheren mechanischen Konstruktion eines Instruments
ohne FluBsystem ist es ein Vorteil eines solchen entfernbaren Probenbehaltnisses, daf’ es die Probe in einem
geschlossenen Behalter vor, wahrend und nach der Analyse enthalt, wodurch ein sichererer Umgang mit ge-
fahrlichem Material gewahrleistet ist. In vielen Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung kann ein sol-
ches entfernbares Probenbehaltnis vor der Einfihrung von Probenmaterial eine oder mehrere Komponenten
oder Geratschaften enthalten, die fiir eine chemische oder physikalische Modifizierung der Probe vor der Ana-
lyse verwendet werden.

[0032] Elektronische Gerate oder ein Computer mit geeigneter Software kdnnen verwendet werden, um ein
Signal, das von einem beliebigen Detektorelement stammt, zu konditionieren, bevorzugt so, daf} die Quantifi-
zierung des Signals von einem beliebigen Detektorelement verlalicher oder weniger zeitaufwendig durchge-
fuhrt wird, beispielsweise durch Umwandlung eines Signaltyps in ein anderes Signal, das flr die Weiterverar-
beitung geeignet ist, und/oder durch Liefern von Mitteln fir die Verstarkung des Signals. Oftmals ist es bevor-
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zugt, dall das Signal von einem beliebigen Detektorelement auf jede Fehlerabweichung eingestellt wird,
und/oder auf jede Anderung in der Sensitivitat, die in den Signalen vorhanden sein kénnte, wobei diese Ein-
stellung bevorzugt durchgefiihrt wird, indem Informationen von benachbarten Detektorelementen verwendet
werden, oder unter Verwendung ahnlicher Informationen aus friheren Messungen. Eine weitere nutzliche Ei-
genschaft einer solchen Signalkonditionierung ist die Umwandlung eines im wesentlichen analogen Signals in
einen digitalisierten Wert, der besser fir die Weiterverarbeitung in einem digitalen Datenverarbeitungssystem
geeignet ist; eine solche Digitalisierung kdnnte eine grenzenahnliche Aktivierung von zwei oder mehr Aus-
gangslinien sein, und zwar so, daf3 das Eingangsniveau jedes Signals eine Veranderung im Status dieser Aus-
gangslinien hervorruft, bevorzugt derart, daf? das Niveau des Eingangssignals geschatzt werden kann. Ein be-
vorzugtes Verfahren der Digitalisierung ermoglicht es, dal® das Niveau des Eingangssignals in eine Zahl ent-
sprechend dem binaren Zahlensystem umgewandelt wird.

[0033] Es ist oftmals bevorzugt, daR die digitale Darstellung des Niveaus jedes Eingangssignals eine im we-
sentlichen lineare Funktion liefert, und in vielen bevorzugten Ausfihrungsformen dieser Erfindung ist es bevor-
zugt, dal die digitale Abbildung eine im wesentlichen nichtlineare Funktion liefert, beispielsweise eine logarith-
mische Funktion, wobei eine solche nicht-lineare Funktion dann bevorzugt wird, wenn der dynamische Bereich
des Eingangsniveaus grof ist.

[0034] In solchen Implementierungen dieser Erfindung ist es bevorzugt, eine eindimensionale Anordnung von
Detektorelementen, bevorzugt in einem Chip integriert, zu verwenden, wobei die Identifizierung eines Partikels
in der Probe, die gemessen wird, durchgefiihrt wird, indem das Signalniveau jedes Detektorelements mit einem
vordefinierten Niveau verglichen wird, oder bevorzugt mit einem Niveau, das auf der Basis der Signale von be-
nachbarten Detektorelementen geschatzt wird, bevorzugt auf der Basis der Signale von friiheren Messungen,
und wenn herausgefunden wird, daf} ein Signal oberhalb dieses Entscheidungsniveaus liegt, wird angenom-
men, dal ein Partikel anwesend war, und der Zahlerstand wird entsprechend erhéht. Weiterhin ist es mdéglich,
die Anwesenheit von zwei Partikeln zu detektieren, die gleichzeitig gemessen wurden, beispielsweise indem
die Intensitat eines Signals mit einer bekannten oder vorbestimmten Grenze verglichen wird, auf solche Weise,
dal die Signale oberhalb dieser Grenze die Anwesenheit von zwei Partikeln anzeigen. Mehr als eine solche
Grenze kann verwendet werden, um beliebige Situationen zu identifizieren, in denen drei, vier oder mehr Par-
tikel anwesend sind, oder es kann eine empirische oder theoretische Verbindung zwischen der Gesamtzahl
anwesender Partikel konstruiert werden, wobei die Mdglichkeiten der Signale von zwei oder mehr Partikeln
gleichzeitig durch ein Detektorelement detektiert werden.

[0035] Wie oben erwahnt ist es oft bevorzugt, dal ein optisches System verwendet wird, um jedes Signal von
der Probe auf die Detektorelemente zu fokussieren, und in einigen Fallen ist es bevorzugt, daf} eine solche
Fokussierung eine Abbildung eines Partikels mit einer durchschnittlichen GroRe liefert, die ungefahr so grof3
ist wie die verwendeten Detektorelemente, und in bestimmten Fallen vorzugsweise kleiner, so dal die Abbil-
dung des gesamten Partikels im wesentlichen innerhalb der Grenzen des Detektorelements liegt.

[0036] In anderen Ausfiihrungsformen dieser Erfindung, ahnlich zu der oben beschriebenen, die eine eindi-
mensionale Anordnung von Detektorelementen oder eine zweidimensionale Anordnung von Detektorelemen-
ten verwendet, ist es bevorzugt, dalt ein optisches System verwendet wird, um jedes Signal von der Probe auf
die Detektorelemente derart zu fokussieren, daft eine Abbildung geliefert wird, die von derselben Grofe wie
die verwendeten Detektorelemente ist, oder in einigen Fallen vorzugsweise grof3er, wobei das Verfahren ver-
wendet wird, um die Anwesenheit eines Partikels zu identifizieren, und zwar unter Berticksichtigung der Aus-
dehnung des Partikels in der Dimension entlang der Reihe von Detektorelementen, und auch die Héhe des
gemessenen Signals jedes Detektorelements. Eine solche Ausflihrungsform dieser Erfindung ermdglicht die
Einschatzung einiger morphologischer Eigenschaften der Partikel, die gemessen werden, z. B. der GréRe. Un-
ter diesen Bedingungen ist es auch maéglich, die Anwesenheit von zwei oder mehr Partikeln zu detektieren, die
auf im wesentlichen dieselben Detektorelemente fokussiert sind, beispielsweise durch Klassifizierung der Sig-
nalintensitat.

[0037] Es wurde tberraschenderweise herausgefunden, daf eine eindimensionale Anordnung von Detektor-
elementen, bei der die Breite der Anordnung der Detektorelemente betrachtlich grélRer war als die Hohe jedes
Detektorelements, eine kommerziell erhaltlich von Hamamatzu (S3902-128Q), exzellent verwendet werden
konnte fur die Bewertung der Anzahl von Partikeln und somit die Detektion von Signalen aus einem gréflieren
Probenvolumen bei jedem Scannen der Detektorelemente ermdglicht. Weiterhin wurde entdeckt, da® selbst
die Verwendung einer Fokussiervorrichtung, die die Dimensionen der Abbildung relativ zum Orginal verzerrt,
und zwar derart, dal3 z. B. die Abbildung eines Kreises eine Form aufweist, die 8hnlich zu der einer Ellipse ist,
auch einen ahnlichen Vorteil wie die Verwendung von Detektorelementen mit groRer Héhe lieferte, und weiter-
hin wurde herausgefunden, dal} es mit einer Kombination der oben erwahnten Detektorelemente und einer
verzerrenden Fokussiervorrichtung moéglich war, eine nutzliche Bewertung auf einem grofen Detektorvolumen
zu erhalten. Die Verwendung einer Reihe von eindimensionalen Anordnungen von Detektorelementen, bevor-
zugt auf einem einzigen Chip angeordnet, wurde oft als hilfreich bei der Bewertung von biologischen Partikeln
in einer Probe angesehen. Eine kommenrziell erhaltliche CCD-Anordnung ist erhaltlich von Sony (ICX 045 BL).
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Eine weitere Anordnung von Detektorelementen, die fiir viele Ausfihrungsformen dieser Erfindung geeignet
ist, ist ein Bildsensor auf der Basis von CMOS-Technologie, der eine Detektion unter Verwendung eines ein-
geschrankten elektrischen Effekts mdglich macht und zudem eine Integration auf dem Chip mit anderen
CMOS-basierenden Technologien wie Signalkonditionierung und Signalverarbeitung bietet. Eine solche wurde
von Toshiba gezeigt und weist 1318 x 1030 Elemente auf, von denen jedes etwa 5.6 ym x 5.6 pm grof} ist,
wobei lediglich 30 mW bendétigt werden.

[0038] Die Bewertung biologischer Partikel in einer Probe kann durchgefiihrt werden, indem jede Reihe von
derartigen zweidimensionalen Anordnungen von Detektorelementen im wesentlichen auf dieselbe Art wie eine
Anordnung von eindimensionalen Detektorelementen behandelt wird.

[0039] Einige Ausfuhrungsformen dieser Erfindung erméglichen die Simulation von grof3en Detektorelemen-
ten durch elektronische oder rechnerische Hinzufligung von Informationen von zwei oder mehr Reihen von De-
tektorelementen in eine Anordnung von Informationen, die hierauf im wesentlichen auf dieselbe Art behandelt
werden wie eine einzelne eindimensionale Anordnung von Detektorelementen, wodurch im wesentlichen eine
einfachere und weniger zeitaufwendige Interpretation der gemessenen Informationen ermdéglicht wird.

[0040] In einigen Ausfuhrungsformen der vorliegenden Endung basiert die Bewertung der Anzahl von Parti-
keln in einer ersten Reihe von Detektorelementen auf beliebigen Ergebnissen, wie der Position und/oder den
Intensitaten, die in einer zweiten Reihe von Detektorelementen bereits beobachtet und verarbeitet wurden, wo-
durch die Korrektur von Signalen gewahrleistet wird, die sich Gber zwei oder mehr Reihen von Detektorelemen-
ten erstrecken.

[0041] Die Einbringung einer Fokussiervorrichtung zum Fokussieren eines Signals von der Probe auf die De-
tektorelemente in solcher Weise, dal® der Sammelwinkel maximiert wird, wobei der Sammelwinkel definiert
wird als der Winkel, innerhalb dessen ein Signal detektiert wird, lieferte in vielen Situationen verbesserte. Be-
dingungen fiir eine Bewertung. Uberraschenderweise wurde herausgefunden, daR ein solcher breiter Sammel-
winkel bei der Bewertung der Anzahl von Partikeln verwendet werden kdnnte, sogar bis zu dem Ausmalf, daf}
das bei der Fokussierung verwendete Objektiv das Verhaltnis der Abbildung jedes Partikels Gber die Ebene,
in der die Detektorelemente plaziert sind, unterschiedlich verzerrt, eine Veranderung der Fokussierung tber
die zu analysierende Probe liefert oder eine Verringerung der Fokussierqualitat liefert.

[0042] Es ist mdglich, die Bewertung biologischer Partikel einer Probe unter Verwendung eines Rechenmit-
tels, bevorzugt eines digitalen Computers, durchzufiihren, wobei einer kommerziell erhaltlich ist von Analogue
Devices (ADSP 2101), der mit einer Speicherkapazitat ausgestattet ist, die lediglich Informationen in einer
Menge speichern kann, die im wesentlichen gleich einem kleinen Bruchteil der Gesamtzahl an Detektorele-
menten ist, wobei die Bewertung der Anzahl von Objekten dann im wesentlichen auf der Echtzeitverarbeitung
von Daten basiert, bevorzugt derart, da® die gemessene Information jedes Detektorelements oder einer Reihe
von Detektorelementen oder zwei oder mehr Reihen von Detektorelementen fir die Bewertung verwendet
wird, im wesentlichen ohne Verzégerung, die andererseits durch eine Speicherung der gemessenen Informa-
tionen hervorgerufen wirde.

[0043] Es wird jedoch oft bevorzugt, im wesentlichen alle gemessenen Informationen unter Verwendung ei-
nes ersten Rechenmittels, bevorzugt eines digitalen Computers, zu speichern, bevor die Informationen durch
ein zweites Rechenmittel, bevorzugt einen digitalen Computer, verarbeitet werden, wodurch es ermoglicht
wird, daf} die gemessene Information im wesentlichen mit derselben Frequenz verarbeitet wird, wie sie erhal-
ten wird, aber mit einer betrachtlichen Zeitverzégerung zwischen der Messung jeder Information und der Ver-
arbeitung derselben; vorzugsweise wird dies zustande gebracht durch Verwendung lediglich eines Rechenmit-
tels, vorzugsweise eines digitalen Computers, der mit gentigend Mitteln ausgestattet ist, um diese Aufgabe zu
erfillen.

[0044] Wenn ein Probenbehaltnis verwendet wird, das fur die Analyse von mehr als einem Probenmaterial
verwendet wird, z. B. wenn die Probe mittels eines FluRsystems eingefiihrt wird, stellt sich oft heraus, daR ein
oder mehrere interessierende Partikel oder Teile dieser Partikel sich derart mit dem Probenbehaltnis verbin-
den, daR. die FlieRgeschwindigkeit, die verwendet wird, um das Probenmaterial zu ersetzen, nicht in der Lage
ist, diese verklebten Partikel zu entfernen. Wenn also solche klebenden Partikel an einem Ort angeordnet sind,
der auf die Detektorvorrichtung projiziert wird, werden diese in zwei oder mehr Beobachtungen vorhanden
sein, obwohl die Probe zwischen den Beobachtungsdurchgéangen im wesentlichen entfernt wurde. In vielen
Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung kann der Einflu} dieser klebenden Partikel auf die Beobach-
tung im wesentlichen eliminiert werden durch Kombination von zwei Beobachtungen auf eine solche Weise,
daf’ das Ergebnis einer ersten Beobachtung durch das Ergebnis einer zweiten Beobachtung abgeglichen wird,
wobei die zweite Beobachtung eine von vielen Beobachtungen ist, die vor der ersten Beobachtung stattfand,
oder durch Kombination von mehr als einer von vielen Beobachtungen, die vor der ersten Beobachtung statt-
fand, bevorzugt durch eine Beobachtung, die im wesentlichen unmittelbar vor der ersten Beobachtung statt-
fand, wobei die Abgleichung eine einfache Subtraktion der zweiten Beobachtung von der ersten Beobachtung
ist. Das Ergebnis dieser Abgleichung enthalt dann Informationen, wobei alle Objekte, die in der ersten Beob-
achtung anwesend waren, positive Intensitat besitzen, und jedes Objekt, das in der zweiten Beobachtung an-
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wesend war, negative Intensitat aufweist, und jedes Objekt, das sowohl in der ersten als auch in der zweiten
Beobachtung anwesend war, im wesentlichen eine Intensitat von Null besitzt. Das Ziel jedes Verfahrens, das
fur die Bewertung der Anzahl an Objekten oder die Bestimmung einer morphologischen Eigenschaft eines Ob-
jekts verwendet wird, ist es dann, lediglich die Intensitaten zu behandeln, die im wesentlichen positive Werte
aufweisen. In dhnlicher Weise ist es mdglich, die Ergebnisse von zwei oder mehr Beobachtungen zu analysie-
ren, die von unterschiedlichen Proben aus demselben Probenmaterial gemacht wurden, indem diese Beob-
achtungen wie oben beschrieben kombiniert und anschlieffend sowohl die positiven als auch die negativen Si-
gnale analysiert werden, beispielsweise durch Behandlung aller Signale, als waren sie positiv. So ist es mog-
lich, 2, 4, 6, 8 oder mehr Beobachtungen gleichzeitig zu analysieren, z. B. in Situationen, bei denen der Auf-
wand der Analyse einer Beobachtung gréRer ist als der Aufwand, eine Beobachtung zu machen.

[0045] Fur die Erfindung kann das Probenmaterial eine im wesentliche wassrige Lésung sein, oder eine im
wesentlichen organische Ldsung, oder eine Mischung von zwei oder mehr nicht mischbaren Phasen, von de-
nen einige flussig, einige fest sein kdnnen und von denen einige eine Suspension sein kénnen, in die die inte-
ressierenden Partikel eingebracht sind. In vielen bevorzugten Ausfihrungsformen dieser Erfindung wurde das
zu analysierende Probenmaterial oder seine chemischen oder physikalischen Eigenschaften modifiziert, ver-
glichen mit dem Analytmaterial, und zwar entweder durch Befligung oder Entfernung von einer oder mehreren
Komponenten, oder durch Einbringung der Probe in eine oder mehrere chemische, mechanische oder physi-
kalische Behandlungen vor der Analyse. Vorzugsweise ist das Resultat einer solchen Veranderung oder Mo-
difikation die VergréRerung eines jeden mefRbaren Signals, das fir die Analyse verwendet wird, oder eine Un-
terdriickung eines stérenden Phanomens, oder sie hat die Wirkung der Verlangerung der Lebenszeit der Pro-
be.

[0046] Oftmals ist es bevorzugt, dal das Signal, welches detektiert wird, ein Photolumineszenzsignal ist, das
von einem Molekil stammt, oder einem Teil eines Molekils, mit fluorophoren Eigenschaften, welches auf na-
turliche Weise innerhalb oder an dem Partikel, welches gemessen wird, enthalten ist.

[0047] Die Partikel, die detektiert werden sollen, sind oftmals "gefarbt" mit einem oder mehreren Molekiilen,
die sich mit dem Partikel verbinden, die innerhalb des Partikels eingeschlossen sind oder auf andere Weise
mit dem Partikel wechselwirken, wobei der Effekt dieses "Einfarbens" die VergréRerung jedes Signals des Par-
tikels ist, oder die direkte Quelle eines Signals, welches dann verwendet werden kann, um das Partikel zu de-
tektieren.

[0048] In vielen Aspekten der Erfindung ist es die Auswirkung der "Einfarbung"; eine Abschwachung elektro-
magnetischer Strahlung, wie sichtbaren Lichts, zu verursachen oder zu verstarken, oder vorzugsweise die
Emission elektromagnetischer Strahlung wie Chemilumineszenz oder Photolumineszenz, d.h. Fluoreszenz
oder Phosphoreszenz, zu verursachen oder zu steigern, wenn sie mit Strahlung angeregt wird, die im wesent-
lichen eine héhere Energie aufweist als die emittierte Photolumineszenz. Eine Art solcher "Einfarbung" ist die
Beiftigung von Ethidiumbromid (EtBr) zu der Probe, wobei EtBr mit dem DNA-Material wechselwirkt, das in der
Probe vorhanden ist, und die Fluoreszenz bei etwa 605 nm erhdht, wenn es mit einem Licht von etwa 518 nm
angeregt wird (Handbuch von fluoreszenten Proben und Forschungschemikalien, Seite 145). Dies macht es
moglich, in Kombination mit dem geeigneten Satz optischer Filter, ein DNA-enthaltendes Partikel zu zahlen,
wobei EtBr mit der DNA wechselwirken kann, wobei solche Partikel z. B. Zellen sind, die DNA enthalten, ins-
besondere DNA-enthaltende somatische Zellen oder Bakterien, wie sie in Milch, Blut oder Urin vorhanden sind.
[0049] Uberraschenderweise wurde herausgefunden, dak es méglich war, Konzentrationen von Fluoropho-
ren zu verwenden, die wesentlich geringer waren, als sie normalerweise in Systemen verwendet wurden, oft-
mals weniger als 1/10 oder 1/100 oder sogar weniger als 1/1000 hiervon; vor allem ist dies vorteilhaft, wenn
hinzugefugte Fluorophore im wesentlichen ahnliche Eigenschaften in freier Form wie in gebundener Form be-
sitzen, unter Betrachtung von Intensitat und Wellenlangencharakteristika. Wie erwartet reduziert eine solche
Bedingung jedes Signal, das von einem gefarbten Partikel emittiert wird, aber GUberraschenderweise wurde he-
rausgefunden, dal} das Verhaltnis der Signalintensitat in gebundener Form im Vergleich zu freier Form zuguns-
ten der gebundenen Signale verschoben ist. Vor allem wurde herausgefunden, dal ein Signalniveau eines Flu-
orophors in freier Form in der Probe vergleichbar und sogar noch geringer bezlglich der Intensitat war als je-
des zufallige elektronische Signal (Rauschen) und/oder vergleichbar bezuglich der Intensitat mit jedem ande-
ren stérenden Signal, und sogar noch weniger als das.

[0050] Die Flussigkeit, in der die Partikel, die gemessen werden sollen, enthalten sind, bewegt sich nicht, wo-
bei die Nichtbewegung definiert wird als die Situation, in der die Abbildung eines Partikels sich nicht starker
bewegt als derart, daR, sie im wesentlichen innerhalb der Grenzen desselben Detektorelements wahrend einer
MeRperiode enthalten ist. Die Stillstandssituation ist vorzugsweise so, daf® sich zumindest ein Teil der Abbil-
dung eines Partikels nicht starker bewegt als derart, da® sie im wesentlichen innerhalb der Grenze desselben
Detektorelements wahrend zumindest zwei Mel3perioden enthalten ist, wodurch die Detektion jedes schwa-
chen Signals ermoglicht wird, das die Anwesenheit eines Partikels anzeigen kdnnte.

[0051] Es ist moglich, mehr als eine Messung durchzufiihren und somit eine genauere und/oder sensitivere
Bewertung der Anzahl von Partikeln vorzunehmen, z. B. durch haufigere Messung desselben Abschnitts der
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Probe und durch Kombination der Ergebnisse, um das Verhaltnis zwischen Signal und Rauschen zu verbes-
sern, und/oder indem man mehr als einen Abschnitt der Probe misst, um die Gesamtanzahl an Partikeln zu
erhohen, die gezahlt werden, so dald der Fehler in der Bewertung reduziert wird, da der Fehler bei der Zahlung
der Partikel normalerweise Zahlstatistiken folgen wird, bei denen sich der relative Fehler tiblicherweise dhnlich
verhalt wie die Quadratwurzel der Anzahl an gezahlten Partikeln. Es ist jedoch ein charakteristisches Merkmal
der vorliegenden Erfindung, dal ihr allgemeiner Charakter der Detektion auf einem relativ groRen Probenvo-
lumen basiert, wobei eine groRe Menge an Informationen geliefert wird, die es méglich macht, vorbestimmte
statistische Standards auf der Basis von im wesentlichen einer Projektion zu erfullen.

[0052] In einigen Ausfiihrungsformen dieser Endung ist die Anzahl an Messungen, die durchgefihrt wird, de-
finiert durch eine Echtzeiteinschatzung der Anzahl von Partikeln, die bereits gezahlt wurden, wodurch relativ
betrachtet weniger Messungen durchgefihrt werden, wenn die Probe eine groRe Anzahl an Partikeln enthalt,
und relativ betrachtet mehr Messungen durchgefiihrt werden, wenn die Probe eine geringe Anzahl an Partikeln
enthalt, vorzugsweise durch Definition eines ungefahren Grenzlimits flir die Gesamtzahl gezahlter Partikel, und
zwar derart, dal3 eine geeignete Genauigkeit in der Messung erzielt wird.

[0053] Es ist moglich, die biologischen Partikel in einer relativ kurzen Zeit zu bewerten, wodurch erméglicht
wird, daf’ eine grol’e Anzahl an Proben pro Stunde analysiert wird, oftmals mehr als 400, und sogar mehr als
1000 oder mehr. In vielen bevorzugten Ausfihrungsformen dieser Erfindung ist eine sogar noch gréRere An-
zahl an Analysen pro Stunde erzielt worden, indem mehr als eine MeReinheit eingefiihrt wird, wobei die MeR3-
einheiten parallel in einem einzigen Gerat arbeiten.

[0054] In vielen Ausfihrungsformen dieser Erfindung sind die Signale, die detektiert werden, eine Abschwa-
chung elektromagnetischer Strahlung, beispielsweise verursacht durch Absorption oder Streuung, und in vie-
len bevorzugten Ausfihrungsformen dieser Erfindung werden die Signale, die detektiert werden, von den Par-
tikeln oder Proben emittiert, beispielsweise durch Emission von Photolumineszenz (d.h. Fluoreszenz und/oder
Phosphoreszenz) oder Raman-Streuung, und in anderen Ausfiihrungsformen dieser Erfindung werden die Si-
gnale, die detektiert werden, durch Streuung verursacht.

[0055] Oftmals wird mehr als eines der zuvor erwahnten Signale gleichzeitig detektiert, wodurch eine genau-
ere oder sensitivere Bewertung der Anzahl von Partikeln oder die Bewertung einer morphologischen Eigen-
schaft ermoglicht wird oder die Klassifizierung eines Partikels, das in der Probe anwesend ist, vorzugsweise
unter Verwendung von mehr als einer Reihe von Detektorelementen.

[0056] Eine monochromatische Vorrichtung kann verwendet werden, um elektromagnetische Strahlung in
eine oder mehrere Wellenlangenkomponenten zu separieren, bevor eine oder mehrere dieser Wellenlangen-
komponenten auf die Probe Ubertragen werden, und zwar jeweils eine zu einem Zeitpunkt oder mehr als eine
zu einem Zeitpunkt. Vorzugsweise werden, wenn mehr als eine Wellenlangenkomponente gleichzeitig auf die
Probe Ubertragen wird, die Wellenlangenkomponenten auf unterschiedliche Abschnitte der Probe bertragen,
so dal} die Moglichkeit gegeben ist, sowohl qualitative als auch quantitative Informationen tber Partikel in der
Probe zu erhalten. Dies ist vor allem von Interesse, wenn die Probe Partikel enthalt, die unterschiedlich auf
unterschiedliche Wellenldngenkomponenten reagieren.

[0057] Licht, das auf die Probe geleitet wird, kann durch ein Fokussiersystem, bestehend aus einer oder meh-
reren Linsen, fokussiert werden. Die Wirkung eines solchen Fokussiersystems ist es oftmals, die Effizienz der
Lichtquelle zu erhéhen. Als Lichtquelle kann eine thermische Lichtquelle wie eine Halogenlampe verwendet
werden, oder eine Gaslampe wie eine Xenonlampe, eine lichtemittierende Diode, ein Laser oder eine Laserdi-
ode. Oft wird es bevorzugt, mehr als eine Lichtquelle zu verwenden, um die Intensitat des auf die Probe gelan-
genden Lichts zu erhéhen, beispielsweise durch Verwendung von zwei oder mehreren lichtemittierenden Dio-
den. Es ist auch mdglich, mehr als eine Lichtquelle zu verwenden, wobei einige der Lichtquellen unterschied-
liche elektromagnetische Eigenschaften aufweisen.

[0058] Eine monochromatische Vorrichtung kann verwendet werden, um elektromagnetische Strahlung, die
von der Probe emittiert wurde oder durch die Probe hindurchgetreten ist, in eine oder mehrere Wellenlangen-
komponenten zu separieren, bevor eine solche elektromagnetische Strahlung durch ein Detektorelement de-
tektiert wird, sei es derart, daf3 eine Wellenlange zu einem Zeitpunkt gemessen wird, oder derart, dal mehr als
eine Wellenlangenkomponente zu einem Zeitpunkt gemessen wird. Dies ist besonders von Interesse, wenn
die Probe Partikel enthalt, die unterschiedlich auf unterschiedliche Wellenlangenkomponenten reagieren, bei-
spielsweise wenn ein Partikel fahig ist, Photolumineszenz mit unterschiedlichen Eigenschaften, abhangig von
der Natur des Partikels, zu emittieren. Diese Wirkung kann auch erzeugt werden durch Verwendung von mehr
als einer Art von Lichtquelle, die unterschiedliche Wellenlangencharakteristika aufweisen, vorzugsweise in
Kombination mit einer monochromatischen Vorrichtung.

[0059] In vielen bevorzugten Ausfiihrungsformen dieser Erfindung wird elektromagnetische Strahlung, wie
UV-Licht oder sichtbares Licht, auf die Probe geleitet, um die Photolumineszenz zu erhdhen, in einem Aufbau,
bei dem die Lichtquelle, das Probenbehaltnis und die Detektorelemente alle annahernd auf derselben Achse
angeordnet sind, vorzugsweise einem Aufbau, bei dem das Probenbehaltnis zwischen der Lichtquelle und den
Detektorelementen angeordnet ist. Uberraschenderweise wurde herausgefunden, daR es unter diesen Bedin-
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gungen mdéglich war, im wesentlichen das gesamte Erregungslicht, das durch die Probe hindurchging, durch
Verwendung von Filtern zu entfernen, selbst in einer Situation, als gro3e Mengen an Energie fiir die Stimulation
verwendet wurden. Weiterhin wurde in vielen bevorzugten Ausfiihrungsformen dieser Erfindung herausgefun-
den, dalR es moglich ist, die Effizienz der elektromagnetischen Strahlung, die fiir die Erregung verwendet wird,
zu erhéhen, indem eine reflektierende Vorrichtung zwischen dem Probenbehaltnis und dem Detektor angeord-
net wird, die zumindest einen Teil der Energie, die durch das Probenbehaltnis hindurchgeht, wieder zurtick in
das Probenbehaltnis reflektiert, wobei vorzugsweise zumindest eine der Oberflachen, die das Probenbehaltnis
definieren, reflektierend ausgebildet ist, wobei vorzugsweise diese reflektierende Vorrichtung derart ist, daR sie
unterschiedliche Reflexionseigenschaften bei unterschiedlichen Wellenlangen aufweist, vorzugsweise so, dal}
sie im wesentlichen transparent fur ein Photolumineszenzsignal ist. Eine solche Reflektiervorrichtung ist ein
dichroitischer Spiegel.

[0060] Oftmals ist es bevorzugt, eine oder mehrere bildverarbeitende Techniken des Standes der Technik zu
verwenden, wie die zweidimensionale Filterung oder Bildidentifikation, um die Anzahl an Partikeln oder eine
morphologische Eigenschaft eines Partikels zu bewerten.

[0061] Wie oben erwahnt ist es ein spezielles Merkmal der Erfindung, dafd im Verhaltnis zu traditionellen Mi-
kroskopiermethoden die VergroRRerung relativ klein bis sehr klein ist. Somit ist es oftmals bevorzugt, dal} die
raumliche Abbildung, die auf die Anordnung von Detektorelementen projiziert wird, einer solchen linearen Ver-
gréRerung unterworfen wird, dall das Verhaltnis der Abbildung einer linearen Ausdehnung auf der Anordnung
der Detektorelemente im Verhaltnis zur originalen linearen Ausdehnung im Volumen kleiner ist als 6:1 oder so-
gar kleiner als 4:1.

[0062] Die Vergroflerung ist in geeigneter Weise angepal’t an die GroRe der Partikel, die bestimmt werden
sollen. Wenn also die Partikel, deren Parameter bestimmt werden sollen, von einer Gré3e von zwischen 1/3
pm bis 3 ym sind, liegt das oben erwahnte Verhaltnis vorzugsweise im Bereich zwischen 10:1 und 1:10. In den
meisten Ausfuhrungsformen, die in der Praxis exzellente Ergebnisse geliefert haben, liegt das Verhaltnis im
Bereich zwischen 6:1 und 2:1.

[0063] Wenn die Partikel, deren Parameter bewertet werden sollen, eine GréRe von zwischen 3 ym und 100
um aufweisen, liegt das oben erwahnte Verhaltnis normalerweise im Bereich zwischen 3:1 und 1:100, vorzugs-
weise im Bereich zwischen 2:1 und 1:100. In vielen praktischen Ausfiihrungsformen wird das Verhaltnis im Be-
reich zwischen 2:1 und 1:2 liegen. Es kann interessant sein, insbesondere bei kleinen Hochprazisionsdetek-
torelementen, mit sehr kleinen Verhaltnissen zu arbeiten, die im Bereich zwischen 14:1 und 1:100, z. B. im Be-
reich zwischen 1:1 und 1:100 liegen.

[0064] Oftmals ist es bevorzugt, daf} die individuellen Partikel, deren Parameter bewertet werden sollen, auf
héchstens 25 Detektorelemente abgebildet werden, insbesondere auf héchstens 16 Detektorelemente und
noch mehr bevorzugt auf héchstens 9 Detektorelemente. Es ist noch mehr bevorzugt, daf3 die individuellen
Partikel, deren Parameter bewertet werden sollen, auf hdchstens 5 Detektorelemente abgebildet werden, oder
sogar auf héchstens 1 Detektorelement. Eine grof3ere Anzahl von Elementen pro Partikel wird mehr Informa-
tionen uber die individuellen Partikel liefern, wahrend eine kleinere Anzahl an Elementen pro Partikel die Ge-
samtanzahl an Zahlungen erhéht, die bei einer Projektion gemacht werden kdénnen.

[0065] Wie oben erwahnt ist es eines der charakteristischen Merkmale der vorliegenden Erfindung, dal ein
relativ groRes Probenvolumen auf die Detektoranordnung projiziert werden kann. Die Probe ist im Inneren des
Probenbehaltnisses beinhaltet, welches normalerweise eine durchschnittliche Dicke zwischen 20 um und 2000
pum besitzt, Ublicherweise zwischen 20 pm und 1000 pm und in vielen praktischen Ausfihrungsformen zwi-
schen 20 ym und 200 pm. Normalerweise weist das Probenbehaltnis in einer Richtung, die im wesentlichen
parallel zur Anordnung der Detektorelemente ist, Abmessungen im Bereich zwischen 1 mm mal 1 mm und 10
mm mal 10 mm auf, aber es ist klar, da} abhangig vom Design das Behaltnis auch gréfier und in einigen Fallen
kleiner sein kann.

[0066] Das Volumen der flissigen Probe, von der die elektromagnetische Strahlung auf die Anordnung proji-
ziert wird, liegt normalerweise im Bereich zwischen 0.01 pl und 20 pl. Wenn die Partikel, deren Parameter be-
stimmt werden sollen, von einer Grof3e von zwischen 1/3 pm bis 3 um sind, liegt das Volumen der flissigen
Probe, von dem elektromagnetische Strahlung auf die Anordnung projiziert wird, normalerweise im Bereich
zwischen 0.01 pl und 1 pl. Wenn die Partikel, deren Parameter bewertet werden sollen, von einer Gré3e von
zwischen 3 pm und 100 pm sind, liegt das Volumen der flissigen Probe, von dem die elektromagnetische
Strahlung auf die Anordnung projiziert wird, normalerweise im Bereich zwischen 0.04 pl und 4 pl.

[0067] Wenn zumindest ein groflier Teil der elektromagnetischen Strahlung, die von der Probe wahrend der
Projektion emittiert wird, von elektromagnetischer Strahlung stammt oder durch diese verursacht wird, die der
Probe von einer Lichtquelle zugeflihrt wird, ist es hochgradig bevorzugt, dal} zumindest ein groRer Teil der
Strahlung von der Lichtquelle eine Richtung aufweist, die senkrecht zur Wand des Probenbehaltnisses oder
einer Ebene, die hierdurch definiert wird, orientiert ist, wie z. B. im wesentlichen senkrecht zur Ebene, die durch
den Ursprungsbereich definiert wird (oder eine gekrimmte Ebene, wenn die Wand des Behaltnisses gebogen
ist), oder zwischen senkrecht und 10 Grad, bevorzugt zwischen senkrecht und 20 Grad, mehr bevorzugt zwi-
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schen senkrecht und 30 Grad und noch mehr bevorzugt zwischen senkrecht und 45 Grad. Dies ist der Gegen-
satz zu dem Fall, bei dem die Strahlung von einer Kante parallel zur Ebene des Probenbehaltnisses eintritt,
was als hochgradig unvorteilhaft angesehen wird, da dies fur viele Arten von Proben eine ausreichende Be-
leuchtung lediglich eines kleinen Randteils der Probe liefert.

[0068] Wie oben erwahnt ist die GroRRe des Volumens in geeigneter Weise angepaldt an die gewtlinschte sta-
tistische Qualitat der Bestimmung. Wo also die Bestimmung eine Bestimmung der Anzahl von Partikeln in ei-
nem Volumen ist, oder eine Bestimmung der Grof3e und/oder der Form von Partikeln, wird die GréRe des Vo-
lumens der fliissigen Probe bevorzugt ausreichend grof3 sein, um darin eine Identifizierung von zumindest zwei
der biologischen Partikel zu ermdglichen. Mehr bevorzugt wird die GroRe des Volumens der flissigen Probe
ausreichend grof3 sein, um darin eine Identifizierung von zumindest vier der biologischen Partikel zu ermogli-
chen. Dies wird in Beziehung stehen mit einem Wiederholungsfehler von etwa 50%. Noch mehr bevorzugt ist
die GroRe des Volumens der fliissigen Probe ausreichend grof3, um darin eine Identifizierung von zumindest
zehn der biologischen Partikel zu ermoglichen. Dies wird korrespondieren mit einem Wiederholungsfehler von
etwa 33%. Noch mehr bevorzugt ist die Grolke des Volumens der flissigen Probe ausreichend grof3, um darin
eine Ildentifizierung von zumindest 50 der biologischen Partikel zu ermdglichen. Dies wird mit einem Wieder-
holungsfehler von etwa 14% korrespondieren. Offensichtlich ist es, wo immer mdéglich, bevorzugt, nach Bedin-
gungen zu streben, bei denen die GroRRe des Volumens eine |dentifizierung einer sogar noch gréReren Anzahl
ermoglicht. Wenn also die GroRRe des Volumens der flissigen Probe ausreichend groR ist, um darin eine Iden-
tifizierung von zumindest 100 der biologischen Partikel zu erméglichen, wird dies mit einem Wiederholungs-
fehler von etwa 10% korrespondieren, wenn die GroRe des Volumens der fllissigen Probe ausreichend grof3
ist, um darin eine Identifizierung von zumindest 1000 der biologischen Partikel zu erméglichen, wird dies mit
einem Wiederholungsfehler von etwa geringen 3% korrespondieren.

[0069] Wie oben erwahnt stammt das Signal, das durch die Detektorelemente detektiert wird, von einer oder
mehreren Arten von Molekilen, die zu den Arten gehéren, welche sich mit biologischen Partikeln verbinden,
in diesen eingeschlossen sind oder mit diesen Wechselwirken, wobei solche Molekule der Probe oder den vor
oder wahrend der Projektion isolierten Partikeln beigefligt werden, wobei die Molekile derart sind, dal} sie ei-
nes oder mehrere der folgenden Phanomene verstarken: Abschwéachung elektromagnetischer Strahlung, Pho-
tolu mineszenz, wenn mit elektromagnetischer Strahlung beleuchtet, Streuung elektromagnetischer Strahlung,
Raman-Streuung. In der derzeit am meisten bevorzugten Ausfiihrungsform wird eine effektive Menge von ei-
nem oder mehreren Nukleinsaurefarbstoffen und/oder von einem oder mehreren potentiometrischen Memb-
ranfarbstoffen beigefugt.

[0070] Die Dauer der Belichtung liegt normalerweise im Bereich zwischen 100 ms und 5 s, vor allem im Be-
reich zwischen 0.5 bis 3 s. Die Belichtung/Projektion kann als eine Vielzahl an Belichtungen durchgefiihrt wer-
den, bevor die Intensitaten, die durch die Detektorelemente detektiert werden, weiterverarbeitet werden, aber
es ist normalerweise bevorzugt, dal® die Projektion als eine Einzelprojektion durchgefiihrt wird.

[0071] Eine Anzahl von Ausfuhrungsformen und Varianten der Erfindung wird aus den Figuren und Beispielen
deutlich, die weiter unten folgen, und auch aus der folgenden detaillierten Beschreibung der Ausfihrungsfor-
men.

[0072] Unter Betrachtung dieser und anderer Ziele, die einem Fachmann klar werden, wenn die Beschrei-
bung fortschreitet, liegt die Erfindung in der neuartigen Konstruktion, Kombination und Anordnung von Teilen
und einem Verfahren, wie sie im wesentlichen hiernach beschrieben und insbesondere durch die beigefligten
Anspriche definiert sind, wobei es klar ist, dal’ Veranderungen in den genauen Ausfiihrungsformen der hier
offenbarten Erfindung innerhalb des Schutzbereichs der Anspriiche liegen sollen.

[0073] Eine Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kompression von Intensitatsinformatio-
nen, die unterschiedliche Objekte reprasentieren, die liber einen Bereich verteilt sind, wobei ein Objekt durch
eine Veranderung in der Intensitatsinformation reprasentiert wird.

[0074] Die Information existiert in Form von variierenden Niveaus mefibarer Intensitaten einer physikalischen
Eigenschaft, die Uber einen bestimmten Bereich verteilt ist, der wiederum in Unterbereiche unterteilt ist, wobei
jeder dieser Unterbereiche eine Kennzeichnung aufweist, die diesen Unterbereich eindeutig identifiziert. Ge-
maR der Erfindung liefert das Verfahren eine Bestimmung der Intensitat der physikalischen Eigenschaft.
[0075] Ein solches Verfahren der Bestimmung der Intensitat der physikalischen Eigenschaft konnte ein Aus-
lesen des elektrischen Signals einer Anordnung von Detektorelementen, wie CCD-Elementen, sein, auf die
elektromagnetische Strahlung projiziert wird, die von den Uber einen Bereich verstreuten Objekten ausge-
strahlt wird. Ein weiteres solches Verfahren kdnnte eine Belichtung eines photographischen Films mit elektro-
magnetischer Strahlung sein, die von den Uber einen Bereich verstreuten Objekten ausgestrahlt wird, wodurch
ein "Bild" der Intensitat der physikalischen Eigenschaft erzeugt wird, welches dann in einer solchen Weise di-
gitalisiert werden kénnte, dal’ z. B. eine Zahl einem abgetrennten Intervall von Intensitaten zugeordnet wird,
reprasentiert durch z. B. eine Grauskala im "Bild".

[0076] Wenn eine Bestimmung der Intensitat durchgefiihrt wurde, kédnnte die Kompression folgendermalen
durchgefiihrt werden:
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a) Definieren eines Unterbereichs von Interesse, der angeordnet ist in einer Gruppe von mindestens 2 x 2
Unterbereichen, die angrenzend aneinander angeordnet sind,

b) Berechnen von zumindest einer Richtungsableitung der meflbaren Intensitat in dem Unterbereich von
Interesse unter Berlicksichtigung der vorbestimmten geometrischen Richtungen) in der Ebene des be-
stimmten Bereichs, wobei die Richtungsableitungen) basieren auf den mefRbaren Intensitaten in den Unter-
bereichen, die an die Gruppe von Unterbereichen angrenzen oder in deren Nachbarschaft liegen,

c¢) basierend auf der Berechnung der zumindest einen Richtungsableitung wird ein Attribut diesem Wert zu-
gewiesen, der dem Unterbereich von Interesse zugeordnet ist; das Attribut reprasentiert eine abgeglichene
melbare Intensitat und/oder Informationen betreffend eine vorbestimmte Strategie zur Abgleichung der
mefbaren Intensitat in dem Unterbereich von Interesse oder in Unterbereichen, die an diesen Unterbereich
angrenzen oder in seiner Nachbarschaft liegen.

[0077] Die Schritte a) — c) kénnen flir im wesentlichen alle Unterbereiche des abgegrenzten Bereichs durch-
geflhrt werden.

[0078] Die Berechnung der Richtungsableitungen wird verwendet, um anzuzeigen, wo sich der Mittelpunkt
des Obijekts relativ zum abgegrenzten Bereich befindet, und um eine Messung zu liefern, welchem der Unter-
bereiche in dem abgegrenzten Bereich Informationen von benachbarten Unterbereichen zugeordnet werden
sollen. Solche Informationen kénnten Intensitatsinformationen sein.

[0079] Die Schritte a) — c) kdnnen nachfolgend fir einige der Unterbereiche wiederholt werden, oder auch flr
alle Unterbereiche.

[0080] Die Verwendung des Attributs ermdglicht die Speicherung von Informationen tber die Unterbereiche
von Interesse, so dal ein elliptisches, hyperbolisches und/oder parabolisches Verfahren (in einem mathema-
tischen Verstandnis) als Strategie zur Verteilung von Intensitatsinformation von einigen Unterbereichen zu aus-
gewahlten Unterbereichen in dem abgegrenzten Bereich verwendet werden kann, wobei die Anzahl ausge-
wahlter Unterbereiche niedriger ist als die Anzahl der Unterbereiche, die in dem abgegrenzten Bereich enthal-
ten sind.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0081] Fig. 1 zeigt eine Ausflihrungsform dieser Erfindung, besonders geeignet fur die Bewertung von Parti-
keln unter Verwendung von Fluoreszenz.

[0082] Fig. 2 zeigt die Wirkung der Variation der anfanglichen Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffs.
[0083] Fig. 3 zeigt die mdgliche Entfernung eines systematischen Fehlers durch Subtraktion gemessener Si-
gnale.

[0084] Fig. 4 zeigt eine optische Anordnung, die ein Sammeln von Signalen mit einem Sammelwinkel von
etwa 40 Grad ermoglicht.

[0085] Fig. 5 zeigt eine optische Anordnung, die ein Sammeln von Signalen mit einem Sammelwinkel von
etwa 70 Grad ermoglicht.

[0086] Fig. 6 zeigt Komponenten, die fir das FluRsystem verwendet werden.

[0087] Fig. 7 zeigt eine entsorgbare Mel- und Probenentnahmezelle fir die Bewertung der Anzahl somati-
scher Zellen in einem Milchvolumen.

[0088] Fig. 8 zeigt eine Geratschaft zur Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen.
[0089] Fig. 9 ist ein Graph der Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in 1 pl Milch, aufgetragen uber die
Ergebnisse, die durch ein FossoMatic Routine-Instrument erhalten werden.

[0090] Fig. 10ist ein Graph der Anzahl gezahlter Objekte in einer Milchprobe, aufgetragen iber die Konzen-
tration des Fluorochroms.

[0091] Fig. 11 zeigt den Effekt der Verarbeitung einer zweidimensionalen Abbildung.

[0092] Fig. 12 zeigt die Darstellungen von Intensitaten in der Messung von Bakterien in einer wassrigen Pro-
be.

Detaillierte Beschreibung der Ausfiihrungsformen

[0093] Auch wenn eine Anzahl bevorzugter Ausfiihrungsformen oben beschrieben wurde, kann die vorliegen-
de Erfindung auf viele verschiedene Arten durchgefiihrt und verwendet werden. Im folgenden wird eine Anzahl
von MaRnahmen und Details diskutiert, die fiir die Erfindung relevant sind, umfassend sowohl bevorzugte Aus-
fuhrungsformen als auch Ausfiihrungsformen, die Mdglichkeiten zur Durchfihrung der Erfindung zeigen.
[0094] In der vorliegenden Beschreibung und den Anspriichen bezeichnet der Begriff "biologisches Partikel"
ein Partikel, das von lebender Materie stammt oder darin gefunden wird, wie somatischen Zellen, roten Blut-
zellen, Blutplattchen, Bakterien, Hefezellen, Fragmenten von Zellen, Lipidtropfen, Proteinmizellen, Plankton,
Algen oder Teilen davon.
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[0095] In der vorliegenden Beschreibung und den Anspriichen bezeichnet der Begriff "biologisches Proben-
material" ein flissiges Probenmaterial von oftmals biologischem Ursprung, oder Material, in dem biologische
Partikel gefunden werden kénnen, wie: Proben menschlichen Ursprungs, Proben tierischen Ursprungs, Trink-
wasser, Schmutzwasser, Verarbeitungswasser, Meerwasser, Seewasser, FluBwasser, Grundwasser, Nah-
rungsmittel, Futtermittel oder Komponenten von Nahrungsmitteln und Futtermitteln, Milch oder ein Milchpro-
dukt, Blut oder ein Blutprodukt, Urin, Kot, Speichel, Proben einer Entziindung, Proben aus der petrochemi-
schen Industrie, Proben aus der pharmazeutischen Industrie, Proben aus der Nahrungsmittel- oder Futtermit-
telindustrie, oder ein Produkt daraus.

[0096] Das Verfahren ermoglicht es, eine Probe aus dem Probenmaterial zu analysieren, wenn in der Probe
praktisch alle Komponenten des Probenmaterials wahrend der Messung, auf der die Bewertung basiert, vor-
handen sind. Dies ist oftmals praktisch, wenn das fliissige Probenmaterial ein biologisches Probenmaterial ist,
da es oft mit betrachtlichen Schwierigkeiten verbunden ist, selektiv eine, mehrere, oder im wesentlichen alle
Komponenten von einer Probe eines Probenmaterials vor der Analyse zu entfernen.

Detektoranordnung

[0097] Die Anordnung von Detektorelementen kann derart angeordnet sein, da® die Elemente eine im we-
sentlichen gerade Reihe bilden. Bei Verwendung einer grolRen Anzahl an Detektorelementen kdnnen sie in
zwei Richtungen derart angeordnet sein, dal® die Detektorelemente eine Reihe von im wesentlichen parallelen
geraden Reihen bilden, und oftmals ist die Anordnung von Detektorelementen in einer Ebene angeordnet. Die-
se Ebene der Detektorelemente ist oftmals parallel zu einer inneren Grenze des Probenbehaltnisses angeord-
net.

Signalkonditionierung — Hardware

[0098] Das Signal, das von den Detektorelementen detektiert wird, ist normalerweise eine elektromagneti-
sche Strahlung, und es ist daher zu bevorzugen, Verfahren zu haben, die diese Signale in ein meRbares Signal
wie Spannung oder elektrischen Strom umwandeln. Viele solcher Signale besitzen ein sich veranderndes Hin-
tergrundsignal, oder einen systematischen Fehler, und es ist daher zu bevorzugen, Verfahren zu haben, die
diese Effekte zumindest teilweise eliminieren kdnnen. Dies kann oft erreicht werden durch Verwendung eines
Signals in einem oder mehreren benachbarten Detektorelementen als Referenz.

[0099] Eine weitere niitzliche Methode ist eine, bei der jede variierende Intensitat des Detektorelements ab-
geglichen wird, vorzugsweise unter Verwendung von Ergebnissen von einer oder mehreren friiheren Messun-
gen.

[0100] Anordnungen von Detektorelementen weisen oftmals eine groRe Anzahl an Detektorelementen auf,
und es kann daher vorteilhaft sein, die Anzahl von gemessenen Signalen vor der Bewertung zu reduzieren,
vorzugsweise ohne Verlust von jeglicher relevanter Information. Ein solches Verfahren ist es, die Signale von
mehreren Detektorelementen zu einem Signal zu verbinden, beispielsweise durch Verbindung von 2, vielleicht
mehr als 2 und sogar mehr als 8 oder 16 oder 32 oder noch mehr Signalen in einem Signal.

[0101] In einigen Situationen, d.h. bei einer Analog zu Digital-Wandlung, kénnte es auch von Interesse sein,
das Niveau von 2, vorzugsweise 3, mehr bevorzugt 4, mehr bevorzugt 5, mehr bevorzugt 6, mehr bevorzugt
7, mehr bevorzugt 8, mehr bevorzugt mehr als 8, getrennten Ausgangskanalen derart einzustellen, dal einer,
vorzugsweise mehr als einer, der Ausgangskanale ein im wesentlichen anderes Niveau als die anderen Aus-
gangskanale aufweist, wobei die Identifizierung davon, welcher der Ausgangskanale, oder welche Kombinati-
on von diesen, im wesentlichen ein unterschiedliches Ausgangsniveau aufweist, verbunden ist mit der Inten-
sitat des Signals.

[0102] Fur die Analyse jedes gemessenen Signals ist es oft notwendig, das Signal zu digitalisieren, und zwar
derart, dal® eine vorgegebene Intensitat jedes Signals in eine digitale Darstellung transformiert wird. Dies kann
durchgefiihrt werden, indem man eine Reihe von Kanalen hat, wobei die Information dartber, welcher dieser
Kanale ein Signal aufweist, das sich von den anderen Kanalen unterscheidet, die Intensitat bestimmt, oder in-
dem man mehr als einen dieser Kanale hat, die eine Kombination bilden, vorzugsweise ahnlich zu einer bina-
ren Darstellung.

Fokussierung — Linsen

[0103] Signale von zumindest einem Teil der Probe werden auf die Anordnung von Detektorelementen unter
Verwendung eines Fokussiermittels fokussiert, vorzugsweise unter Verwendung einer Linse, mehr bevorzugt
unter Verwendung von zwei Linsen, mehr bevorzugt unter Verwendung von mehr als zwei Linsen. Die Anzahl
an Linsen, die fiir das Fokussiersystem verwendet wird, kann die Komplexitat des MelRsystems beeinflussen.
Ein System mit zwei oder mehr Linsen wird normalerweise bevorzugt, wahrend ein System mit lediglich zwei
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oder nur einer Linse andere Vorteile liefert.
Anpassungsfahige Fokussierung

[0104] Die Fokussierung eines Signals von der Probe auf einen beliebigen Detektor hangt ab von der Position
der Probe relativ zum Detektor. Wenn die Konstruktion eines Mel3systems derart ist, daf’ die relative Position
der Probe und jedes Detektors variieren kann, entsteht ein Vorteil darin, dal® es méglich ist, die Fokussierung
des Systems einzustellen. Dies kann oft erreicht werden, indem zuerst mindestens eine Messung jedes Sig-
nals von der Probe gemacht wird und anschlief3end auf dieser Basis die Fokussierung des Systems eingestellt
wird. Dieses Verfahren kann einige Male wiederholt werden, um eine akzeptable Fokussierung zu erhalten. Auf
dieselbe Weise wird die Fokussierung des Signals von der Probe oder dem Probenmaterial eingestellt, wobei
das Ausmal} der Einstellung vorzugsweise durch zumindest eine Messung eines Signals von der Probe be-
stimmt wird.

Fokussierung — Vergrof3erung

[0105] Um die Menge elektromagnetischer Strahlung, die durch ein Detektorelement detektiert wird, zu erh6-
hen, ist es oftmals bevorzugt, eine oder mehrere Linsen fir die Fokussierung des Signals von der Probe auf
die Anordnung von Detektorelementen zu verwenden. Die VergrélRerung einer solchen Fokussierung kann
sich von 1:1 unterscheiden, abhangig vom Set-up der anderen Komponenten des Systems, oder von den Par-
tikeln oder dem verwendeten Probenmaterial. Beispielsweise kann eine VergroRerung praktisch sein, wenn
morphologische Eigenschaften eines Partikels bewertet werden sollen.

[0106] In Situationen, bei denen die Partikel relativ klein sind, kann das Verhaltnis zwischen der Grol3e eines
biologischen Partikels und der Gré3e der Abbildung des biologischen Partikels auf der Anordnung der Detek-
torelemente weniger als 1:1 und hdher als 1:4 sein, bevorzugt weniger als 1:1 und héher als 1:2.

Fokussierung — 1:1

[0107] Wenn die fraglichen Partikel Abmessungen aufweisen, die vergleichbar zur GréRRe eines Detektorele-
ments sind, ist es oftmals bevorzugt, eine VergroRerung von etwa 1:1 zu haben, wodurch die Abbildung jedes
Partikels auf ein beliebiges oder lediglich wenige Detektorelemente fokussiert wird. Dies kann unter bestimm-
ten Bedingungen eine bevorzugte Detektion jedes Signals liefern.

[0108] Indiesen Situationen ist es bevorzugt, dafl} das Verhaltnis zwischen der GréR3e eines biologischen Par-
tikels und der GréRRe der Abbildung des biologischen Partikels auf der Anordnung von Detektorelementen im
Intervall zwischen 5/10 und 20/10 liegt, vorzugsweise im Intervall zwischen 6/10 und 18/10, mehr bevorzugt im
Intervall zwischen 7/10 und 16/10, mehr bevorzugt im Intervall zwischen 8/10 und 14/10, mehr bevorzugt im
Intervall zwischen 9/10 und 12/10, mehr bevorzugt im wesentlichen gleich 10/10.

Fokussierung — Verkleinerung

[0109] Wenn man Partikel analysiert, die Abmessungen aufweisen, die vergleichbar mit oder gréRer als die-
jenigen der verwendeten Detektorelemente sind, ist es oftmals vorteilhaft, die GréRRe der Abbildung eines sol-
chen Partikels zu verringern, und zwar bis zu einem Grad, bei dem die Gr6Re der Abbildung vergleichbar ist
mit der Grof3e eines Detektorelements.

Fokussierung — Langenverhaltnis

[0110] Es wurde Uberraschenderweise herausgefunden, dafl? das Langenverhaltnis (Verhaltnis Bildbreite zu
Bildhdhe) einer Abbildung auf der Anordnung von Detektorelementen betrachtlich verzerrt werden kann, ohne
dafd irgendein betrachtlicher negativer Effekt bei der Bewertung von Partikeln auftritt. In einer solchen Situation
ist es bevorzugt, dal} das Verhaltnis der kirzeren zu der langeren der beiden Abmessungen der Abbildung ei-
nes biologischen Partikels auf der Anordnung von Detektorelementen im wesentlichen 1 oder geringer, vor-
zugsweise 1/2 oder geringer, mehr bevorzugt 1/4 oder geringer, mehr bevorzugt 1/10 oder geringer, mehr be-
vorzugt 1/50 oder geringer, mehr bevorzugt 1/100 oder geringer, mehr bevorzugt 1/200 oder geringer, relativ
zum Verhaltnis der entsprechenden Abmessungen des biologischen Partikels ist. In einer solchen Situation ist
das Verhaltnis der kirzeren zu der langeren der beiden Abmessungen der Abbildung eines biologischen Par-
tikels auf der Anordnung von Detektorelementen bei bestimmten Rahmenbedingungen innerhalb der Flache,
die durch die Anordnung von Detektorelementen aufgespannt wird, im wesentlichen nicht identisch.
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Fokussierung — Sammelwinkel

[0111] Der Sammelwinkel einer Fokussieranordnung kann Auswirkungen auf die Intensitat jedes Signals ha-
ben, das auf der Anordnung von Detektorelementen gesammelt wird. Wenn eine hohe Sensitivitat bendtigt
wird, ist es daher praktisch, den Sammelwinkel zu erhdhen. Die bevorzugte GréRe des Sammelwinkels kann
auch durch andere Anforderungen bestimmt werden, die von dem System vorgegeben werden, beispielsweise
durch die Fokussiertiefe. In diesen Situationen betragt der Sammelwinkel des Fokussiermittels 15 Grad oder
weniger, vorzugsweise mehr als 15 Grad, mehr bevorzugt mehr als 30 Grad, mehr bevorzugt mehr als 60 Grad,
mehr bevorzugt mehr als 90 Grad, mehr bevorzugt mehr als 120 Grad, mehr bevorzugt mehr als 150 Grad.

Detektorelement — Grolie.

[0112] Die GroRe der Detektorelemente bestimmt zu einem gewissen Grad ihre Sensitivitat. In einigen An-
wendungen ist es daher von Interesse, Detektorelemente mit einer GroRe von etwa 1 ym? oder weniger zu ha-
ben. In bestimmten Situationen ist die Groflte von Detektorelementen in der Anordnung der Detektorelemente
kleiner als 20 um?, vorzugsweise kleiner als 10 um?, mehr bevorzugt kleiner als 5 um?, mehr bevorzugt kleiner
als 2 ym?, mehr bevorzugt kleiner oder gleich 1 pm?. In anderen Situationen ist die GroRe der Detektorelemente
in der Anordnung von Detektorelementen gréBer oder gleich 5000 um?, vorzugsweise grofer oder gleich 2000
um?, mehr bevorzugt groBer oder gleich 1000 um?, mehr bevorzugt gréRer oder gleich 500 pm?2, mehr bevor-
zugt gréBer oder gleich 200 um?, mehr bevorzugt gréBer oder gleich 100 und kleiner als 200 pm?, mehr bevor-
zugt gréRer oder gleich 50 und kleiner als 100 pm?, mehr bevorzugt groBer oder gleich 20 und kleiner als 50
pm2,

Detektorelement — Langenverhaltnis

[0113] Das Langenverhaltnis der Detektorelemente kann wichtig sein fir das Sammeln von Signalen fiir die
Bewertung von Partikeln. Ein Verhaltnis von etwa 1/1 ist manchmal bevorzugt, aber unter bestimmten Bedin-
gungen kann es bevorzugt sein, ein anderes Verhaltnis als 1/1 zu verwenden, vor allem, wenn dies eine De-
tektion von Signalen von einem gréReren Volumen einer beliebigen Probe ermdglicht, wodurch eine gleichzei-
tige Bewertung von mehreren Partikeln gewahrleistet wird. Unter diesen Umstanden ist das Verhaltnis zwi-
schen der kurzeren Hohe oder Breite zur langeren Hohe oder Breite der Detektorelemente in der Anordnung
von Detektorelementen im wesentlichen gleich oder kleiner als 1, vorzugsweise kleiner als 1/2, mehr bevorzugt
kleiner als 1/4, mehr bevorzugt kleiner als 1/10, mehr bevorzugt kleiner als 1/50, mehr bevorzugt kleiner als
1/-100, mehr bevorzugt kleiner als 1/200.

Speicherkapazitat

[0114] Speicherkapazitat, z. B. verwendet fur die Speicherung von Informationen Uber gemessene Signale
der Detektorelemente, ist oft eine der Komponenten, die eine betrachtliche Auswirkung auf die Kosten der Her-
stellung besitzen. Es ist daher von Interesse, in der Lage zu sein, die Bewertung von Partikeln ohne betracht-
lich hohe Verwendung einer solchen Speicherkapazitat durchzufiihren, so dalk die Bewertung biologischer Par-
tikel in einer Probe ohne die Verwendung einer betrachtlichen Speicherkapazitatsvorrichtung durchgefihrt
werden kann, die verwendet wird, um gemessene Signale von den Detektorelementen in der Anordnung von
Detektorelementen zu speichern.

[0115] Andererseits ist es oft schwierig, eine Bewertung ohne Verwendung jeglicher Speicherkapazitat durch-
zufiihren, aber vorzugsweise sollte die Menge einer solchen Speicherkapazitat nicht gréRer sein als wirklich
notwendig, um die Informationen von allen gemessenen Detektorelementen zu speichern, wobei vorzugsweise
lediglich ein Teil der Informationen gespeichert werden kann.

[0116] In einigen Situationen wird das von den Detektorelementen in der Anordnung von Detektorelementen
gemessene Signal. durch eine Speicherkapazitat gespeichert, wobei die Speicherkapazitat in der Lage ist,
eine Anzahl von Messungen zu speichern, die der Anzahl an Detektorelementen entspricht oder kleiner als
diese ist, vorzugsweise kleiner als 1/2 mal die Anzahl von Detektorelementen, mehr bevorzugt kleiner als 1/4,
mehr bevorzugt kleiner als 1/8, mehr bevorzugt kleiner als 1/16, mehr bevorzugt kleiner als 1/32, mehr bevor-
zugt kleiner als 1/64, mehr bevorzugt kleiner als 1/128, mehr bevorzugt klein als 1/256, mehr bevorzugt kleiner
als 1/512, mehr bevorzugt kleiner als 1/1024 mal die Anzahl an Detektorelementen in der Anordnung von De-
tektorelementen.

[0117] Unter bestimmten anderen Umstéanden ist es vorteilhaft, da® das gemessene Signal von den Detek-
torelementen in der Anordnung der Detektorelemente durch eine Speicherkapazitat gespeichert wird, wobei
diese in der Lage ist, eine Anzahl an Messungen zu speichern, die gréfer ist als die Anzahl an Detektorele-
menten, vorzugsweise gleich oder groRRer als 2 mal die Anzahl an Detektorelementen, mehr bevorzugt gleich
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oder gréRer als 4 mal, mehr bevorzugt gleich oder grofier als 8 mal, mehr bevorzugt gleich oder gréf3er als 16
mal, mehr bevorzugt gleich oder grof3er als 32 mal, mehr bevorzugt gleich oder gréf3er als 64 mal, mehr be-
vorzugt gleich oder groRer als 128 mal, mehr bevorzugt gleich oder grof3er als 256 mal, mehr bevorzugt gleich
oder gréRer als 512 mal, mehr bevorzugt gleich oder gréf3er 1024 mal die Anzahl an Detektorelementen in der
Anordnung von Detektorelementen.

[0118] Andere, kompliziertere Aspekte bei der Bewertung von Partikeln kdnnen die Verwendung einer be-
trachtlichen Menge an Speicherkapazitat erfordern. In diesem Zusammenhang kann es daher notwendig sein,
eine Speicherkapazitat zu besitzen, die mehr Informationen speichern kann, als in einer Messung von den De-
tektorelementen gesammelt werden.

Probenbehaltnis

[0119] Ein Probenbehéltnis, das die zu analysierende Probe enthalt, nimmt vorzugsweise so viel Probenvo-
lumen wie moglich auf, und zwar auf eine Weise, so dal} dieses auf die Anordnung von Detektorelementen
projiziert wird, wodurch die Analyse von vielen Partikeln gleichzeitig gewahrleistet wird. Ein Verfahren hierfur
ist, die Dicke des Probenbehaltnisses in einer Richtung zu definieren, die nicht parallel zur Ebene der Detek-
torelemente ist, wodurch das effektive Volumen pro Bereich des Probenbehaltnisses erhoht wird, das auf die
Detektorelemente projiziert wird. Die optimale Dicke wird oft durch eine beliebige effektive Fokussiertiefe eines
Fokussiersystems bestimmt.

[0120] In solchen Fallen begrenzt das Probenbehaltnis die Abmessungen der Probe in der Richtung, die im
wesentlichen nicht parallel zur Ebene der Anordnung von Detektorelementen ist, und zwar auf eine Dicke von
20 ym oder weniger, vorzugsweise mehr als 20 ym, mehr bevorzugt mehr als 40 ym, mehr bevorzugt mehr als
60 um, mehr bevorzugt mehr als 80 ym, mehr bevorzugt mehr als 100 pm, mehr bevorzugt mehr als 140 pym,
mehr bevorzugt mehr als 180 yum, mehr bevorzugt mehr als 250 ym, mehr bevorzugt mehr als 500 ym, mehr
bevorzugt mehr als 1000 pm.

[0121] Auf ahnliche Weise ist es vorteilhaft, das Fenster des Probenbehéltnisses in einer Richtung parallel
zur Anordnung von Detektorelementen auszudehnen, wodurch der effektive Bereich der Probe, der auf die An-
ordnung von Detektorelementen projiziert wird, erhéht wird.

[0122] Fur einige dieser Anwendungen ist die Lange der Abmessung 1 mm oder mehr, vorzugsweise 2 mm
oder mehr, mehr bevorzugt 4 mm oder mehr, mehr bevorzugt 10 mm oder mehr, mehr bevorzugt 20 mm oder
mehr, mehr bevorzugt 40 mm oder mehr, mehr bevorzugt 100 mm oder mehr, mehr bevorzugt 200 mm oder
mehr, mehr bevorzugt 400 mm oder mehr.

[0123] Fur einige Anwendungen wird ein schlauchférmiges Probenbehaltnis verwendet, wobei es auch mog-
lich ist, die Anzahl an Partikeln, die gleichzeitig analysiert werden, zu erhéhen, indem der Radius eines solchen
schlauchférmigen Probenbehaltnisses erhdht wird. Der ideale Radius eines solchen Probenbehaltnisses wird
oft bestimmt durch die Anordnung der verschiedenen Komponenten des Systems, etwa durch die Fokussier-
tiefe. Der Schlauch kann unter diesen Umstanden einen inneren Radius von mehr als 0.01 mm, vorzugsweise
0.02 mm oder mehr, mehr bevorzugt 0.04 mm oder mehr, mehr bevorzugt 0.1 mm oder mehr, mehr bevorzugt
0.2 mm oder mehr, mehr bevorzugt 0.4 mm oder mehr, mehr bevorzugt 1 mm oder mehr, mehr bevorzugt 2
mm oder mehr, mehr bevorzugt 4 mm oder mehr, mehr bevorzugt 10 mm oder mehr haben.

[0124] Wie oben erwahnt ist die Fokussiertiefe des Systems oft wichtig fir die Bestimmung der optimalen Ab-
messungen des Probenbehaltnisses. Es wurde tberraschenderweise herausgefunden, dald es moglich war,
eine Abmessung zu verwenden, die Uber die Fokussiertiefe eines Fokussiersystems hinausging, sogar bis zu
einem Mal, wo die Abmessung groRer als 1 mal und kleiner als 15 mal die Fokussiertiefe war, mehr bevorzugt
gleich oder gréfRer als 1.5 mal und kleiner als 2 mal, mehr bevorzugt gleich oder grofier als 2 mal und kleiner
als 3 mal, mehr bevorzugt gleich oder grof3er als 3 mal und kleiner als 4 mal, mehr bevorzugt gleich oder groRRer
als 4 mal und kleiner als 6 mal, mehr bevorzugt gleich oder gréRer als 6 mal die Fokussiertiefe.

[0125] Inder vorliegenden Beschreibung und den Anspriichen bezeichnet der Begriff "Fokussiertiefe" die Ent-
fernung, die ein Objekt entlang der Achse des Fokussiersystems bewegt werden kann, ohne daf} seine Abbil-
dung verzerrt wird, wobei eine solche Verzerrung dadurch definiert wird, dal} eine Abbildung, die fokussiert ein
einzelnes Detektorelement beleuchtet, einen Bereich bestrahlt, der sich Uber zwei Detektorelemente in einer
oder zwei Richtungen erstreckt, wenn sie verzerrt wird. Wenn zwei oder mehr Detektorelemente vor der Ana-
lyse kombiniert werden, sollten die kombinierten Detektorelemente bei der Definition der Fokussiertiefe be-
ricksichtigt werden.

[0126] Das Langenverhaltnis eines Fensterbereichs des Probenbehaltnisses kann variieren zwischen etwa
1/1, vorzugsweise weniger als 1/2, mehr bevorzugt weniger als 1/4, mehr bevorzugt weniger als 1/10, mehr
bevorzugt weniger als 1/20, mehr bevorzugt weniger als. 1133, mehr bevorzugt weniger als 1/50, mehr bevor-
zugt weniger als 1/100, mehr bevorzugt weniger als 1/200, mehr bevorzugt weniger als 1/500, mehr bevorzugt
weniger als 1/1000, mehr bevorzugt weniger als 1/2000, mehr bevorzugt weniger als 1/4000, mehr bevorzugt
weniger als 1/10000, abhangig von der Fokussiermethode oder anderen von anderen Komponenten des Sys-
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tems abhangigen Aspekten.

[0127] Der Bereich des exponierbaren Fensters kann lediglich 0.01 mm? oder groRer sein, vorzugsweise mit
einem Bereich von 0.1 mm? oder mehr, mehr bevorzugt 1 mm? oder mehr, vorzugsweise 2 mm? oder mehr,
vorzugsweise 4 mm? oder mehr, vorzugsweise 10 mm? oder mehr, vorzugsweise 20 mm? oder mehr, vorzugs-
weise 40 mm? oder mehr, mehr bevorzugt 100 mm2 oder mehr, vorzugsweise 200 mm? oder mehr, vorzugs-
weise 400 mm? oder mehr; vorzugsweise 1000 mm? oder mehr, vorzugsweise 2000 mm? oder mehr, vorzugs-
weise 4000 mm? oder mehr, vorzugsweise 10000 mm? oder mehr. Der optimale Bereich des Fensters wird oft-
mals durch eine oder mehrere Aspekte dieser Erfindung definiert.

[0128] Im allgemeinen sollte das Volumen der zu analysierenden Probe so grof3 wie mdéglich sein. Dies er-
moglicht die gleichzeitige Bewertung einer groferen Anzahl an Partikeln, aber das optimale Volumen wird oft
durch eine oder mehrere Aspekte dieser Erfindung definiert. Fur einige Anwendungen gemafR der Erfindung
begrenzt das Probenbehaltnis die Grenze der Probe in drei Richtungen, und zwar derart, daf3 das Volumen der
Probe 0.01 pl oder mehr betragt, vorzugsweise 0.02 uyl oder mehr, mehr bevorzugt 0.04 yl oder mehr, mehr
bevorzugt 0.1 pyl oder mehr, mehr bevorzugt 0.2 yl oder mehr, mehr bevorzugt 0.4 pl oder mehr, mehr bevorzugt
1 pl oder mehr, mehr bevorzugt 2 pl oder mehr, mehr bevorzugt 4 yl oder mehr, mehr bevorzugt 10 pl oder
mehr.

[0129] Um das effektive Volumen einer zu messenden Probe zu erhdhen, kann es moglich sein, Mittel im Pro-
benbehaltnis zu beinhalten, welche die Partikel, die in der Probe vorhanden sind, ganz oder teilweise zurtick-
halten kénnen. So ist es moglich, ein Volumen zu analysieren, das wesentlich grof3er ist als das physikalische
Volumen des Probenbehéltnisses, indem die Probe vor der Analyse durch das Probenbehaltnis geschickt wird
und Partikel des Probenvolumens innerhalb des Probenbehaltnisses zuriickgehalten werden. Ein solches Mit-
tel zum Zurtickhalten von Partikeln kénnen chemisch aktive Mittel sein, ein elektronisches oder magnetisches
Feld oder Filter. Unter diesen Umstanden ist es bevorzugt, dall wenigstens eine der Grenzen, die das Proben-
behaltnis begrenzen, oder eine im wesentlichen flache Oberflache, die im wesentlichen innerhalb der Grenzen
des Probenbehaltnisses enthalten ist, ein Mittel ist, welches die Partikel, die bewertet werden, zuriickhalten
kann, vorzugsweise ein chemisches Bindungsmittel, das Partikel binden kann, mehr bevorzugt ein Mittel mit
einem elektronischen oder magnetischen Feld, das Partikel festhalten kann, mehr bevorzugt ein Filtermittel,
das die passierende fliissige Probe oder das Probenmaterial hindurchtreten 12t und Partikel zurtickhalt.
[0130] In vielen bevorzugten Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung kénnte zumindest eine Abmes-
sung des Probenbehaltnisses so klein sein, daf’ es schwierig fir die Probe ist, in das Probenbehaltnis hinein-
zuflieBen. Unter Verwendung eines Aspekts der vorliegenden Erfindung ist es mdglich, zumindest eine der Ab-
messungen, die das Probenbehaltnis definieren, derart zu variieren, da die Abmessung wesentlich grofer ist,
wahrend die Probe in das Probenbehaltnis hineinfliet, als wahrend der Messung eines Signals von der Probe.
Eine Auswirkung einer solchen Variation von zumindest einer Abmessung des Probenbehéltnisses kann es
sein, die Probe im Probenbehaltnis zwischen der Messung jedes Signals von der Probe teilweise oder im we-
sentlichen vollstandig zu ersetzen. Solche Ausflihrungsformen kénnten auftreten, wo zumindest eine der Ab-
messungen, die die Grenzen definieren, welche das Probenbehaltnis vor oder wahrend der Einflihrung der
Probe in das Probenbehaltnis begrenzen, sich wesentlich von der Abmessung wahrend der Messung eines
Signals von der Probe unterscheidet, vorzugsweise wo die Abmessung wesentlich gréRer vor oder wahrend
der Einfihrung der Probe in das Probenbehaltnis ist als wahrend der Messung eines Signals von der Probe,
vorzugsweise wo die Abmessung, die variiert wird, im wesentlichen nicht parallel zur Ebene der Anordnung
von Detektorelementen ist, vorzugsweise wo die Auswirkung des Unterschieds in der Abmessung derart ist,
dafl zumindest ein Teil der Probe im Probenbehaltnis zwischen der Messung jedes Signals von der Probe
durch einen anderen Teil ersetzt wird, bevorzugt wo die Auswirkung des Unterschieds in der Abmessung derart
ist, dal das HineinflieRen der Probe in das Probenbehaltnis verbessert wird.

Vorbehandlung der Proben

[0131] Oftist es bevorzugt, eine Probe aus einem Probenmaterial zu analysieren, ohne im wesentlichen jede
Modifikation der Probe als Ganzes oder von Teilen hiervon. Andere Bedingungen werden bevorzugt, indem
eine oder mehrere Modifikationen der Probe vor der Messung durchgefiihrt werden, z. B. durch Entfernen von
stérenden Komponenten oder Phdnomenen, oder durch die Ermdéglichung einer Modifikation eines Partikels
oder eines Teils eines Partikels vor der Messung.

[0132] Unter anderen Umstanden wird der Probe oder Teilen dieser Probe, die analysiert wird, eine chemi-
sche, mechanische oder physikalische Behandlung vor der Analyse zuteil. Diese Behandlung kdnnte eine oder
mehrere aus den Folgenden sein: der Schwerkraft und/oder einer Zentrifugierung aussetzen, Filterung, Erhit-
zung, Kiihlung, Vermischung, Sedimentation, Solvatation, Verdiinnung, Homogenisierung, Beschallung, Kris-
tallisation, Chromatographie, lonenaustausch, elektrisches Feld, magnetisches Feld, elektromagnetische
Strahlung. Die Auswirkung der Behandlung ist normalerweise eine Verstarkung jedes Signals, das von der Pro-
be beobachtet wird und bei der Bewertung von biologischen Partikeln in der Probe verwendet wird, und/oder
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eine Unterdruckung eines stérenden Signals.

[0133] In einigen Ausfiihrungsformen der Erfindung kann die Temperatur der Probe kontrolliert werden, sei
es durch Beifiigung oder Entfernung von Warme gegentiber der Probe, und die Temperatur der Probe wahrend
der Messung der Probe, die biologische Partikel enthalt, liegt zwischen 0°C und 90°C, mehr bevorzugt zwi-
schen 5°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 10°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 20°C und 90°C,
mehr bevorzugt zwischen 25°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 30°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen
35°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 40°C und 90°C.

[0134] In einer Situation der Bewertung wird die Temperatur der Probe durch die Umgebungstemperatur ge-
steuert, und die Temperatur der Probe wahrend der Messung der Probe, die biologische Partikel enthalt, liegt
zwischen 0°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 5°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 10°C und 90°C,
mehr bevorzugt zwischen 20°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen 25°C und 90°C, mehr bevorzugt zwischen
30°C und 90 °C, mehr bevorzugt zwischen 35°C und 90°C, mehrbevorzugt zwischen 40°C und 90°C.

Einfarben von Objekten

[0135] Oft zeigen die fraglichen Partikel Eigenschaften, die die Detektierung eines Signals erleichtern, das flr
die Bewertung verwendet werden kann, aber manchmal ist es bevorzugt, eine oder mehrere Arten von Mole-
kilen beizufigen, um jede Detektierung eines Signals zu verstarken oder zu ermdglichen. Die Anzahl unter-
schiedlicher Arten von Molekiilen, die beigefligt werden, hangt von der Komplexitat der Bewertung und von der
Natur der Partikel und des zu analysierenden Probenmaterials ab. Es ist beispielsweise oftmals vorteilhaft,
zwei oder mehrere, z. B. drei oder sogar vier, Arten von Molekulen zu verwenden, wenn die Bewertung die
Identifizierung von zwei oder mehr Arten von Partikeln betrifft, wobei die unterschiedlichen Partikel unter-
schiedlich mit den verschiedenen Molekilen wechselwirken, z. B. durch Erhéhung eines fluoreszenten Signals
bei verschiedenen Wellenlangen. Oftmals wird die Beifligung von zwei oder mehr solcher Arten von Molekilen
gleichzeitig durchgefiihrt, aber unter bestimmten Bedingungen ist es bevorzugt, die Molekile zu verschiede-
nen Zeitpunkten beizufligen, vorzugsweise derart, dal eine oder mehrere Messungen zwischen der Beifligung
der Molekile durchgefihrt werden. Die beigefligten Molekiile kénnen mit den Partikeln wechselwirken, bei-
spielsweise indem sie in diesen eingeschlossen werden, mit diesen wechselwirken oder von diesen zurlickge-
stoRen werden. Die Molekile werden der Probe absichtlich vor oder wahrend der Messung beigefligt, vorzugs-
weise eine Molekulart zu einem Zeitpunkt, mehr bevorzugt mehr als eine Art zu einem Zeitpunkt.

[0136] Es ist bevorzugt, dal® wenigstens eine dieser Molekiilarten einer ersten Probe eines Probenmaterials
beigefugt wird, und wenigstens eine weitere der Molekularten einer zweiten Probe des Probenmaterials beige-
fugt wird, wobei vorzugsweise die Anzahl an Proben gleich oder geringer als die Anzahl unterschiedlicher Arten
von Molekiilen ist, und wobei wenigstens eine Messung von jeder Probe gemacht wird.

[0137] In Situationen, in denen eine urspriingliche Messung bevorzugt wird, ist die anfangliche Messung eine,
die mit beliebigen, absichtlich beigefligten Molekulen durchgefiihrt wird. Eine Messung einer Probe wird durch-
geflhrt, bevor wenigstens eines der besagten Molekiile der Probe beigefligt wird, und wenigstens eine Mes-
sung der Probe wird gemacht, nachdem alle besagten Arten von Molekilen beigefiigt wurden.

[0138] Die absichtlich beigefiigten Molekiile kénnen eines oder mehrere der folgenden Phanomene erhéhen,
die bei der Bewertung von biologischen Partikeln unterstiutzend wirken: Abschwachung elektromagnetischer
Strahlung, Photolumineszenz, wenn beleuchtet mit elektromagnetischer Strahlung, Streuung elektromagneti-
scher Strahlung, Raman-Streuung.

[0139] Die Bewertung biologischer Partikel kann auf der Verwendung eines Nukleinsaurefarbstoffs als ab-
sichtlich beigefligtes Molekul beruhen, in einer Menge von mehr als 30 pg pro ml der Probe, mehr bevorzugt
in einer Menge von weniger als 30 ug pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 20 pg pro ml Probe, mehr
bevorzugt weniger als 10 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 5 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt
weniger als 2 ug pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 1 ug pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 0.3
pg pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 0.03 ug pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 0.003 ug pro
ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 0.0003 pg pro ml Probe, wobei der Nukleinsaurefarbstoff einer oder
mehrere aus den folgenden ist, wobei diese Aufzahlung nicht beschrankend ist: Phenanthridin (z. B. Ethidium-
bromid CAS-1239-45-8, Propidiumjodid CAS-25535-16-4), Akridinfarbstofte (z. B. Akridinorange
CAS-65-61-2/CAS-10127-02-3), Zyaninfarbstoffe (z. B. TOTO™-1 Jodid CAS#: 143 413-84-7-Molekularprobe,
YO-PRO™-1 Jodid CAS#: 152 068-09-2-Molekularproben), Indole und Imidazole (z. B. Hoechst 33258 CAS#:
023 491-45-4, Hoechst 33342 CAS#: 023 491-52-3, DAPI CAS#: 28718-90-3, DIPI (4',6-(Diimidazo-
lin-2-yl)-2-Phenylindol)).

[0140] Die Bewertung biologischer Partikel kann basieren auf der Verwendung eines potentiometrischen
Membranfarbstoffs als absichtlich zugefiihrtes Molekdl in einer Menge von entweder mehr als 30 ug pro ml
Probe, oder mehr bevorzugt in einer Menge von héchstens 30 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als
20 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 10 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 5 ug pro mli
Probe, mehr bevorzugt weniger als 2 ug pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 1 pg pro ml Probe, mehr
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bevorzugt weniger als 0.3 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 0.03 pg pro ml Probe, mehr bevorzugt
weniger als 0.003 ug pro ml Probe, mehr bevorzugt weniger als 0.0003 ug pro ml Probe, wobei der Farbstoff
einer oder mehrerer aus der Liste der folgenden ist, wobei die Aufzahlung nicht beschrankend ist: Rhoda-
min-123, Oxonol V.

[0141] Um eine schnelle Bewertung einer Probe sicherzustellen, ist es von Interesse, in der Lage zu sein, die
Analyse kurz nach der Vermischung von chemischen Komponenten mit der Probe durchzufiihren. Diese Zeit
sollte daher weniger als 60 Sekunden betragen, vorzugsweise weniger als 30 Sekunden oder sogar weniger.
als 15 Sekunden, und in anderen bevorzugten Situationen lediglich 10 Sekunden, und vorzugsweise lediglich
2 Sekunden oder weniger, und sogar weniger als 1 Sekunde.

[0142] Ein nutzliches Verfahren fur die Beifigung chemischer Komponenten in die Probe ist es, eine oder
mehrere chemische Komponenten in einem Behalter zu plazieren und den Behalter dann an ein FluRsystem
anzuschlieRen, in dem die Probe flieflt, so dal® zumindest ein Teil der Probe durch den chemischen Behalter
fliet und somit die Vermischung der chemischen Komponenten mit der Probe erméglicht. Um die Verwendung
chemischer Komponenten zu steuern, ist es von Interesse, die Menge chemischer Komponenten auf im we-
sentlichen den Betrag zu begrenzen, der fiir die Analyse benétigt wird. Die chemischen Komponenten kénnten
in der Form einer flissigen Lésung oder Suspension als Flissigkeit oder Feststoff vorliegen. Von besonderem
Interesse wiirde es sein, die chemischen Komponenten in einer Form zu haben, die ein schnelles Vermischen
mit der Probe erlauben wirde, beispielsweise durch Verwendung gefriergetrockneten Materials. Die Moglich-
keit, den chemischen Behalter zwischen Analysen durch einen anderen chemischen Behalter zu ersetzen, ist
von Interesse, um eine reproduzierbare Beifiigung chemischer Komponenten bei der Messung fiir jede Probe
sicherzustellen.

Variation bei der Beifligung

[0143] Wenn eine quantitative Bewertung von Partikeln durchgefiihrt wird, ist es normalerweise notwendig,
die Beifugung jeder Komponente in die Probe zu steuern, um nicht das Ergebnis der Bewertung zu beeinflus-
sen. Die vorliegende Erfindung liefert Ausfuhrungsformen, bei denen solche Anforderungen weniger wichtig
sind als in konventionellen Situationen. Dies kann erreicht werden, indem die Komponenten in einer Form bei-
gefligt werden, die lediglich eine begrenzte Auswirkung auf die Bewertung hat, beispielsweise durch Beifligung
jeder Komponente als festes Material, wodurch das Volumen jeder zu analysierenden Probe im wesentlichen
nicht verandert wird, auch wenn die endgiiltige Konzentration jeder zugefihrten Komponente eine betrachtli-
che Veranderung zeigt. Weiterhin ist es mdglich, da® die Veranderung in der Konzentration einer oder mehre-
rer absichtlich zugefiihrter Komponenten oder eines oder mehrerer absichtlich zugeflhrter Molekdle in einer
Probe kleiner oder gleich 1% der Durchschnittskonzentration dieser Komponente ist, vorzugsweise mehr als
1%, mehr bevorzugt mehr als 2%, mehr bevorzugt mehr als 5%, mehr bevorzugt mehr als 10%, mehr bevor-
zugt mehr als 25%, mehr bevorzugt mehr als 50%, mit 1 als Standardabweichung.

[0144] Bei der Erfindung ist die zu bewertende flissige Probe wahrend der Messung im Stillstand, wodurch
die optimale Verwendung der MeRzeit ermoglicht wird, um jede Bedingung hinsichtlich des Sig-
nal-zu-Rausch-Verhaltnisses zu verbessern. Diese Anordnung eliminiert auch jeden Fehler, der bei der Bewer-
tung von Partikeln aufgrund einer Variation in den FlulRbedingungen auftreten kdnnte, insbesondere wenn eine
Bewertung einer Eigenschaft volumenbezogen ist, wie das Zahlen von Partikeln in einem Volumen der Probe.

Fillsystem flr das Probenbehaltnis

[0145] Wenn ein Probenbehaltnis im wesentlichen mechanisch in einem Mefsystem fixiert ist, ist es ein Vor-
teil, ein System zu verwenden, das in der Lage ist, die Probe und/oder jede andere Flissigkeit oder Kompo-
nente in das Probenbehaltnis durch einen Einlal} flieken zu lassen, die Probe wahrend der Projektion stationar
zu halten und sie nach der Projektion wieder durch einen Auslall aus dem Probenbehaltnis flieRen zu lassen,
wobei moglicherweise der Einlafd auch als Auslafl verwendet wird und dadurch die Komplexitat des FluRsys-
tems reduziert wird. Jeder solche Flu wird durch Verwendung eines oder mehrerer Ventile gesteuert, die den
FluR der Probe oder jeder anderen Komponente kontrollieren kénnen. Vorzugsweise, wenn der Flissigkeits-
strom in das Probenbehaltnis durch eine Pumpe hervorgerufen wird, kann diese Pumpe entweder stromauf-
warts vom Probenbehaltnis oder stromabwarts vom Probenbehaltnis angeordnet sein, wobei die Pumpe eine
oder mehrere aus den Folgenden ist: peristaltische Pumpe, Kolbenpunpe, Membranenpumpe, Zentrifugal-
pumpe, hypodermische Spritze. Andere Arten von Pumpen kénnen natirlich fir diese spezielle Anforderung
verwendet werden, aber die oben Aufgelisteten sind diejenigen, die normalerweise verwendet werden.

[0146] In anderen bevorzugten Situationen kann der Flissigkeitsstrom in das Probenbehaltnis durch ein Va-
kuum erzeugt werden, wobei das Vakuum aus einem Bereich zugefihrt wird, der vor der Analyse einen gerin-
gen Druck aufweist. Das Vakuum kann durch mechanische oder physikalische MalRhahmen erzeugt werden,
wobei das Vakuum im wesentlichen gleichzeitig mit der Einfihrung der Probe erzeugt wird. Diese mechani-
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schen oder physikalischen MaRnahmen kdnnen sein: eine peristaltische Pumpe, eine Kolbenpunpe, eine
Membranenpumpe, eine Zentrifugalpumpe und eine hypodermische Spritze.

[0147] Aufgrund der Tatsache, daf} eine Stromung in lediglich eine Richtung bevorzugt wird, ist es von beson-
derem Interesse, Ventile zu verwenden, die im wesentlichen nur einen FluR in eine Richtung erlauben. Solche
Ventile kdnnen stromaufwarts und/oder stromabwarts vom Probenbehaltnis angeordnet sein. Eine Auswirkung
der Verwendung solcher Ventile kdnnte es sein, wenigstens einen Teil der Probe in einem FlulRsystem einzu-
sperren.

[0148] Wenn der Probe andere Komponenten beigefligt werden, kann dies unter Verwendung eines Systems
stattfinden, welches zwei oder mehrere Strome von Flussigkeiten vermischen kann.

[0149] In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung ermdéglicht dieses System die Vermischung des
Probenmaterials mit einem festen Material, welches vorzugsweise eine Mischung aus zwei oder mehr chemi-
schen Komponenten ist. Das feste Material ist vorzugsweise ein gefriergetrocknetes Material.

[0150] Nach jeder durchgefiihrten Messung ist es bevorzugt, dafl3 jede Probe oder eine andere verwendete
Komponente in einen Abfallbehalter geleitet wird, der im wesentlichen geschlossen ist, um ein Auslaufen aus
dem Behalter zu verhindern, wobei gemaf der Erfindung ein im wesentlichen geschlossenes FluRsystem ge-
liefert wird.

[0151] Der Auslal aus dem Probenbehaltnis findet statt Gber ein Flul3steuermittel, etwa ein Ventil, das ledig-
lich ein Fluid in der Gasphase hindurchtreten 1a3t. Eine solche Art von Ventil, die oftmals bevorzugt ist, ist eine,
die Gas und Luft hindurchlaft, aber schliel3en kann, wenn das Ventil in Kontakt mit der flissigen Probe kommt.

Entsorgbares Probenbehaltnis

[0152] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung, der insbesondere von Interesse ist, wenn die Probe
oder jede Komponente, die der Probe beigefiigt wurde, als gefahrlich oder schwierig in der Handhabung ein-
zustufen ist, ist die Verwendung eines entfernbaren Probenbehéltnisses. Ein solches Probenbehaltnis wird
leicht aus dem MeRsystem entfernt, wobei gleichzeitig die Moglichkeit besteht, dall ein weiteres Probenbehalt-
nis dessen Platz einnimmt. Vorzugsweise kénnen solche Probenbehaltnisse wiederverwendet oder wiederher-
gestellt werden, vielleicht nach dem Ausspulen.

[0153] Ein interessanter Aspekt eines ersetzbaren Probenbehaltnisses ist die Mdglichkeit eines Verfahrens,
um das Probenbehaltnis im wesentlichen irreversibel nach der Beifligung einer Probe oder einer beliebigen
Komponente zu verschlieRen, wodurch jedes ungewollte Lekken aus dem Probenbehaltnis wahrend der Spei-
cherung oder des Transports verhindert wird.

[0154] Ein solches entfernbares Probenbehaltnis hat wahrend der Analyst vorzugsweise im wesentlichen kei-
ne Verbindung zum FluRsystem, und das Probenbehéltnis kann vorzugsweise aus dem Beobachtungsbereich
zwischen den Beobachtungen zum Zweck des Ersetzens der Probe innerhalb des Probenbehéltnisses
und/oder vorzugsweise zum Zweck des Ersetzens des Probenbehaltnisses durch ein anderes Probenbehalt-
nis, welches vorzugsweise eine andere Probe enthalt, entfernt werden.

[0155] Das Probenbehaltnis kann in manchen Situationen fur die Analyse einer begrenzten Anzahl von Pro-
ben oder Probenmaterialien verwendet werden, vorzugsweise von weniger als 10, mehr bevorzugt weniger als
5, mehr bevorzugt weniger als 2, mehr bevorzugt lediglich 1, bevor das entfernbare Probenbehaltnis geleert
und/oder ausgespllt wird und/oder vor der Beifligung einer oder mehrerer Komponenten.

[0156] In Situationen, bei denen kein Auslaufen bevorzugt ist und/oder bei denen das entfernbare Probenbe-
haltnis lediglich fiur die Messung. von einer Probe oder einem Probenmaterial vorgesehen ist, ist es bevorzugt,
daf} jeder Zugang zu dem entfernbaren Probenbehaltnis im wesentlichen irreversibel vor, wahrend oder nach
der Analyse geschlossen wird, vorzugsweise derart, daf3 jeder Teil des Probenmaterials oder jeder Komponen-
te, die dem Probenmaterial beigefligt wurde, nicht aus dem entfernbaren Probenbehaltnis entfernt werden
kann, nachdem es hierin eingefiihrt wurde.

[0157] Wenn es beabsichtigt ist, dall das Behaltnis nach seiner Verwendung zerstort oder wiederverwendet
wird, ist es bevorzugt, dal® das Behaltnis aus einem Material besteht, das eine Zerstdrung mittels Verbrennen
oder Bestrahlen mit elektromagnetischer Strahlung ermdglicht. In Situationen, bei denen die Zerstérung eine
Wiederverwendung des Materials, aus dem das Behaltnis hergestellt wurde, umfaldt, ist ein ProzeR zur Rege-
neration des Materials bevorzugt, der einen oder mehrere der folgenden Schritte aufweist: Entleeren des Pro-
benbehaltnisses von jedem Probenmaterial oder jeder anderen Komponente, Ausspulen oder Waschen, Ent-
fernen einer oder mehrerer physikalischer Komponenten aus dem Probenbehaltnis, Ersetzen einer oder meh-
rerer physikalischer Komponenten des Probenbehaltnisses oder Hinzufligung von einer oder mehreren che-
mischen Komponenten.

[0158] Wenn eine Chemikalie einer Probe im Probenbehaltnis zugefuhrt wird, ist es bevorzugt, dafl das Pro-
benbehaltnis eine oder mehrere Abteilungen aufweisen kann, in denen chemische oder physikalische Kompo-
nenten derart gespeichert werden kdnnen, dal® die chemischen oder physikalischen Komponenten jeder Pro-
be, die sich im Probenbehaltnis befindet, zugefiihrt werden kdnnen, und zwar eine zu einem Zeitpunkt oder
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mehrere zu einem Zeitpunkt. Auf diese Weise kann das Probenbehaltnis derart ausgebildet sein, dal es meh-
rere Behaltnisse umfaldt, in denen ein Teil desselben Probenmaterials oder Teile von verschiedenem Proben-
material oder ein Teil anderer Komponenten plaziert werden kénnen. Dies ist auch von Interesse, wenn z. B.
die Bewertung eine kontrollierte Vermischung von Flissigkeiten beansprucht oder ermdglicht.

[0159] Ein Probenbehaltnis mit mehr als einer Abteilung kdnnte also die Analyse von mehr als einem Teil des-
selben Probenmaterials ermdglichen, oder die Analyse von mehr als einem Probenmaterial, indem die unter-
schiedlichen Abteilungen auf die Anordnung von Detektorelementen abgebildet werden.

[0160] Ein Aspekt eines solchen entfernbaren Probenbehaltnisses ist, dall der Analyse mehr als ein Teil des-
selben Probenmaterials durch Projektion auf die Anordnung von Detektorelementen unterzogen werden kann.
Dies kann geschehen, indem das Probenbehaltnis bewegt wird, wodurch ein anderer Abschnitt des Proben-
behaltnisses bestrahlt wird, oder indem es der Probe erméglicht wird, innerhalb des Probenbehaltnisses zu flie-
Ren und dadurch im wesentlichen jedes Probenvolumen durch ein unterschiedliches Probenvolumen zu erset-
zen.

[0161] Diese Erfindung liefert auch Verfahren zur Bewertung von Partikeln in einem entfernbaren Probenbe-
haltnis, bei denen mehrere Probenbehaltnisse mit einer Probe gefillt werden und in einer Transportvorrichtung
angeordnet werden, die die unterschiedlichen Probenbehaltnisse in eine Position bewegt, die eine Projektion
von Signalen auf die Anordnung von Detektorelementen ermdglicht. Dies ermdglicht im wesentlichen eine Au-
tomatisierung der Bewertung von Partikeln, da mehr als eine Probe gleichzeitig behandelt werden kann.
[0162] Eine bevorzugte Implementierung des Verfahrens ist eine, die eine im wesentlichen gleichzeitige Be-
wertung von mehr als einer Probe erlaubt. Dies kann durchgefiihrt werden, indem zwei oder mehr, sogar vier
oder mehr vorzugsweise unabhangige Melsysteme in einer entsorgbaren Probeneinheit angeordnet werden,
wobei jedes System wenigstens ein Probenbehaltnis aufweist. Die Signale von den zwei oder mehr Proben-
behaltnissen kénnen jeweils zu einem Zeitpunkt einzeln oder zwei oder mehrere gleichzeitig gemessen wer-
den.

Lichtquellen

[0163] Die Transmission elektromagnetischer Strahlung auf die Probe kann durch Verwendung eines Be-
leuchtungsmittels durchgefiihrt werden, wobei das Beleuchtungsmittel 2 oder mehr, vorzugsweise 3 oder
mehr, mehr bevorzugt 4 oder mehr, mehr bevorzugt 6 oder mehr, mehr bevorzugt 8 oder mehr, mehr bevorzugt
10 oder mehr lichtemittierende Dioden sind, die vorzugsweise elektromagnetische Strahlung aus im wesentli-
chen demselben Wellenldangenband emittieren.

[0164] Die elektromagnetische Strahlung, die auf die Probe transmittiert wird, wird durch ein Fokussiermittel
fokussiert, welches die Auswirkung hat, im wesentlichen die Intensitat der elektromagnetischen Strahlung in
oder bei der Probe zu erhdhen.

[0165] Die elektromagnetische Strahlung, die auf die Probe transmittiert wird, wird durch zwei oder mehr Be-
leuchtungsmittel erzeugt, wobei mindestens zwei der Beleuchtungsmittel im wesentlichen unterschiedliche
Strahlungseigenschaften in zumindest einem Wellenband besitzen, und wobei die Beleuchtungsmittel derart
betrieben werden, dal} alle von ihnen im wesentlichen gleichzeitig Licht aussenden, vorzugsweise zumindest
eines der Beleuchtungsmittel Licht aussendet, wahrend zumindest ein anderes der Beleuchtungsmittel kein
Licht aussendet, mehr bevorzugt, wobei nur eines der Beleuchtungsmittel zu einem Zeitpunkt Licht aussendet.
[0166] Die Beleuchtungsmittel kbnnen eines oder mehrere aus den Folgenden sein, wobei die Aufzahlung
nicht beschrankend ist: lichtemittierende Dioden, Laser, Laserdioden, thermische Lichtquellen, Gasentla-
dungslampen.

[0167] In einer Ausfuhrungsform wird zumindest ein Teil der elektromagnetischen Strahlung, die durch eine
Probe geschickt wird, durch Verwendung eines Reflektiermittels wieder zurlick auf die Probe oder durch diese
hindurch reflektiert, wobei das Reflektiermittel vorzugsweise auch elektromagnetische Strahlung reflektieren
kann, die von den Grenzen des Probenbehaltnisses oder der Probe selbst gestreut oder reflektiert wird, wobei
mehr bevorzugt das Reflektiermittel im wesentlichen in der Vorrichtung beinhaltet ist, die die Grenzen des Pro-
benbehaltnisses definiert, wobei bevorzugt das Reflektiermittel ein oder mehrere dichroitische Spiegel sind.

Detektorarten

[0168] Die Anordnung von Detektorelementen kann eine oder mehrere der folgenden Arten sein: Full fra-
me-CCD, Frame transfer-CCD, Zwischenzeilen-Transfer-CCD, Zeilenscan-CCD.

[0169] Die Anordnung von Detektorelementen kann ein CMOS-Bildsensor sein, vorzugsweise ein
CMOS-Bildsensor mit auf dem Chip integrierter Signalkonditionierung und/oder Signalverarbeitung, mehr be-
vorzugt ein CMOS-Bildsensor mit auf dem Chip integrierter Rechenvorrichtung, die Bildbearbeitung durchfiih-
ren kann.

[0170] In einer Ausfuhrungsform wird die Bewertung im wesentlichen gleichzeitig mit dem Melkproze3 durch-
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geflihrt, vorzugsweise indem das System "at-line" beinhaltet ist, mehr bevorzugt indem das System "in-live" in
einem Melksystem beinhaltet ist.

[0171] In einer Ausfuhrungsform wird im wesentlichen das gesamte Probenmaterial, welches fur die Bewer-
tung verwendet wurde, gemeinsam mit allen Komponenten, die dem Probenmaterial oder einem Teil des Pro-
benmaterials absichtlich beigefligt wurden, nach der Vollendung der Bewertung in ein Glasflaschchen zurtick-
geflllt. Das Glasflaschchen ist vorzugsweise im wesentlichen geschlossen, um ein Auslaufen oder Verdamp-
fen jedes darin enthaltenen Materials zu verhindern, wobei das Glasflaschchen vor der Beifligung jedes Pro-
benmaterials mehr bevorzugt eine oder mehrere chemische Komponenten enthalt, deren Funktion eine oder
mehrere der Folgenden ist, wobei die Aufzahlung nicht beschrankend ist: Verhinderung des Wachstums von
Bakterien, Verhinderung des Wachstums von Pilzen.

[0172] Auch wenn das Probenmaterial, das gemessen wird, im wesentlichen in einem geschlossenen Behal-
ter beinhaltet ist, vorzugsweise in einem Behalter, oder zumindest einem Teil eines Behalters, der als Proben-
behaltnis verwendet werden kann, wird im wesentlichen das gesamte Probenmaterial, das fir die Bewertung
verwendet wird, gemeinsam mit allen Komponenten, die dem Probenmaterial oder einem Teil des Probenma-
terials absichtlich beigefugt wurden, im Behalter nach Vollendung der Messung zurlickbehalten.

[0173] In einer Ausfiihrungsform erhdht die Beifligung einer oder mehrerer Komponenten das Signal, das von
den Objekten in einer Probe detektiert wurde, da diese Beifiigung von einer oder mehrerer Komponenten ein
oder mehrere Signale aus der Probe, die gemessen wird, unterdriickt, wobei das Signal ein Signal ist, welches
das von dem biologischen Partikel in einer Probe detektierte Signal stort.

[0174] Ineiner anderen Ausfihrungsform, bei der eine der absichtlich beigefligten chemischen Komponenten
die Wirkung hat, den pH-Wert der Probe vor oder wahrend der Bewertung einzustellen, ist die chemische Kom-
ponente eine oder mehrere aus den Folgenden, wobei die Aufzahlung nicht einschrankend ist: Citronensaure,
Citrat, Azidsaure, Azetat, Phosphorsaure, Phosphat, Carbonat, Bicarbonat, Borsaure, Borat, wobei die chemi-
sche Komponente beispielsweise eine Mischung aus Citronensaure und Citrat ist.

[0175] In einer anderen Ausfuhrungsform hat eine der absichtlich beigefugten chemischen Komponenten die
Wirkung eines oberflachenaktiven Stoffes, wobei die chemische Komponente eine oder mehrere aus den fol-
genden Gruppen von oberflachenaktiven Stoffen ist, wobei die Aufzahlung nicht beschrankend ist: anionischer
oberflachenaktiver Stoff, kationischer oberflachenaktiver Stoff, amphoterer oberflachenaktiver Stoff, nichtioni-
scher oberflachenaktiver Stoff, wobei beispielsweise eine absichtlich beigefligte chemische Komponente t-Oc-
tylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100) ist, oder wobei beispielsweise eine der absichtlich beigefugten
chemischen Komponenten die Wirkung aufweist, mit einem oder mehreren der in der Probe vorhandenen Me-
tallionen eine Bindung einzugehen, wobei die chemische Komponente vorzugsweise derart ist, dal® sie einen
Metallionenkomplex mit dem Metallion bildet.

[0176] In einer Ausfuhrungsform ist die absichtlich beigefligte chemische Komponente eine oder mehrere aus
den Folgenden, wobei die Aufzahlung nicht beschrankend ist: EDTA, Oxalsaure, Oxalat, Ethylen-Gly-
col-bis(B-Aminoethylether)N,N,N',N'-Tetraessigsaure (EGTA).

Objektgrofie

[0177] In einer Ausfuihrungsform betragt die DurchschnittsgrofRe der zu bewertenden biologischen Partikel
weniger als 0.01 ym, vorzugsweise weniger als 0.1 um, mehr bevorzugt weniger als 1 um, mehr bevorzugt we-
niger als 2 ym, mehr bevorzugt weniger als 3 pm, mehr bevorzugt weniger als 4 pm, mehr bevorzugt weniger
als 6 ym, mehr bevorzugt weniger als 10 ym, mehr bevorzugt weniger als 20 pm, mehr bevorzugt weniger als
50 pym, mehr bevorzugt weniger als 100 pm.

Mehrfache Bestrahlung

[0178] Um eine optimale Bewertung von Partikeln zu ermdglichen, ist es mdglich, eine solche Bewertung auf
eine Anzahl von Messungen zu stltzen, die von einer Probe gemacht werden. Ein Vorteil besteht darin, eine
wiederholte Messung desselben Abschnitts der Probe durchzufiihren, wodurch das Signal-zu-Rausch-Verhalt-
nis aufgrund der Fehlerfortpflanzung verbessert wird. Ein weiterer Gesichtspunkt ist es, das Gesamtvolumen
der Probe, die analysiert wird, zu erhéhen, indem mehr als eine Messung von unterschiedlichen Teilen der Pro-
be genommen wird.

[0179] Unter manchen Umstanden kann es vorteilhaft sein, die MeRzeit einzustellen, z. B. wenn die Intensitat
von Signalen variiert, méglicherweise in Abhangigkeit von der Art der Partikel, die analysiert werden.

Detektionsfehler

[0180] Die vorliegende Erfindung liefert Verfahren zur Bewertung der Anzahl biologischer Partikel in einer
Probe mit einem Gesamtfehler, ausgedrickt als relativer vorausgesagter Fehler in Prozent der Durchschnitts-
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anzahl von Partikeln in einem Volumen, der vorzugsweise geringer als 30% ist und oft nur 10% oder sogar 1%
oder geringer. Dies kann z. B. erreicht werden, indem das Volumen der Probe, die analysiert wird, kontrolliert
wird.

Probendurchsatz

[0181] Das Verfahren der vorliegenden Erfindung ermdglicht die Bewertung von biologischen Partikeln mit ei-
ner Rate, die vorzugsweise 10 oder mehr Bewertungen pro Stunde betragt, sogar 100 oder mehr Bewertungen
pro Stunde, und sogar 1000 oder mehr Bewertungen pro Stunde.

[0182] Esistauch méglich, mehrere mehr oder weniger identische Analysesysteme zu kombinieren, und zwar
derart, daB sie parallel arbeiten und dabei ein Verfahren liefern, das sogar eine noch héhere Anzahl an Proben
pro Stunde bewerten kann.

Detektionsgrenzen

[0183] Die enorme Flexibilitdt des Verfahrens der vorliegenden Erfindung macht es méglich, Volumen zu ana-
lysieren, die eine Bewertung von Partikeln in Proben ermdglichen, bei denen die Gesamtzahl an solchen Par-
tikeln pro Volumen zwischen mehr als 1 x 108 Partikel pro ml Probe bis hin zu weniger als 1 Partikel pro ml
Probe liegt. Einer der wichtigsten Aspekte ist. flir diesen Zweck das Gesamtvolumen, das analysiert werden
soll.

Signalquelle

[0184] Die Signale, die als Basis fur die Bewertung von Partikeln dienen, sind im wesentlichen jede Art elek-
tromagnetischer Strahlung, und insbesondere, wenn die Quelle solcher elektromagnetischer Strahlung oder
der Mechanismus, der hierauf Einfluf hat, Photolumineszenz mit einer Lebenszeit des angeregten Zustands
von weniger oder gleich 10 Sekunden ist, Photolumineszenz mit einer Lebenszeit des angeregten Zustands
von mehr als 10 Sekunden, Chemilumineszenz, Rayleigh-Streuung, Raman-Streuung, Abschwéachung elek-
tromagnetischer Strahlung, Absorption elektromagnetischer Strahlung, Streuung elektromagnetischer Strah-
lung.

Wellenlangensensitivitat

[0185] Wenn das Signal, das detektiert wird, elektromagnetische Strahlung ist, ist es bevorzugt, ein Detektor-
element zu verwenden, das flr eine solche Strahlung sensibel ist. Bevorzugte Ausfiihrungsformen verwenden
Anordnungen von Detektorelementen, die empfindlich sind firr elektromagnetische Strahlung einer Wellenlan-
ge in einem oder mehreren der folgenden Bereiche: 100 nm bis 200 nm, 200 nm bis 600 nm, 300 nm bis 700
nm, 400 nm bis 800 nm, 600 nm bis 1 pm, 800 nm bis 2 ym, 2 pm bis 10 pm, 5 ym bis 10 ym, 10 ym bis 20
pm, 20 pm bis 40 pm.

Wellenlangentrennung

[0186] Es ist oftmals von Interesse, elektromagnetische Strahlung in verschiedene Wellenlangen oder Wel-
lenbander zu trennen, vor allem wenn die Quelle solcher Strahlung Energie tiber ein breites Spektrum von Wel-
lenlangen emittiert. Bei Verfahren der Bewertung von Partikeln, die auf der Abschwachung von Energie basie-
ren, auf der Detektion von emittierter oder gestreuter Energie oder dergleichen, ist die Mdglichkeit der Tren-
nung von Energie in verschiedene Wellenlangen oder Wellenbander wichtig. Dies trifft auch fur elektromagne-
tische Strahlung zu, die von innerhalb der Probe stammt, beispielsweise durch Photolumineszenz oder Che-
milumineszenz. In einigen Verahren dieser Erfindung ist es moglich, die erhaltenen Informationen zu verwen-
den, wenn zwei oder mehr verschiedene Wellenlangen oder Wellenbander verwendet werden, beispielsweise
um zwischen zwei oder mehreren Arten von Partikeln auf der Basis ihrer Reaktion auf verschiedene Energien
zu unterscheiden.

[0187] Ein Verfahren zur Durchfihrung einer solchen Wellenlangentrennung ist es, einen Teil einer Probe mit
mehr als einer Wellenlange oder einem Wellenband gleichzeitig zu bestrahlen, vorzugsweise derart, daf® un-
terschiedliche Teile der Probe mit unterschiedlichen Wellenlangen oder Wellenbandern von Energie bestrahlt
werden. Dies ist besonders von Interesse, wenn die Bewertung von Partikeln die Identifizierung einer oder
mehrerer Arten von Partikeln betrifft, da Partikel abhangig von ihrer Position innerhalb des Probenbehaltnisses
unterschiedlichen Wellenlangenenergien ausgesetzt werden.

[0188] Eine andere Methode zur Durchfihrung einer solchen Wellenlangentrennung ist es, jede magnetische
Strahlung, die von der Probe emittiert wird, zu trennen, wobei vorzugsweise mehr als zwei Detektorelemente
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Signale von im wesentlichen dem gleichen Teil der Probe beobachten, wobei aufgrund der Wellenlangentren-
nung diese Detektorelemente unterschiedliche Wellenlangen oder Wellenbander an Energie detektieren. Da-
bei ist es moglich, spektrale Charakteristika jedes Partikels zu entnehmen, die fiir dessen Bewertung verwen-
det werden kdnnen.

[0189] Ein Verfahren ist die Intensitatsmodulation elektromagnetischer Strahlung. Wenn eine solche Modula-
tion kontrolliert wird, ist es moglich, sie zur Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses einzusetzen,
beispielsweise durch Beobachtung jedes Hintergrundsignals in einem Zeitraum, in dem die Intensitat gering
oder sogar Null ist, und anschlieRende Korrektur jedes gemessenen Signals, wenn die Intensitat hoch ist, und
zwar aufgrund der Hintergrundinformationen.

[0190] Es ist auch mdglich, elektromagnetische Strahlung unter Verwendung eines optisch aktiven Kristalls
oder eines Interferometers hinsichtlich der Frequenz zu modulieren. Die Wirkung einer solchen Modulation
koénnte sein, spektrale Informationen Uber jedes in der Probe vorhandene Partikel zu erhalten.

Lichtquellen

[0191] In Verfahren, die auf der Abschwachung elektromagnetischer Strahlung oder der Bestrahlung der Pro-
be basieren, ist es bevorzugt, eine Strahlungsquelle wie lichtemittierende Dioden, Laser, Laserdioden, thermi-
sche Lichtquellen oder Gasentladungslampen zu verwenden. Wenn die Intensitat der Bestrahlungsenergie von
Interesse ist, ist es moglich, mehr als eine Energiequelle zu verwenden, auch wenn die unterschiedlichen Licht-
quellen unterschiedliche Energiespektren aufweisen, z. B. wenn zwei unterschiedliche lichtemittierende Dio-
den verwendet werden, die Energie in unterschiedlichen Wellenbandern emittieren.

[0192] Um die Effizienz einer solchen Lichtquelle bei der Bestrahlung der Probe zu verbessern, ist es oft er-
wiinscht, ein Fokussiersystem zur Fokussierung von Energie auf die Probe zu verwenden.

Reflexion

[0193] Wenn die elektromagnetische Strahlung verwendet wird, um eine Probe zum Zweck des Erzeugens
von Photolumineszenz oder dergleichen zu bestrahlen, ist es von Interesse, die Effizienz einer solchen Strah-
lungsquelle zu erhéhen, um in der Lage zu sein, jede Energie, die durch die Probe hindurchgeht, wieder zuriick
auf die Probe zu reflektieren, vorzugsweise unter Verwendung einer Reflektiervorrichtung, beispielsweise ei-
nes dichroitischen Spiegels, der Energie bestimmter Wellenlangen reflektiert, wahrend er den Durchtritt von
Energie bei anderen Wellenldngen ermdglicht.

Einfallswinkel

[0194] In einem Verfahren dieser Erfindung unter Verwendung von Photolumineszenz als Quelle des detek-
tierten Signals ist es mdglich, die Lichtquelle relativ zur Achse des Probenbehaltnisses anzuordnen, vor allem
relativ zu einer Achse, die durch die Anordnung von Detektorelementen und das Probenbehaltnis gebildet wird,
und zwar derart, daf® der Winkel zwischen der Achse und der Lichtquelle zwischen 0 und 180 Grad betragt.

Detektorarten

[0195] Als Detektorelemente kdnnen eine oder mehrere kommerziell erhaltliche Anordnungen von Detektor-
elementen verwendet werden, wie eine Anordnung von CCD-Elementen oder eine Anordnung von lichtemp-
findlichen Dioden (CMOS-Bildsensor). Solche Anordnungen von Detektorelementen kénnen eine auf dem
Chip integrierte Signalkonditionierung und/oder signalverarbeitende Fahigkeiten aufweisen.

Signalkonditionierung — Software

[0196] Wenigstens eine Ausfiihrungsform verwendet ein Rechenmittel, wie einen digitalen Computer, der we-
nigstens fir die Korrektur jedes gemessenen Signals aufgrund von systematischen oder veranderlichen Feh-
lern verwendet werden kann, z. B. unter Verwendung einer oder mehrere vorbestimmter Variablen, um das ge-
messene Signal abzugleichen. Die Bestimmung der vorbestimmten Variablen kann auf der Basis von Werten
gemessener Signale von einem oder mehreren Referenzelementen erfolgen, die nahe an dem zu berichti-
genden Element liegen, oder sie kann erfolgen auf der Basis von Werten einer oder mehrerer beliebiger ande-
rer Messungen.

[0197] Vor allem ist es von Interesse, eines der anderen gemessenen Signale, oftmals eines der friiher ge-
messenen Signale, vom gemessenen Signal zu subtrahieren, wodurch jeder Fehler entfernt wird, der auch in
der anderen Messung vorhanden war. Die andere Messung kann eine andere Messung eines unterschiedli-
chen Teils derselben Probe oder eine Messung einer unterschiedlichen Probe sein.
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[0198] Ein solches Rechenmittel kann auch verwendet werden, um ein gemessenes Signal hinsichtlich der
Veranderung in der Sensitivitat zu korrigieren, unter Verwendung einer oder mehrerer vorbestimmter Variab-
len. Die Bestimmung der vorbestimmten Variablen kann auf der Basis von Werten der gemessenen Signale
eines oder mehrerer Referenzelemente erfolgen, die nahe an dem zu berichtigenden Element liegen, oder sie
kann auf der Basis der Werten von einer oder mehreren der friiheren Messungen erfolgen.

[0199] Ein geeignetes Verfahren zur Berichtigung gemessener Signale ist es, ein Ergebnis von einer Anord-
nung von Detektorelementen von einem anderen Ergebnis zu subtrahieren, das von einem anderen Teil der-
selben Probe oder von einer anderen Probe erhalten wird. Eine solche Subtraktion hat die Wirkung, jede sys-
tematische Veranderung in Grundniveaus der Signale von der Anordnung von Detektorelementen zu reduzie-
ren oder zu entfernen, die durch Dunkelstrome oder vielleicht auch durch Partikel verursacht werden, welche
unbeweglich im Inneren des Probenbehaltnisses vorhanden sind, wobei jede Bewertung im wesentlichen le-
diglich die positiven Ergebnisse einer solchen Subtraktion verwendet. Wenn die beiden Messungen von unter-
schiedlichen Teilen derselben Probe stammen, ist es auch maglich, eine Bewertung auf der Basis des Ergeb-
nisses der Subtraktion durchzufiihren, indem jedes negative Ergebnis der Subtraktion als positive Zahl behan-
delt wird, womit effektiv eine Bewertung von mehr als einer Messung mit demselben Aufwand durchgefiihrt
wird, als wenn eine einzelne Messung verwendet wird. Auf diese Weise ist es moglich, das Ergebnis von meh-
reren Subtraktionen zu kombinieren, vorzugsweise von so vielen, wie der tatsachliche Rauschpegel erlaubt,
beispielsweise indem das Rauschen in den kombinierten Ergebnissen geringer ist als ein vorgegebener Bruch-
teil des kleinsten Signals, das fir die Bewertung von Partikeln verwendet wird.

Bildverarbeitung

[0200] Die vorliegende Erfindung ist gut geeignet, aus dem Stand der. Technik vorbekannte Bildverarbeitung
bei der Bewertung von Partikeln zu verwenden, beispielsweise wenn die Bewertung die Identifizierung einer
oder mehrerer Arten von Partikeln ist.

Stromversorgung

[0201] Jede Geratschaft, die gemaR der vorliegenden Erfindung aufgebaut ist, kann mit elektrischem Strom
betrieben werden, beispielsweise mit 110 oder 220 V Wechselspannung, unter Verwendung eines geeigneten
Transformatorsystems. Eine Batterie oder ein Akkumulator kann ebenfalls als Stromquelle verwendet werden,
und dies ist besonders von Interesse, wenn die Geratschaft fur eine Anwendung vorgesehen ist, bei der ein
Transport der Geratschaft notwendig ist. Eine solche Batterie oder ein solcher Akkumulator kénnen auch wie-
deraufladbar sein, wodurch es maglich ist, sie zu erneuern und wieder zu verwenden.

Beispiel 1

Detektion von Fluoreszenzsignalen von Ethidiumbromid (EtBr), das in somatischen Zellen in Milch an DNA ge-
bunden ist, bei verschiedenen Anfangskonzentrationsniveaus von Ethidiumbromid

[0202] Das Probenmaterial war Kuhmilch. Jedem von drei Teilen desselben Probenmaterials, das fur die un-
ten beschriebenen Experimente A, B und C verwendet wurde, wurde ein Puffer im Verhaltnis zwei Volumenteile
Pufferlésung zu einem Teil Milchvolumen beigefigt. Die Pufferldsungen waren identisch, aul3er daf} sie unter-
schiedliche Mengen an EtBr enthielten. Die Pufferldsungen wurden entsprechend den Richtlinien des interna-
tionalen IDF-Standards 148A:1995 — "Verfahren C betreffend ein fluoro-optoelektronisches Verfahren" (Expe-
riment A, EtBr-Konzentration 33 pg/ml) prapariert; fir Experiment B war die Konzentration von EtBr 10% der
Menge, und fur Experiment C war sie 1 %.

[0203] Die entstehenden Probenmaterialien wurden in einem Aufbau gemessen, der wie folgt war (vgl.
Fig. 1): Eine Halogenlampe 101 des Typs OSRAM (41890 SP 12V, 20 W, 10 ° Reflektor) wurde als Lichtquelle
verwendet, die elektromagnetische Strahlung auf die Probe emittierte, die in einem Probenbehaltnis 104 ent-
halten war, und zwar durch eine Sammellinse 102 und durch einen optischen Filter 103, die selektiv Licht in
einem Wellenband zwischen 400 und 500 nm Ubermittelten (Ferroperm SWP 550). Jedes Fluoreszenzsignal,
das von der Probe stammte, wurde durch eine Linse 105 mit einem Sammelwinkel von etwa 10 Grad fokus-
siert, wodurch eine Abbildung entstand, die etwa viermal gréRer auf einer zweidimensionalen Anordnung von
Detektorelementen 107 war als die Quelle selbst, wobei die Anordnung dargestellt wurde durch CCD-Elemen-
te des Typs Loral Fairchild (CCD 222). Ein optischer Filter 106, der selektiv Licht in einem Wellenband zwi-
schen 600 und 700 nm transmittiert (Schott OG590 und KG5, Dicke 3 mm) wurde zwischen das Probenbehalt-
nis und die Anordnung eingefligt.

[0204] Die Endkonzentration von EtBr in jedem Experiment und die Betatigung der Lichtquelle und der De-
tektorelemente war folgendermalfien:
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Experiment EtBr (pg/ml) Lampe (Volt) CCD-
integrationszeit
(ms)
A 33 12 800
B 3.3 12 800
C 0.33 13 1600

Die Daten von der zweidimensionalen Anordnung von Detektorelementen wurden digitalisiert und auf einem
Rechner (nicht gezeigt) fir eine spatere Analyse gesammelt.

Ergebnisse

[0205] Daten von der zweidimensionalen Anordnung von Detektorelementen wurden verwendet, um Abbil-
dungen zu schaffen, in denen die durch jedes Element detektierte Intensitat als Héhe Uber eine graphische
Darstellung der Anordnung dargestellt ist. Eine Darstellung dieser Art von typischen Signalen aus jedem Ex-
periment ist in Fig. 2 gezeigt, wobei Fig. 2A eine Darstellung von Intensitaten ist, wie sie bei Experiment A be-
obachtet wurden, Fig. 2B eine Darstellung von Intensitaten ist, wie sie bei Experiment B beobachtet wurden,
und Fig. 2C eine Darstellung von Intensitaten ist, wie sie in Experiment C beobachtet wurden. Peakahnliche
Strukturen in den Figuren; die sich von Darstellungen elektromagnetischer Signale des Probenhintergrunds
unterscheiden, sind Darstellungen von EtBr, das in somatischen Zellen, die in Milchproben. enthalten sind, an
DNA gebunden ist.

[0206] In allen Fallen sind die Figuren das zahlenmafig positive Ergebnis der Subtraktion einer Messung der
Probe von einer anderen Messung eines anderen Teils der Probe, unter Verwendung der Formel: Signal (ij) =
ABS (Messung 1, —Messung 2;), wobei sich i und j auf die Zeile und die Spalte des CCD-Elements beziehen,
wodurch jeder systematische Fehler des MeR3systems unterdriickt wird.

[0207] In Experiment A, gezeigt in Fig. 2A, war die Signalintensitat derart, dal® eine Mehrzahl von Zellen Si-
gnale zeigte, die Ladungsuberfillung auf dem CCD-Element hervorriefen, was zundchst in einem Abschneiden
des Signals aufgrund der Tatsache resultierte, dal} sich das Signal auRerhalb des Bereichs der Detektorele-
mente befand, und zweitens darin resultierte, dal die Signalspitze wegen Ladungstransfer von Uberladenen
Detektorelementen zu benachbarten Detektorelementen verbreitert wurde. Au3erdem ist es offensichtlich, daf
die Variation in den Signalen des Hintergrunds hoch ist, wahrscheinlich aufgrund der Wechselwirkung zwi-
schen freiem EtBr und der Probenmatrix (z. B. Fetttropfchen und Proteinmizellen).

[0208] Fig. 2B zeigt typische Signale, wie sie in Experiment B beobachtet wurden. Die Experimente A und B
waren identisch abgesehen von der Konzentration von EtBr, und der gewinnbringende Effekt des Verringerns
der EtBr-Konzentration auf die Signalintensitat und die Signalverbreiterung ist deutlich erkennbar. Zusatzlich
ist die Zufallsabweichung im Hintergrund etwa 1/2 der Abweichung, die in Experiment A beobachtet wurde.
[0209] Fig. 2C zeigt typische Ergebnisse von Experiment C. In diesem Experiment wurde die Intensitat des
Erregerlichts wie auch die Integrationszeit der Detektorelemente erhéht. Das Ergebnis aus Experiment C ist,
daR die Signale betrachtlich schwécher sind als in Experiment B, bei einem Hintergrundsignal &hnlicher GroRe.

Folgerung

[0210] Die obigen Ergebnisse zeigen, dal® es mdglich ist, Signale von somatischen Zellen unter Verwendung
von Konzentrationen von EtBr zu detektieren, die betrachtlich kleiner sind als Konzentrationen, die normaler-
weise fur die Fluoreszenzdetektion von DNA-enthaltenden Partikeln verwendet werden.

[0211] Eine bevorzugte Ausfihrungsform dieser Erfindung basiert auf einem optischen System, das einen
Sammelwinkel von zwischen 40 und 70 Grad aufweist, verglichen mit den 10 Grad, die im vorliegenden Bei-
spiel verwendet werden; dies resultiert in der Sammlung von etwa 10 bis 300 mal so viel Energie, wodurch es
moglich wird, die Konzentration des Reagens noch weiter zu reduzieren.

Beispiel 2

Entfernung eines Signalfehlers durch Kombination von Messungen von einer linearen Anordnung von Detek-
torelementen.

[0212] Die Beseitigung eines systematischen Signalfehlers kann bei der Verarbeitung von gemessenen Sig-

nalen von Interesse sein. Im vorliegenden Beispiel wurde eine lineare Anordnung von Detektorelementen des
Typs Hamamatsu (S3902-128Q) in einer Anordnung verwendet, die ahnlich zu der in Fig. 1 dargestellten ist.
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Unter den verwendeten Bedingungen lieferte die Anordnung von Detektorelementen ein Ergebnis, das einen
systematischen Fehler zwischen Detektorelementen mit geradem Index und Detektorelementen mit ungera-
dem Index lieferte. Eine Serie von zwei Messungen wurde durchgefiihrt, wobei Wasser als Probenmaterial ver-
wendet wurde.

Ergebnisse

[0213] Fig. 3 zeigt die Ergebnisse der Messungen von Wasser. Fig. 3A zeigt das Ergebnis der ersten Mes-
sung, nachdem die Messung an den mittleren Fehler angeglichen war. Aus Fig. 3A wird deutlich, dal3 es einen
deutlichen Unterschied in der Signalintensitat bei ungeraden und geraden Detektorelementen gibt, dergestalt,
dafl Elemente mit einem ungeraden Index allgemein ein kleineres Signal aufweisen. Fig. 3B zeigt das Ergeb-
nis des Scans 1, nachdem die Ergebnisse von Scan 2 subtrahiert wurden. Offensichtlich ist, daf} der systema-
tische Effekt ungerader und gerader Detektorelemente im wesentlichen beseitigt wurde, was zu einem Signal
mit einer Grundlinie fuhrte, die erwartungsgemaf Variationen aufweist, die mehr Zufallscharakter besitzen; es
kann erwartet werden, daf3 die Amplitude dieses Rauschens eine Amplitude von etwa 1.41 der Amplitude jedes
zufalligen Rauschens besitzt, das in der Messung vorhanden ist.

Folgerung

[0214] Die Folgerung aus dem obigen Ergebnis ist, dal es mdglich ist, einen systematischen Fehler durch
Subtraktion einer Messung von einer anderen zu beseitigen. Zusatzlich zu Veranderungen im Detektorsystem
kann ein systematischer Fehler durch viele andere Faktoren verursacht werden, z. B. durch Partikel, die an
einer Wand kleben bleiben, Veranderungen in der Intensitat des Erregerlichts einer Lichtquelle, die aus einer
Menge von Elementen wie lichtemittierenden Dioden besteht usw. Ein Ausgleich fir einen systematischen
Fehler, wie z. B. im vorliegenden Beispiel und in Beispiel 1 gezeigt, erhoht den Unterschied zwischen Darstel-
lungen elektromagnetischer Signale von biologischen Partikeln und Darstellungen elektromagnetischer Signa-
le vom Probenhintergrund. Fur viele Anwendungen wird jedoch die von sich aus vorhandene Unterscheidung
bei Verwendung des Verfahrens nach der vorliegenden Erfindung ausreichend oder mehr als ausreichend
sein, selbst ohne einen Ausgleich fiir systematische Fehler. Die Verwendung eines entsorgbaren Probenbe-
haltnisses, das lediglich einmal verwendet wird, wird alle Probleme beseitigen, die auf klebende Partikel zu-
rickzuflihren sind.

Beispiel 3
Optische Konfiguration fiir eine Weitwinkelsammlung eines Signals einer Probe

[0215] Es kann gezeigt werden, daf} die Intensitat jedes Signals, das von einer Probe gesammelt wird, vom
Quadrat des Sammelwinkels abhangt. In der konventionellen automatisierten Mikroskopie betragt der Sam-
melwinkel hochstens 20 Grad und normalerweise betrachtlich darunter, beispielsweise 1 bis 5 Grad. Wegen
der geringen Vergrolerung (oder keiner VergréRerung), die gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet wer-
den kann, und der robusten Verarbeitung, die dadurch mdéglich ist, kann ein deutlich gréfterer Sammelwinkel
verwendet werden. Im vorliegenden Beispiel werden zwei unterschiedliche optische Anordnungen verwendet,
um einen Sammelwinkel von etwa 40 bzw. etwa 70 Grad zu erhalten.

[0216] Fig. 4 zeigt eine optische Anordnung, die einen Sammelwinkel von etwa 40 Grad produziert, wenn sie
ein Signal aus einem Probenbehaltnis 401 sammelt und auf die Detektorelemente 404 projiziert, unter Verwen-
dung von zwei achromatischen Linsen, eine 402 des Typs Melles Griot 01 (LAO 014: F =21 mm, D = 14 mm)
und eine andere 403 des Typs Melles Griot 01 (LAO 111: F = 80 mm, D = 18 mm).

[0217] Fig. 5 zeigt eine optische Anordnung, die einen Sammelwinkel von etwa 70 Grad produziert, wenn ein
Signal von einem Probenbehaltnis 501 gesammelt wird und auf die Detektorelemente 506 projiziert wird, unter
Verwendung einer Immersionslinse 502 mit einem Radius von etwa 5 mm und einer Breite von etwa 8.3 mm,
und einer aplanatischen Linse 503 mit einem Radius von etwa 12.5 mm und einem Radius von etwa 10.5 mm
und zwei identischen achromatischen Linsen 504 und 505 des Typs Melles Griot 01 (LAO 028: F = 31 mm; D
=17.5 mm).

Beispiel 4
Komponenten einer entsorgbaren Mef3- und Testeinheit

[0218] Die Komponenten eines Systems, das fur die Bewertung von biologischen Partikeln gemaf den Prin-
zipien der vorliegenden Erfindung verwendet werden kann, sind in Fig. 6 dargestellt. Die Komponenten in
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Fig. 6 sind folgendermalfen: Ein Einla® 601, durch den die Probe in das System eingefihrt wird, eine Pumpe
602, die stromaufwarts vom Probenbehaltnis angeordnet ist, ein Ventil 603, das die Einfliihrung der Probe steu-
ert, Mittel 604, die die Einfiihrung einer oder mehrerer absichtlich beigefligter chemischer Komponenten er-
moglicht, Mittel 605, die das Vermischen der Probe mit einer oder mehrerer chemischer Komponenten
und/oder jede andere mechanische oder physikalische Betatigung, wie z. B. Zurlickhalten von Partikeln, er-
moglichen, ein Probenbehaltnis 606, ein Ventil 607, das den FluR aus dem Probenbehaltnis kontrolliert, eine
Pumpe 608, die stromabwarts vom Probenbehaltnis angeordnet ist, ein Auslall 609 aus dem System und eine
Einheit 610, die eine oder mehrere Komponenten des Systems umgibt.

[0219] Abhangig von der Natur der Probe, die analysiert werden soll, und anderen Faktoren, die mit dem Tes-
ten und Messen in Verbindung stehen, wiirde das bevorzugte System nicht immer alle Komponenten umfas-
sen, wie sie in Fig. 6 angeordnet sind, oder es konnte lediglich eine oder mehrere dieser Komponenten in einer
Komponente integriert sein. Das vorliegende Beispiel diskutiert mehrere mogliche Konstruktionen.

A — System, das in einer entsorgbaren Einheit enthalten ist

[0220] Mehrere Anwendungen der vorliegenden Erfindung kénnen auf einem System basieren, das in einer
entfernbaren und entsorgbaren Einheit enthalten ist, oder in einer Einheit, die erneuert werden kann. Ein sol-
ches System besitzt eine Anzahl an Vorteilen, einschlieBlich der Folgenden: Eliminierung eines stationaren
Systems, das Wartung wie z. B. Reinigung benétigt, die Mdglichkeit, Stichproben entnehmen und messen zu
kdnnen, ohne jede weitere Handhabung einer Probe, was die Handhabung von gefahrlichem Material sicherer
macht.

[0221] Eine derartige Systemeinheit 610 basiert auf folgenden Komponenten: Ein Einla® 601, durch den die
Probe in die Systemeinheit eingefiihrt werden kann, vorzugsweise ein Ventil 603, das nahe dem Einlal? ange-
ordnet ist oder in den EinlaR integriert ist und es der flissigen Probe erlaubt, lediglich in eine Richtung zu flie-
Ren, vorzugsweise ein chemischer Behalter 604 fir jede Beifligung chemischer Komponenten, vorzugsweise
eine Mischkammer oder ein Verteiler 605, der es ermdglicht, die Probe und jede beliebige chemische Kompo-
nente zu vermischen, ein Probenbehaltnis 606, in dem eine Messung jedes Signals von der Probe durchge-
fuhrt wird, ein Ventil 607, das den Fluf der Probe durch das Probenbehaltnis kontrolliert, vorzugsweise ein
Ventil, das Gas oder Luft frei hindurchtreten 1813t, aber im wesentlichen irreversibel abschlie3t, wenn es in Kon-
takt mit der Probe kommt, und schlieBlich eine Pumpe 608, die in der Lage ist, die Probe vom Einlal zur Pumpe
607 oder jenseits von diese zu bewegen.

[0222] Wenn es beabsichtigt ist, dal} jede Probe, die in den Einlal eintritt, nach Vollendung der Analyse in-
nerhalb der Systemeinheit zurtickgehalten werden kann, wird Ublicherweise kein Auslal® aus der Systemein-
heit vorgesehen, durch den die Probe das System verlassen kdnnte. Nach Vollendung der Analyse kann eine
solche Systemeinheit sicher entsorgt oder neu aufbereitet werden, unabhangig von der Natur der Probe oder
jeder chemischen Komponente, die der Probe beigefligt wurde.

B — System, das in einer entsorgbaren Einheit enthalten ist, zur Probenentnahme grofRer Volumina, die durch
mehrere Messungen analysiert werden

[0223] Fureinige Zwecke kann es interessant sein, relativ gro3e Volumina an Probenmaterial durch verschie-
dene Messungen einer Anzahl individueller Proben, die aus einem gré3eren Volumen enthommen werden,
messen zu kénnen. Dies kann z. B. eintreffen, wenn die mégliche Anwesenheit und, falls vorhanden, die Kon-
zentration von Bakterien bewertet werden, die zu einem Ausschlu? des Produkts fiihren, selbst wenn sie le-
diglich in sehr geringer Anzahl vorhanden sind, beispielsweise Salmonellen. In einem solchen Fall kann. es
von Interesse sein, eine kleine oder groRe Serie von Messungen mit Proben von "normalem Volumen" durch-
zuflihren, die aus einem gréReren, aber wohldefinierten Volumen an Probenmaterial entnommen wurden, und
anschlieBend optional die Ergebnisse von der kleinen oder gréfleren Serie mit normalem Volumen auf das
wohldefinierte groRere Volumen zu tbertragen. Gemal der vorliegenden Erfindung kann dies durchgefiihrt
werden unter Verwendung eines Systems, das in einer entfernbaren und entsorgbaren Einheit enthalten ist,
oder in einer Einheit, die zur Wiederverwendung erneuert werden kann. Es gibt mehrere Vorteile eines solchen
Systems, einschlieBlich: Verbesserte Sensitivitat und Prazision aufgrund von mehreren Messungen und da-
durch Messung eines gréReren Gesamtvolumens, Eliminierung eines stationaren FluRsystems, das Wartung
wie z. B. Reinigung bendtigt, die Moéglichkeit, in der Lage zu sein, einmal eine Probe zu entnehmen und dann
mehrere Male zu messen, ohne weitere Handhabung der Probe, was die Handhabung von gefahrlichem Ma-
terial sicherer macht.

[0224] Eine derartige Systemeinheit 610 kann auf folgenden Komponenten basieren: Ein Einla 601, durch
den die Probe in die Systemeinheit eingeflihrt werden kann, vorzugsweise ein Ventil 603, das nahe zum Einlal3
angeordnet ist oder in den Einlal} integriert ist und es der flissigen Probe ermdglicht, lediglich in eine Richtung
zu flieRen, vorzugsweise ein chemischer Behalter 604 zur Beifiigung von chemischen Komponenten, vorzugs-
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weise eine Mischkammer oder ein Verteiler 605, der es ermdglicht, dall die Probe und jede beliebige chemi-
sche Komponente vermischt werden, und der ein Volumen aufweist, das wenigstens dem Volumen der groRen
Probe mit beigefiigten chemischen Komponenten entspricht, ein Probenbehéltnis 606 von "normalem Volu-
men", in dem die Messung jedes Signals von der Probe aufeinanderfolgend in einer Reihe von Proben durch-
gefuhrt wird, die der groRen Probe entnommen wurden, ein Ventil 607, das den Fluf3 der individuellen Probe
durch das Probenbehaltnis steuert, und schlie3lich eine Pumpe 608, die in Verbindung mit den individuellen
Messungen in der Lage ist, zumindest einen Teil der Probe, die in der Mischkammer enthalten ist, fir die Mes-
sung zum Probenbehaltnis durchzulassen, wobei die Pumpe vorzugsweise die Kapazitat besitzt, zumindest
das Volumen der Probe, das durch den Einlal® hindurchtritt, in einem Modus des Eintritts einer groRen Probe
zurlickzuhalten.

[0225] Das System wirde die Steuerung zumindest eines Ventils und/oder einer Pumpe bendétigen, die es er-
madglichen, dall unterschiedliche Teile der Probe gleichzeitig analysiert werden.

C - System, das in einer entsorgbaren Einheit enthalten ist, zur Probenentnahme grofer Volumina, die durch
eine einzelne Messung analysiert werden

[0226] Es ist oftmals von Interesse, ein groRes Volumen einer Probe messen zu kénnen. Dies kann auch
durchgefiihrt werden unter Verwendung eines Systems, das in einer entfernbaren und entsorgbaren Einheit
enthalten ist, oder einer Einheit; die erneuert werden kann. Der Vorteil eines solchen Systems wirde beinhal-
ten: Verbesserte Sensitivitat und Prazision aufgrund der Messung eines grof3en Volumens, Eliminierung eines
stationaren FluBsystems, das Wartung wie Reinigung bendtigen wiirde, die Mdglichkeit, Proben entnehmen
und messen zu kénnen, ohne weitere Handhabung einer Probe, was die Handhabung von gefahrlichem Ma-
terial sicherer macht.

[0227] Eine derartige Systemeinheit 610 konnte auf den folgenden Komponenten basieren: Ein Einlaf3 601,
durch den die Probe in die Systemeinheit eingefiihrt wird, vorzugsweise eine Pumpe 602 oder ein Ventil 603,
angeordnet nahe zum Einlaf} oder in den Einlal integriert, wodurch die flissige Probe lediglich in einer Rich-
tung flieRen kann und die Probe zu einer Vorrichtung 605 geleitet wird, die ein Partikel zuriickhalten kann, vor-
zugsweise eine Behaltervorrichtung, die zumindest das Volumen der Probe, die durch den Einlaf3 hindurchtritt,
beinhalten kann, oder verbunden mit einem Auslal 609 es der Probe ermdglicht, die Systemeinheit zu verlas-
sen, vorzugsweise ein chemischer Behalter 604 fir jede Beifligung chemischer Komponenten, die mit der Vor-
richtung zum Zuriickhalten von Partikeln verbunden ist, vorzugsweise eine Mischkammer oder ein Verteiler
605, der es ermoglicht, die Probe und jede chemikalische Komponente zu vermischen, ein Probenbehaltnis
606, in dem eine Messung jedes Signals von der Probe durchgefihrt wird, ein Ventil 607, das den Flu® der
Probe durch das Probenbehaltnis steuert, vorzugsweise ein Ventil, das Gas oder Luft frei hindurchtreten a3,
aber im wesentlichen irreversibel schlie3t, wenn es in Kontakt mit der Probe kommt, und schlief3lich eine Pum-
pe 608, die in der Lage ist, zumindest einen Teil der Probe, die in der Vorrichtung zum Zuriickhalten von Par-
tikeln enthalten ist, durch den Behalter fir chemische Komponenten zur Messung in das Probenbehaltnis
durchzulassen.

[0228] Mit einer geringen Veranderung in der Anordnung der Komponenten ware es moglich, das Signal der
Partikel in der Probe zu messen, wahrend sie auf oder in der Vorrichtung zum Zuruckhalten von Partikeln zu-
rickgehalten werden. Eine mdgliche Anordnung kénnte es sein, die Vorrichtung zum Zurtickhalten von Parti-
keln in der Probeneinheit aufzunehmen, und die Probe durch die Probeneinheit hindurchtreten zu lassen. Dann
wirde vorzugsweise jede chemische Komponente durch oder in das Probenbehaltnis eintreten, wodurch die
Vermischung mit jedem zuriickgehaltenen Partikel ermoéglicht wird, und schlieRlich wiirde die Messung durch-
gefuhrt.

D — Stationares System zur Messung mehrerer Proben

[0229] In vielen Anwendungen ware es von Interesse, mehr als eine Probe ohne die Ersetzung eines Teils
des FluRsystems zwischen den Analysen messen zu kdnnen. Ein solches System ware normalerweise ein sta-
tionarer Teil eines analytischen Instruments.

[0230] Ein derartiges System konnte wie folgt aufgebaut sein: Ein Einla 601, durch den die Probe in das Sys-
tem eintritt und eine Pumpe 602 zur Erzeugung des Flusses fiir die Probe, vorzugsweise ein Ventil 603 zum
Steuern des Flusses, vorzugsweise ein Behalter flir chemische Komponenten 604, der vorzugsweise chemi-
sche Komponenten fir die Messung von mehr als einer Probe enthalten kann, vorzugsweise eine Mischkam-
mer 605 zum Vermischen der Probe und jeder chemischen Komponente, ein Probenbehaltnis 606 zur Mes-
sung eines Signals der Probe, vorzugsweise ein Ventil 607, das den Flu der Probe durch das Probenbehaltnis
steuert, und einen Auslaf} 609, durch den die Probe das System verlafidt.
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Beispiel 5

Entsorgbare Mel3- und Probenentnahmeeinheit fir die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem
Milchvolumen

[0231] Die Komponenten eines Systems, das fur die Bewertung somatischer Zellen in Milch verwendet wer-
den kann, sind in Fig. 7 gezeigt:

[0232] Ein Einlal 701, durch den die Probe in das System gelangt, ein Behalter 702, der vor der Analyse Re-
agenzien enthalt, ein Behalter 703, der eine im wesentlichen homogene Vermischung der Milch mit den Rea-
genzien ermoglicht, ein Probenbehaltnis 704, ein Ventil 705, das den Flul? vom Probenbehaltnis steuert, eine
Kolbenpumpe, die Vakuum produziert, bestehend aus einer Kammer 706 mit einer Verbindung zum System
und der Auflenumgebung, und einem Kolben 707, der derartige Dimensionen aufweist, dal® er eng in die Kam-
mer paldt, wodurch ein geringer Druck auf die Seite des FluRRsystems der Pumpenkammer ausgetibt wird, wenn
der Kolben in die Kammer hineinbewegt wird.

[0233] Vor der Analyse wird der Probeneinlal in die zu analysierende Milchprobe eingetaucht. Wahrend der
Probeneinlal® in die Milchprobe eingetaucht wird, wird die Probe in das System der entsorgbaren Mel3- und
Probenentnahmeeinheit eingespeist, indem der Kolben zumindest teilweise in die Pumpenkammer hineinbe-
wegt wird. Das produzierte Vakuum sollte so grof3 sein, dal® die Milchprobe durch den Behalter mit den Rea-
genzien flie3t, wodurch zumindest ein Teil der im Behalter vorhandenen Reagenzien aufgeldst oder in Suspen-
sion gebracht wird, woraufhin die Milchprobe in den Mischbehalter flief3t.

[0234] Vorzugsweise weist der Mischbehalter ein ausreichend grofRes Volumen auf, um sicherzustellen, daf}
er lediglich teilweise mit der Milch und allen Reagenzien, die aufgeldst oder in Suspension gebracht werden,
gefllt wird, wodurch es erméglicht wird, daf3 der Inhalt der Mischbehalterkammer frei in die Kammer flief3t und
somit effektiv vermischt werden kann.

[0235] Nachdem der Mischvorgang abgeschlossen ist, wird der Kolben weiter in die Pumpenkammer hinein-
bewegt, wodurch ein Vakuum produziert wird, das in der Lage ist, die Milchprobe in das Probenbehaltnis ein-
treten zu lassen, und noch weiter in das Ventil hinein, das aufgrund des Kontakts mit der Probe schlief3t, wo-
durch im wesentlichen der Flul der Probe durch das Probenbehaltnis angehalten wird.

[0236] Die Abmessung des Reagenzienbehalters sollte adaquat sein, um die Speicherung der verwendeten
Reagenzien zu erlauben, beispielsweise 2 mg Triton X 100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol) und 5 ug Pro-
pidiumjodid (CAS-25535-16-4). Die Form des leeren Raums innerhalb des Reagenzienbehalters sollte vor-
zugsweise derart sein, dal} die Auflésung oder Suspension der Reagenzien, die vor der Analyse in dem Be-
halter enthalten sind, verstarkt wird.

[0237] Der Mischbehalter hat ein Volumen von etwa 200 pl, abhangig von der Gesamtmenge an Milch, die fir
die Analyse verwendet wird. Die Form des leeren Raums des Mischbehalters sollte derart sein, dal} es jeder
Flissigkeit erlaubt wird, von einer Begrenzung zur anderen zu flie3en, wodurch eine gute Vermischung ge-
wahrleistet wird.

[0238] Das Probenbehaltnis besteht aus zwei im wesentlichen parallelen Ebenen, die einen leeren Raum mit
etwa den Abmessungen 10 x 10 x 0.07 mm (Hohe, Breite, Tiefe) bilden. Abhangig von dem Verfahren, das fur
die Produktion der Einheit verwendet wird, ist dann entweder die durchschnittliche Tiefe des Probenbehaltnis-
ses im wesentlichen identisch fir alle individuellen entsorgbaren MelR- und Probenentnahmeeinheiten, wo-
durch reproduzierbare Volumina von Milch wahrend der Analyse im Probenbehaltnis vorhanden sind, oder es
ist moglich, jede individuelle entsorgbare Mel3- und Probenentnahmeeinheit zu kennzeichnen, wobei das
Kennzeichen die ungefahre Tiefe des Probenbehaltnisses identifiziert, so dal® es moglich ist, dal} die Gerat-
schaft die Bewertung somatischer Zellen in Milch fur variierende Tiefen des Probenbehéltnisses ausgleicht.
[0239] Das Ventil, welches in der entsorgbaren Mef3- und Probenentnahmeeinheit verwendet wird, ist derge-
stalt, dafl3 es in der Lage ist, Luft hindurchzulassen, bis es in Kontakt mit einer Flissigkeit kommt. Wenn eine
Flussigkeit in Kontakt mit dem Ventil kommt, wird es im wesentlichen irreversibel geschlossen, so daf} weder
Flussigkeit noch Luft hindurchtreten kénnen. Ein solches Ventil kann unter Verwendung von Fasermaterial der
Porex Technologies GmbH, Deutschland (XM-1378, EDP#NS-7002) konstruiert werden.

Beispiel 6
Instrument fur die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen
[0240] Fig. 8 zeigt ein Instrument, das fiir die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Volumen
einer Milchprobe verwendet werden kann. Das Instrument wird entweder durch eine externe Stromquelle 801
betrieben, oder durch eine interne Stromquelle wie einen wiederaufladbaren Bleiakkumulator 803 (12V, 2.2

Ah), hergestellt durch Wetronic Inc. (WE12-2.2).
[0241] Die Stromversorgung/Batterie 802 versorgt die unterschiedlichen Einheiten des Instruments. Die

30/62



DE 698 12 928 T2 2004.03.04

Stromversorgung kann Strom aus einer externen oder internen Stromquelle beziehen, und kann wahrend der
Betatigung zwischen zwei Quellen hin- und herschalten. Es ist moglich, den Stromverbrauch zu verringern,
wenn das Instrument in Bereitschaft ist.

[0242] Die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen wird durchgeflhrt, indem ein Fluoreszenzsignal detek-
tiert wird, das von einem Fluorochrom stammt, welches in somatischen Zellen, die in dem Probenbehaltnis 807
vorhanden sind, gebunden ist. Das Probenbehaltnis wird durch zwei im wesentlichen parallele Ebenen eines
durchlassigen Materials gebildet, so dall ein Behaltnis mit Dimensionen von etwa 10 x 10 x 0.7 mm (Hohe,
Breite, Tiefe) geformt wird.

[0243] Die Fluoreszenz wird erzeugt, indem Licht hoher Energie (Erregerlicht einer Wellenlange von 550 nm
oder weniger) durch das Probenbehaltnis geschickt wird, mit einer Richtung auf das Detektormodul 811 zu. Die
Quelle 804 des Erregerlichts kann entweder eine Halogenlampe des Typs OSRAM-64255 (8V, 20W photoop-
tische Lampe) oder eine Anzahl lichtemittierender Dioden sein, beispielsweise vier oder mehr, des Typs
NSPG-500S oder NSPE-590S (Nichia Chemical Industries Lid., Japan).

[0244] Um im wesentlichen jede Komponente aus dem Erregerlicht mit einer Wellenlange von Gber 550 nm
zu entfernen, damit sie nicht das Probenbehaltnis erreicht, wird ein optischer Filter 805 in den Lichtweg einge-
fugt. Dieser Filter ist vom Typ Ferroperm SWP550, ein doppelseitiger Interferenzfilter auf einem 2 mm Substrat
(Hoya, CM-500), der Infrarotstrahlung absorbiert.

[0245] Um weiter zu verhindern, daB Infrarotstrahlung das Probenbehaltnis erreicht, wird ein warmeabsorbie-
render Filter 806 in den Lichtweg eingefiigt. Dieser Filter ist vom Typ Schott KG5 oder KG3 (3 mm dick). Dieser
Filter kann weggelassen werden, wenn lichtemittierende Dioden als Lichtquelle verwendet werden.

[0246] Das Licht, das vom Probenbehaltnis emittiert wird, wird unter Verwendung von zumindest einer Linse
808 auf die Sensoren des Detektormoduls fokussiert. Diese Linse ist ein Standardviertachmikroskopobjektiv
mit einer numerischen Apertur von 0.10 (vertrieben durch G. J. Carl Hansens Eftf., Danemark). Die Linse ist
derart angeordnet, dal} sie eine Abbildung eines Objekts im Probenbehaltnis auf den Sensoren des Detektor-
moduls liefert, die im wesentlichen dieselbe Grofe hat wie das Originalobjekt (Vergrofierung etwa einfach).
[0247] Um zu verhindern, dal} im wesentlichen jedes Licht mit einer Wellenlange von unter 575 nm das De-
tektormodul vom Probenbehaltnis aus erreicht, wird ein optischer Filter 809 in den Lichtweg eingeflihrt. Dieser
Filter ist vom Typ Schott OG590 (3 mm dick).

[0248] Um weiterhin zu verhindern, daB Infrarotstrahlung das Detektorsystem erreicht, wird ein warmeabsor-
bierender Filter 810 im Lichtweg angeordnet. Der Filter ist vom Typ Schott KG5 oder KG3 (3 mm dick). Dieser
Filter kann weggelassen werden wenn lichtemittierende Dioden als Lichtquelle verwendet werden.

[0249] Das gefilterte Licht aus dem Probenbehaltnis wird durch ein CCD-Element 811 des Typs GCA325KBL
(vertrieben von L&G Semicon) detektiert. Das CCD-Element ist ausgestattet mit 510 x 492 Detektorelementen.
[0250] Die elektrische Information vom CCD-Element wird verstarkt und von einem Analog/Digitalwandlermo-
dul 812 (ADC) gemessen.

[0251] Die Betatigung des Instruments wird durch eine Computereinheit 813 gesteuert. Der Computer ist ein
Motorola DSP56824 16 Bit Digitalsignalprozessor, ausgestattet mit einer nichtfliichtigen Speicherkapazitat fur
eine Langzeitspeicherung (EEPROM) und einer fliichtigen Speicherkapazitat (RAM). Der Computer sammelt
Informationen Gber die gemessene Lichtintensitat jedes Detektorelements der CCD-Anordnung vom ADC-Mo-
dul und verwendet diese zur Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in der Milchprobe, die im Probenbehalt-
nis vorhanden ist. Das Computermodul ist mit einer Echtzeituhr ausgestattet.

[0252] Das Ergebnis der Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in der Milchprobe wird auf einem Display
815 des Typs MDLS16166-3V (vertrieben von Varitronix) angezeigt.

[0253] Das Ergebnis der Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in der Milchprobe kann auch unter Ver-
wendung des Ausgangsports 816 an einen externen Computer (nicht gezeigt) Gibermittelt werden.

[0254] Der Benutzer des Instruments kann dessen Betatigung steuern und relevante Informationen durch
eine Ansammlung von Tasten, die ein Tastenpad 814 bilden, eingeben. Das Tastenpad ist ein Modul mit 16
Tasten vom Typ ECO 16250 06 SP.

Beispiel 7
Instrument zur Bewertung der Anzahl von Bakterien in einem Volumen einer wassrigen Probe

[0255] Fig. 8 zeigt ein Instrument, das fiir die Bewertung der Anzahl von Bakterien in einem Volumen einer
wassrigen Probe verwendet werden kann. Das Instrument wird entweder durch eine externe Stromquelle 801
oder eine interne Stromquelle wie einen aufladbaren Bleiakkumulator 803 (12 V, 2.2 Ah) betrieben, hergestellt
durch Wetronic Inc. (WE21-2.2).

[0256] Die Stromversorgung/Batterie 802 versorgt die verschiedenen Einheiten des Instruments. Die Strom-
versorgung kann Strom entweder von einer externen oder der internen Stromquelle beziehen, und sie kann
zwischen den zwei Quellen wahrend der Betatigung hin- und herschalten. Es ist méglich, den Stromverbrauch
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zu verringern, wenn das Instrument in Bereitschaft ist.

[0257] Die Bewertung der Anzahl an Bakterien wird durchgefiihrt, indem ein Fluoreszenzsignal, das von ei-
nem Fluorochrom stammt, welches an DNA gebunden ist, die sich im Probenbehaltnis 807 befindet, detektiert
wird. Das Probenbehaltnis wird definiert durch zwei im wesentlichen parallele Ebenen von durchlassigem Ma-
terial, wodurch ein Behaltnis mit Dimensionen von etwa 10 x 10 x 0.7 mm (Hbéhe, Breite, Tiefe) geformt wird.
[0258] Die Fluoreszenz wird erzeugt, indem Licht hoher Energie (Erregerlicht mit einer Wellenlange von 550
nm oder weniger) durch das Probenbehaltnis geleitet wird, mit einer Richtung hin zum Detektormodul 811. Die
Quelle 804 des Erregerlichts kann. entweder eine Halogenlampe des Typs OSRAM-64255 (8V, 20W photoop-
tische Lampe) oder eine Anzahl lichtemittierender Dioden sein, beispielsweise vier oder mehr, des Typs
NSPG-500S oder NSPE-590S (Nichia Chemical Industries Ltd., Japan).

[0259] Um im wesentlichen jede Komponente aus dem Erregerlicht mit einer Wellenlange von Gber 550 nm
zu entfernen, damit sie nicht das Probenbehaltnis erreicht, wird ein optischer Filter 805 in den Lichtweg einge-
fuhrt. Dieser Filter ist vom Typ Ferroperm SWP550, ein doppelseitiger Interferenzfilter auf einem 2 mm Substrat
(Hoya, CM-500), der Infrarotstrahlung absorbiert.

[0260] Um weiterhin zu verhindern, daB Infrarotstrahlung das Probenbehaltnis erreicht, wird ein warmeabsor-
bierender Filter 806 im Lichtweg angeordnet. Dieser Filter ist vom Typ Schott KG5 oder KG3 (3 mm dick). Die-
ser Filter kann weggelassen werden, wenn lichtemittierende Dioden als Lichtquelle verwendet werden.
[0261] Das Licht, das vom Probenbehaltnis emittiert wird, wird auf die Sensoren des Detektormoduls unter
Verwendung einer Linse 808 fokussiert Diese Linse kann ein Standardvierfachmikroskopobjektiv mit einer nu-
merischen Apertur von 0.10 sein (vertrieben von G. J: Carl Hansens Eftf., Danemark), oder ein Standardzehn-
fachmikroskopobjektiv. Die Linse ist derart angeordnet, daf? sie eine Abbildung eines Objekts im Probenbehalt-
nis auf die Sensoren des Detektormoduls liefert, die im wesentlichen vier bis sechsmal so gro} ist wie das Ori-
ginalobjekt (Vergrofierung etwa zwischen vierfach und sechsfach).

[0262] Um zu verhindern, dafl® vom Probenbehaltnis emittiertes Licht mit einer Wellenlange von unter 575 nm
das Detektormodul erreicht, wird ein optischer Filter 809 in den Lichtweg eingefihrt. Dieser Filter ist vom Typ
Schott 0G590 (3 mm dick).

[0263] Um weiterhin zu verhindern, daB Infrarotstrahlung das Detektorsystem erreicht, wird ein warmeabsor-
bierender Filter 810 im Lichtweg angeordnet. Dieser Filter ist vom Typ Schott KG5 oder KG3 (3 mm dick). Die-
ser Filter kann weggelassen werden, wenn lichtemittierende Dioden als Lichtquelle verwendet werden.
[0264] Das gefilterte Licht aus dem Probenbehaltnis wird durch eine CCD-Anordnung 811 des Typs
GCA325KBL (vertrieben von L & G Semicom) detektiert. Die CCD-Anordnung ist mit 510 x 492 Detektorele-
menten ausgestattet.

[0265] Die elektrische Information von der CCD-Anordnung wird verstarkt und von einem Analog/Digitalwand-
ler 812 (ADC) gemessen.

[0266] Die Betatigung des Instruments wird durch eine Computereinheit 813 gesteuert. Der Computer ist ein
Motorola DSP56824 16 Bit Digitalsignalprozessor, ausgestattet mit einer nichtfliichtigen Speicherkapazitat zur
Langzeitspeicherung (EEPROM) und einer flichtigen Speicherkapazitat (RAM). Der Computer sammelt Infor-
mationen Uber die gemessene Lichtintensitat jedes Detektorelements von der CCD-Anordnung vom ADC-Mo-
dul und verwendet diese zur Bewertung der Anzahl von Bakterien in einem Volumen der wassrigen Probe, die
im Probenbehaltnis vorhanden ist. Das Computermodul ist mit einer Echtzeituhr ausgestattet.

[0267] Das Ergebnis der Bewertung der Anzahl von Bakterien in einem Volumen der wassrigen Probe wird
auf einem Display 815 des Typs MDLS16166-3 V (vertrieben von Varitronix) angezeigt.

[0268] Das Ergebnis der Bewertung der Anzahl von Bakterien in einem Volumen einer wassrigen Probe kann
auch unter Verwendung des Ausgangsports 816 an einen externen Computer (nicht gezeigt) tbermittelt wer-
den.

[0269] Der Benutzer des Instruments kann dessen Betatigung steuern und kann relevante Informationen
durch eine Ansammlung von Tasten, die ein Tastenpad 814 bilden, eingeben. Das Tastenpad ist ein aus 16
Tasten bestehendes Modul des Typs ECO 16250 06 SP.

Beispiel 8

Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen gemaf der vorliegenden Erfindung vergli-
chen mit den Ergebnissen eines Routine-Instruments

[0270] Das Ergebnis der Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen gemaR der vorlie-
genden Erfindung wurde mit den Ergebnissen verglichen, die von einem Fosso-Matic 400 Routine-Instrument
(Foss Electric, Danemark) erhalten wurden.

[0271] 191 Milchproben von individuellen Kiihen wurden auf dem FossoMatic-Instrument nach den Anwei-
sungen gemessen, die durch die Hersteller vorgegeben wurden (Foss Electric, Danemark).

[0272] Nach Vollendung der Messung auf dem FossoMatic-Gerat wurde ein 1 ml (£ 2%)-Teil der verbleiben-
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den Probe genommen und mit 1 ml (x 1 %) einer wassrigen Reagenslosung vermischt, was zu einer Milchlo-
sung mit einem Gehalt von 0.25% (w/v) Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyyethanol) und 25ug/ml Propi-
diumjodid (CAS-25535-16-4) filhrte.

[0273] Die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen wurde auf einem Instrument ge-
malf der vorliegenden Erfindung durchgefiihrt, das mit einem Erregermodul ausgestattet war, welches eine Ha-
logenlichtquelle aufwies, OSRAM - 64255 (8 V, 20 W photooptische Lampe), einen optischen Filter, Ferroperm
SWP550 (doppelseitiger Interferenzfilter auf einem 2 mm Substrat (Hoye, BG-39), der Infrarotstrahlung absor-
biert) und einen warmeabsorbierenden Filter (Schott KGS, 3 mm dick), und ein Detektormodul mit einer Fo-
kussierlinse, ein Standardvierfachmikroskopobjektiv mit einer numerischen Apertur von 0.10, derart angeord-
net, dal} eine VergréRerung von etwa einfach auf den Sensorelementen geliefert wird, einen optischen Filter
(Schott OG590, 3 mm dick), und einen warmeabsorbierenden Filter, Schott KG5 (3 mm dick), sowie einen
CCD-Detektor, SONY-CX 045 BL.

[0274] Ein Teil der Milchlésung wurde zwischen zwei im wesentlichen parallelen Glasplatten plaziert, die etwa
in der Fokussierebene des Detektormoduls angeordnet waren, und durch Erregerlicht, das von einem Erreger-
modul emittiert wurde, bestrahlt. Die Entfernung zwischen den beiden parallelen Glasplatten betrug etwa 100
pum. Das Volumen, das durch das Detektormodul detektiert wurde, definiert durch die GréRe der CCD-Anord-
nung, der verwendeten VergréRerung und der Entfernung zwischen den parallelen Glasplatten, war etwa 1 pl
und enthielt somit etwa 0.5 pl Milch.

[0275] Das Probenbehaltnis war eine Zelle stationaren Flusses. Die Milchldsung wurde unter Verwendung ei-
ner peristaltischen Pumpe, die stromabwarts vom Probenbehaltnis angeordnet war, in das Probenbehaltnis
eingefiuhrt. Um die Bewegung der Probe innerhalb des Probenbehaltnisses zu reduzieren, wurde unmittelbar
angrenzend zum Probenbehaltnis ein Ventil in das FluRsystem eingefihrt.

[0276] Jede Beobachtung basierte auf der Messung von zwei Teilen der Milchlésung. Die beiden Messungen
wurden derart behandelt, daR die zweite Messung numerisch von der ersten Messung subtrahiert wurde, wo-
bei alle Werte beseitigt wurden, die ein negatives Ergebnis lieferten, indem sie auf Null gesetzt wurden. Die
Anzahl somatischer Zellen, die in jeder Beobachtung dargestellt wurde, wurde bestimmt durch Identifizierung
und Zahlen der Anzahl von "Ausschlagen" in der resultierenden Beobachtung.

[0277] Die Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen wurde geliefert als die Anzahl
der gezahlten Ausschlage in zwei Beobachtungen von derselben Probenlésung, und somit dargestellt als die
Anzahl somatischer Zellen pro 1 pl Milch.

[0278] Die Ergebnisse, die durch die zwei Methoden erhalten wurden, sind in Fig. 9 als Graph der Bewertung
gemal der vorliegenden Erfindung (gekennzeichnet mit "Zellenzahler") Gber die Ergebnisse, die durch das
FossoMatic-Instrument erhalten wurden, aufgetragen. Fig. 9A zeigt den Graphen des Ergebnisses der 191
Proben. Fig. 9B zeigt das Ergebnis, das erhalten wird, wenn diejenigen Proben bertcksichtigt werden, die eine
geschatzte Anzahl somatischer Zellen von weniger als 400 Zellen/ul aufweisen.

Folgerung

[0279] Die Folgerung aus dem oben beschriebenen Test ist, wie in Fig. 9 gezeigt, dal die Bewertung der An-
zahl somatischer Zellen in Milch nach der vorliegenden Erfindung im allgemeinen in guter Ubereinstimmung
mit den durch das FossoMatic-Instrument erhaltenen Ergebnissen steht.

Beispiel 9

Auswirkung der Konzentration von Fluorochrom auf die Bewertung biologischer Partikel in einem streuenden
biologischen Probenmaterial gemaR der vorliegenden Erfindung

[0280] Wenn die Bewertung biologischer Partikel in einem biologischen Probenmaterial gemaf der vorliegen-
den Erfindung durchgefuhrt wird, ist es oftmals von Interesse, das Volumen der Probenldsung, die analysiert
wird, zu maximieren. Dies kann beispielsweise erzielt werden durch Erhéhung der Tiefe der zu analysierenden
Probe.

[0281] Von der Begrenzung durch eine effektive Fokussiertiefe abgesehen kann eine streuende oder ab-
schwachende Eigenschaft der zu analysierenden Probe die effektive Tiefe der Probe begrenzen.

[0282] Wenn die Analyseproben eine gro3e Anzahl an Partikeln oder anderer Konstituenten enthalten, die in
der Lage sind, Streuung oder eine andere Abschwachung eines zu messenden Signals hervorzurufen, kann
dies die effektive Tiefe der Probe begrenzen. Der Grund hierfir kann sein, da® jedes Signal, das von einem
Partikel stammt, welches relativ tief in der Probe angeordnet ist, abgeschwacht wird, wahrend es in Richtung
der Grenzen der Probe fortschreitet.

[0283] Ein solches Probenmaterial ist Milch. Milch enthalt sowohl eine grof3e Anzahl an Fetttropfchen als auch
an Proteinmizellen. Als ein Ergebnis hiervon ist Milch ein hochgradig streuendes Medium.

33/62



DE 698 12 928 T2 2004.03.04

[0284] Bei der Bewertung der Anzahl somatischer Zellen in einem Milchvolumen unter Verwendung eines
Verfahrens auf der Basis der Messung eines Fluoreszenzsignals der Probe kénnen die streuenden Eigen-
schaften von Milch die effektive Tiefe der zu analysierenden Probe einschranken. Dies erfolgt teilweise wegen
der Abschwachung jedes Signals, das von Zellen stammt, die tief in der Probe angeordnet sind, aber auch auf-
grund der Tatsache, daf} die Veranderungen im Hintergrundsignal, verursacht durch jedes beliebige Fluoro-
chrommolekdl in freier Form, ansteigen, wodurch es schwieriger wird, die Signale zu identifizieren, die von den
somatischen Zellen stammen.

[0285] Das vorliegende Beispiel illustriert die Auswirkung der Konzentration von Fluorochrom auf die Anzahl
somatischer Zellen, die in einer Milchprobe identifiziert werden kénnen. Die Probe stammte von einer einzigen
Kuh und war mit Bronopol konserviert. Die geschatzte Anzahl somatischer Zellen in der Probe lief3 vermuten,
dafl zwischen 1150 und 1200 Objekten unter den vorliegenden Bedingungen gezahlt werden sollten.

[0286] Die Probe wurde in einer MeRRzelle gemessen, die aus zwei im wesentlichen parallelen Glasplatten be-
stand, getrennt durch eine Entfernung von etwa 1100 um, was die Tiefe der Probe reprasentiert. Zwei Messun-
gen von unterschiedlichen Teilen der Probe wurden gemacht, und die resultierende Abbildung wurde herge-
stellt, indem die spatere Messung von der ersten Messung subtrahiert wurde und anschlieRend diejenigen Er-
gebnisse, die negativ waren, mit dem Wert —1 multipliziert wurden, um eine Endabbildung zu produzieren, die
komplett aus Werten bestand, die gréRer oder gleich Null waren.

[0287] Reagenzien wurden der Milchprobe beigefligt, in einer Menge von etwa 5% des Volumens der zu ana-
lysierenden Probe (was zu einer effektiven Dicke der Milch aquivalent zu etwa 95 ym flihrte). Die Reagenzien
enthielten Triton X100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol), was zu einer letztendlichen Konzentration von
0.24% (wl/v) fuhrte, und Propidiumjodid (CAS-25535-16-4) als Fluorochrom, was zu einer letztendlichen Kon-
zentration im Bereich zwischen 89 und 2.4 pg/ml fuhrte. Um das reduzierte Signal hinsichtlich der Verringerung
der Konzentration von Propidiumjodid auszugleichen, wurde die elektronische Verstarkung des Detektorsys-
tems entsprechend angepal’t.

[0288] Das Ergebnis des Experiments ist in Fig. 10 dargestellt, die einen Graphen der Anzahl von Objekten,
die gezahlt wurden, Uber die Konzentration von Propidiumjodid zeigt.

Folgerung

[0289] Die Folgerung aus der oben beschriebenen Untersuchung ist, dal} es mdglich sein kann, die Tiefe der
zu analysierenden Probe durch Reduktion der Konzentration des Fluorochroms zu erhéhen, wenn die Mef3-
proben streuende Eigenschaften aufweisen.

Beispiel 10
Verarbeitung einer zweidimensionalen Abbildung

[0290] Das Ergebnis der Messung von Signalen von Partikeln durch eine Anordnung von Detektorelementen,
wie CCD-Elementen, z. B. SONY-CX 045 BL, gemalR der vorliegenden Erfindung, kann als zweidimensionale
Abbildung visualisiert werden, wobei die Intensitat jedes Detektorelements durch eine Dichte oder eine Farbe
reprasentiert werden kann.

[0291] Fig. 11A liefert eine Darstellung eines Segments einer Abbildung von einer Messung somatischer Zel-
len in Milch. Die Intensitaten, auf denen Fig. 11A basiert, sind in Tabelle 1 unten angegeben. In Fig. 11 wird
die Intensitat durch graue Schatten dargestellt, so dal} eine geringe Intensitat einen leichteren Schatten und
eine hohe Intensitat einen dunkleren Schatten zeigt.

[0292] Unter der Annahme, dal} jede somatische Zelle eine Abbildung erzeugt, die eine GréRe von etwa 2 x
2 Detektorelementen besitzt, kdnnen wir die Anzahl somatischer Zellen, die in Fig. 11A dargestellt werden, auf
etwa 10 schatzen.

[0293] Das Ziel, einen Computer zu besitzen, der die Anzahl von Partikeln, die in einer Messung reprasentiert
werden, bestimmt, beinhaltet die Konstruktion eines Satzes von Regeln oder Instruktionen fir den Computer,
bei deren Anwendung auf das Ergebnis einer Messung eine Einschatzung der Anzahl an Objekten abgegeben
werden kann.

[0294] Eine einfache derartige Regel kdnnte es sein, die Anzahl von Detektorelementen zu identifizieren, die
eine Intensitat oberhalb eines vorgegebenen Grenzwerts aufweisen. Unter der Annahme, dal} jedes Objekt im
Durchschnitt durch eine Intensitat in einer vorgegebenen Anzahl von Detektorelementen reprasentiert wird,
kann die Anzahl von identifizierten Detektorelementen eingestellt werden, um eine Schatzung der Anzahl von
Objekten abzugeben. Ein solches Verfahren hangt davon ab, daf3 eine annahernd korrekte Schatzung der Gro-
Re der Abbildung eines Objekts erhaltlich ist.

[0295] Im Folgenden wird eine Vorbearbeitung der Abbildung dargestellt, die die zuvor dargestellte Methode
der Bewertung weniger abhangig macht von der Gro3e einer Abbildung eines Objekts. Die Auswirkung der Be-
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arbeitung ist es, die Intensitatsinformationen in einer vorgegebenen Region der Abbildung auf eine im wesent-
lichen einzige Anzahl zu konzentrieren.

a) Der erste Schritt der Bearbeitung ist es, einen Bereich zu definieren, der eine Grof3e besitzt, die zumindest
ebenso grol ist wie die GrolRe der Abbildung eines Objekts, das detektiert werden soll. Im vorliegenden Bei-
spiel ist dieser Bereich von der GréRe 5 x 5 Detektorelemente, aber Bereiche unterschiedlicher Grofe kdnnen
abhangig von der Natur der Abbildung des zu analysierenden Objekts verwendet werden. Dieser Bereich ist
in dem zweidimensionalen Koordinatensystem angeordnet, das durch die Detektorelemente definiert wird. In
diesem Beispiel liegt der Bereich anfanglich in der oberen linken Ecke des Koordinatensystems. Fiir jeden sol-
chen Bereich wird ein Datenwert definiert, der den Wert beinhaltet, welcher den Bereich reprasentiert.

Der nachste Schritt ist, den Wert des Datenelements einzustellen, der den Bereich reprasentiert. Dies wird ge-
tan, indem zunachst der Intensitatsgradient um das Zentrum des Bereichs in Betracht gezogen wird, und an-
schlieRend die Intensitaten der Detektorelemente, die angrenzend an den Mittelpunkt des Bereichs angeord-
net sind, in Betracht gezogen werden. Es ist mdglich, die Reihenfolge dieser Schritte zu verandern. Dies liefert
unterschiedliche Ergebnisse, abhangig von der gewahlten Reihenfolge.

b) Die Untersuchung des Gradienten um den Mittelpunkt des Bereichs basiert auf der Untersuchung der Inten-
sitatswerte von zumindest zwei Detektorelementen. Im vorliegenden Beispiel schatzen wir die Intensitatswerte
von drei Detektorelementen einschlie3lich des Detektorelements, das im Mittelpunkt des Bereichs angeordnet
ist. Eine Gesamtzahl von acht Gradienten wird am Mittelpunkt des Bereichs und mit einer horizontalen, verti-
kalen oder diagonalen Richtung relativ zum Mittelpunkt des Bereichs entstehen.

[0296] Angenommen wird eine identifizierung der Detektorelemente wie folgt, wobei der Mittelpunkt des Be-
reichs als A identifiziert ist:

1 - 2. 3 4. 5

1 1] - B -|C
Bo Co ".

5 G - F - E

[0297] Die acht verschiedenen Gradienten werden durch die folgenden Detektorelemente definiert:

[A, By, B, [A, C,, Cl, [A, Dy, D], [A, Eq, EL [A, Fo, F1, [A, G, G, [A, Hy, HI, [A, 1y, 1].

[0298] Der Wert, der den Bereich reprasentiert, kann abhangig von dem Ergebnis des Gradiententests auf
unterschiedliche Weise eingestellt werden. Im vorliegenden Beispiel wird der Wert auf Null gesetzt, wenn einer
der folgenden Gradiententests erfiillt ist:

[0299] Der Wert des Bereichs ist Null, wenn

(A<BUND A<B,) ODER (A<CUND A <C,) ODER (A<D UND A <D,) ODER

(A<EUNDA<E, ODER (A<=FUNDA<F,) ODER (A<=G UND A < G,) ODER

(A<=HUNDA<H, ODER(A<IUNDA<I,)

[0300] Der Wert des Bereichs kann entweder getrennt fiir den Bereich gespeichert werden, oder er kann ver-
wendet werden, um den Wert des Detektorelements, das mit A identifiziert ist, zu ersetzen. Im vorliegenden
Beispiel wird der Wert des Bereichs verwendet, um den Wert von A zu ersetzen, und wird als der Intensitats-
wert des Detektorelements in der folgenden Analyse verwendet.

[0301] Wenn der vorherige Schritt vervollstandigt ist, wird ein neuer Bereich gemaf a) definiert.

[0302] Der neue Bereich ist ein einer unterschledlichen Position der Abbildung angeordnet. Im vor liegenden
Beispiel wird die Position des neuen Bereichs definiert, indem der Bereich in einer Spalte um zwei Zeilen nach
unten verschoben wird. Wenn das Ende der Spalte erreicht wurde, wird der nachste Bereich angeordnet, in-
dem zurilick zur ersten Zeile und zwei Spalten nach rechts gegangen wird. Der Bereich wird auf diese Weise
bewegt, bis im wesentlichen die gesamte Abbildung untersucht wurde.

¢) Wenn im wesentlichen die gesamte Abbildung geman b) untersucht wurde, beinhaltet der zweite Schritt bei
der Definition eines Werts, der den Bereich reprasentiert, eine Einstellung des Werts jedes Bereichs auf der
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Basis der Detektorelemente, die unmittelbar angrenzend an den Mittelpunktswert der Region angeordnet sind.
Im vorliegenden Beispiel wird dies getan, indem das Ergebnis der folgenden Ausdriicke auf den Wert jedes
Bereichs bertragen wird:

A=wenn (A>=B&A>=HUNDA>|&A>=C & A>=D)dann max(A, B,) sonst A)

A=wenn (A>=B&A>=C &A>=D)dann max (A, C,) sonst A)

A=wenn (A>=D&A>=B&A>=C&A>=E &A>=F)dann max (A, D,) sonst A)

A=wenn (A>D &A>E &A>F)dann max (A, E,) sonst A)

A=wenn (A>=F&A>D&A>E&A>G &A <H)dann max (A, F,) sonst A)

A=wenn (A>F &A>G & A>H)dann max (A, G,) sonst A)

A=wenn (A>=H&A>F&A>G&A>|&A>B)dann max (A, H,) sonst A)

A=wenn (A>H&A>1&A>G)dann max (A, |,) sonst A)

Wert = A

("&" reprasentiert die logische Operation UND)

[0303] Wenn der vorherige Schritt vervollstandigt ist, wird ein neuer Bereich definiert, vorzugsweise auf die-
selbe Weise wie zuvor.

[0304] Die Ergebnisse der Bearbeitung der Daten aus Tabelle 1 und Fig. 11A nach dem oben skizzierten Ver-
fahren sind unten in Tabelle 2 und in Fig. 11 B dargestellt.

[0305] Wenn sowohl Schritt b) und c) fiirim wesentlichen den gesamten Bereich von Detektorelementen ver-
vollstandigt wurden, kann die Einschatzung der Anzahl von Objekten, die in der Abbildung reprasentiert sind,
auf der Basis der Werte durchgefihrt werden, die fiir jeden Bereich geschatzt wurden.

[0306] Die Abbildung jedes Objekts, dessen Signal in einem Bereich von Detektorelementen reprasentiert ist,
der von vergleichbarer Grofie ist wie die Bereiche, die fir die Bearbeitung verwendet werden, oder kleiner, wird
im wesentlichen in lediglich einem Wert resultieren, wenn beide Schritte b) und c) fir im wesentlichen den kom-
pletten Bereich von Detektorelementen vervollstandigt wurden. Dies erméglicht es, die Gesamtzahl von Ob-
jekten zu schatzen, die in einer Abbildung dargestellt sind, indem der Wert von jedem der Bereiche verglichen
wird, um einen Grenzwert zu liefern, da jedes Objekt im wesentlichen nur in einem Wert reprasentiert ist.
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Beispiel 11
Bewertung der Anzahl von Bakterien in einer wassrigen Probe

[0307] Unter Verwendung des Instruments, das in Beispiel 7 beschrieben ist, wurde die Anzahl an Bakterien
in einer wassrigen Probe gemal der folgenden Erfindung bewertet. Das Experiment wurde wie folgt durchge-
fuhrt:

Glukose, in einer Menge von 0.3 g, wurde einem Teil von 30 ml gepuffertem Peptonwasser (LAB03627, Bie &
Berntsen, Danemark) beigeflgt. Diese Loésung wurde geimpft mit 100 pl einer Rohmilchprobe, die eine natir-
liche bakterielle Mikroflora enthielt. Nach der Impfung wurde die Ldsung fir 24 Stunden bei etwa 30°C gereift.
[0308] Nach der Reifung war die Lésung stark triibe. Empirisch enthalt eine solche Kultur zwischen 1 x 10°
und 2 x 10° koloniebildenden Einheiten pro ml.

[0309] Ein Teil von 25 pl der gereiften Lésung wurde in 1 ml einer wassrigen Reagenslésung eingebracht, die
0.13% Triton X-100 enthielt, 13 pg/ml Propidiumjodit und 0.5% Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Sigma E
4884).

[0310] Nach Vermischung wurde ein Teil der Reagensldésung zwischen zwei im wesentlichen parallelen Glas-
platten, die etwa in der Fokussierebene des Detektormoduls plaziert waren, angeordnet und durch ein Erre-
gerlicht bestrahlt, das von dem Erregermodul emittiert wurde.

[0311] Die Entfernung zwischen den zwei parallelen Glasplatten betrug etwa 100 pm. Das Volumen, das
durch das Detektormodul detektiert wurde, definiert durch die Grofe der CCD-Anordnung, der verwendeten
Vergrofierung und der Entfernung zwischen den parallelen Glasplatten, war aquivalent zu etwa 0.04 pl, und
enthielt somit etwa 0.001 pl der gereiften Lésung.

[0312] Zwei Messungen von unterschiedlichen Teilen der Probe wurden genommen. Das Ergebnis der zwei-
ten Messung wurde von dem der ersten Messung subtrahiert, wobei diejenigen Werte, die unter Null lagen,
durch folgende Formel auf Null umgewandelt wurden: Signal; = MAX ((Messung 1, - Messung 2, 0).

Ergebnisse

[0313] Das Ergebnis der Subtraktion der Intensitaten aus den zwei Messungen, wie oben beschrieben, wird
in Fig. 12 dargestellt. Das Ergebnis der Subtraktion der Intensitaten wird dargestellt, indem der resultierende
Wert fur jedes Detektorelement in einen grauen Schatten umgewandelt wird, wobei die leichten Schatten ge-
ringe Intensitédten und die dunklen Schatten hohe Intensitaten reprasentieren.

[0314] Die Anzahl von Objekten, die in der Messung reprasentiert wurde, wurde gemaf einem Verfahren der
vorliegenden Erfindung gezahlt, wie es in Beispiel 10 beschrieben wurde, und fiihrte zu der Bewertung, daf}
die Anzahl von Bakterien in dem Probenvolumen 1601 betrug.

[0315] Die Anzahl an Zahlungen in einer Beobachtung sollte erwartungsgemaf im Bereich zwischen 1000
und 2000 liegen. Somit ist es vernunftig zu folgern, dafd das Instrument, welches in Beispiel 7 beschrieben wur-
de, in der Lage ist, die Anzahl von Bakterien in einer wassrigen Probe zu bewerten.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Bewertung zumindest eines Quantitdtsparameters und/oder zumindest eines Qualitatspa-
rameters von biologischen Partikeln in einem flissigen Analysematerial, das folgende Schritte umfasst:
Bereitstellen eines Volumens von zwischen 0.01 pl und 20 pl einer flissigen Probe aus flissigem Analysema-
terial,

Projizieren einer zumindest eindimensionalen rdumlichen Abbildung des besagten Volumens auf eine Anord-
nung aktiver. Detektorelemente, wobei die Abbildung dergestalt ist, dass sie als eine Intensitat von einzelnen
aktiven Detektorelementen detektierbar ist, unter Bedingungen, die eine Weiterverarbeitung der durch die An-
ordnung von Detektorelementen wahrend der Projektion detektierten Intensitaten erlauben, und zwar in sol-
cher Weise, dass die Abbildungen elektromagnetischer Signale von den biologischen Partikeln als abweichend
von den Abbildungen elektromagnetischer Signale von Hintergrundsignalen identifiziert werden, und wobei die
raumliche Abbildung, die auf die Anordnung aktiver Detektorelemente projiziert wird, eine solche lineare Ver-
gréRerung erfahrt, dass das Verhaltnis der Abbildung in linearer Ausdehnung auf der Anordnung der Detektor-
elemente zur urspringlichen linearen Ausdehnung im exponierbaren Ursprungsbereich kleiner als 10:1 ist,
wobei die Probe wahrend der Projektion ruht,

Verarbeiten der durch die Detektorelemente detektierten Intensitdten in solch einer Weise, dass Signale von
den biologischen Partikeln als abweichend von Hintergrundsignalen identifiziert werden,

und den Schritt, die Ergebnisse der Verarbeitung mit dem wenigstens einen Quantitdtsparameter und/oder
dem wenigstens einen Qualitatsparameter des flissigen Analysematerials in Beziehung zu setzen.
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2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Volumen in einem Probenbehaltnis vorgesehen ist, das einen
Wandabschnitt aufweist, der einen exponierbaren Bereich aufweist, wobei der Wandabschnitt elektromagneti-
sche Signale von der Probe im Behaltnis durch die Wand hindurchtreten lasst und es ermdglicht, dass diese
an die Umgebung abgegeben werden.

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei zumindest ein gréRerer Teil der elektroma-
gnetischen Strahlung, die wahrend der Projektion von der Probe emittiert wird, von elektromagnetischer Strah-
lung stammt oder durch diese hervorgerufen wird, die von einer Lichtquelle auf die Probe abgegeben wird, wo-
bei zumindest ein groRerer Teil der Strahlung der Lichtquelle eine Richtung aufweist, die quer zur Wand des
Probenbehaltnisses oder einer Ebene ist, die durch den Ursprungsbereich definiert ist.

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die raumliche Abbildung des Volumens
eine zweidimensionale Abbildung ist.

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Anordnung von Detektorelementen so
angeordnet ist, dass eine Serie von Detektorelementen eine im wesentlichen gerade Linie bildet.

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Anordnung von Detektorelementen in zwei Richtungen so ange-
ordnet ist, dass die Detektorelemente eine Serie von im wesentlichen parallelen, geraden Linien bilden, wobei
die Serie ein Rechteck bildet.

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Projektion der raumlichen Abbildung
des Volumens auf die Anordnung von Detektorelementen durchgefiihrt wird, indem eine Abbildung von elek-
tromagnetischen Signalen von zumindest einem Teil des exponierbaren Ursprungsbereichs durch eine Fokus-
siervorrichtung auf die Anordnung von Detektorelementen fokussiert wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Fokussiervorrichtung. eine Linse ist, die aus einem oder mehre-
ren Elementen besteht.

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Verhaltnis héchstens 6:1 ist.
10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Verhaltnis kleiner als 4:1 ist.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 10:1 und 1:10
liegt.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 6:1 und 2:1 liegt.

13. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Partikel, von denen ein oder mehrere Parameter ausgewertet
werden soll(en), eine Grole zwischen 3 pm und 100 pym aufweisen, und das Verhaltnis im Bereich zwischen
3:1 und 1:100 liegt.

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 2:1 und 1:100 liegt.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 2:1 und 1:2 liegt.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 14:1 und 1:100 liegt.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 1:1 und 1:100 liegt.

18. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die einzelnen Partikel, von denen ein
oder mehrere Parameter ausgewertet werden soll(en), auf hochstens 25 Detektorelemente abgebildet werden.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei die einzelnen Partikel, von denen ein oder mehrere Parameter
ausgewertet werden soll(en), auf héchstens neun Detektorelemente abgebildet werden.

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die einzelnen Partikel, von denen ein oder mehrere Parameter
ausgewertet werden soll(en), auf héchstens finf Detektorelemente abgebildet werden.

21. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Innere des Probenbehaltnisses eine
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durchschnittliche Dicke von zwischen 20 pm und 2000 um aufweist.

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei das Innere des Probenbehaltnisses eine durchschnittliche Dicke
von zwischen 20 ym und 1000 pm aufweist.

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei das Innere des Probenbehaltnisses eine durchschnittliche Dicke
von zwischen 20 ym und 200 pm aufweist.

24. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Probenbehaltnis in einer Richtung,
die im wesentlichen parallel zur Anordnung von Detektorelementen ist, Abmessungen im Bereich zwischen 1
x 1 mmund 10 x 10 mm aufweist.

25. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Partikel, von denen ein oder mehrere
Parameter ausgewertet werden soll(en), eine Gré3e von zwischen 1/3 ym und 3 pm aufweisen, und das Volu-
men der fllissigen Probe, von der elektromagnetische Strahlung auf die Anordnung projiziert wird, im Bereich
zwischen 0.01 pl und 1 pl liegt.

26. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche 1 bis 24, wobei die Partikel, von denen ein oder
mehrere Parameter ausgewertet werden soll(en), eine Gré3e von zwischen 3 pm und 100 pm aufweisen, und
das Volumen der flissigen Probe, von der elektromagnetische Strahlung auf die Anordnung projiziert wird, im
Bereich zwischen 0.04 pl und 4 pl liegt.

27. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Parameter, der ausgewertet werden
soll, die Anzahl biologischer Partikel pro Volumen des flissigen Analysematerials ist.

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 27, wobei der/die Parameter, der/die ausgewertet werden
soll(en), die Grofie und/oder die Form der biologischen Partikel im fllissigen Analysematerial ist.

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28, wobei die GroRe des Volumens der flissigen Probe ausreichend
grol} ist, um eine Identifikation von zumindest zwei der biologischen Partikel zu ermdglichen.

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei die Groflte des Volumens der flissigen Probe ausreichend grof3
ist, um eine Identifikation von zumindest vier der biologischen Partikel zu ermdglichen.

31. Verfahren nach Anspruch 30, wobei die Groflte des Volumens der flissigen Probe ausreichend grof3
ist, um eine Identifikation von zumindest zehn der biologischen Partikel zu ermdglichen.

32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei die Groflte des Volumens der flissigen Probe ausreichend grof3
ist, um eine Identifikation von zumindest 50 der biologischen Partikel zu ermdglichen.

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei die Grolte des Volumens der flissigen Probe ausreichend grof3
ist, um eine Identifikation von zumindest 100 der biologischen Partikel zu ermdglichen.

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei die Groflte des Volumens der flissigen Probe ausreichend grof3
ist, um eine Identifikation von zumindest 1000 der biologischen Partikel zu ermoglichen.

35. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei der Parameter, der ausgewertet werden
soll, die Anwesenheit oder Nicht-Anwesenheit einer besonderen Art von Partikeln im fliissigen Analysematerial
ist.

36. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprliche, wobei das Signal, das von den Detektorelemen-
ten detektiert wird, von einer Art oder mehreren Arten von Molekulen stammt, die Bindungen mit den biologi-
schen Partikeln eingehen, in diesen zurtickbehalten werden oder mit diesen Wechselwirken, wobei solche Mo-
lekule der Probe oder den isolierten Partikeln vor oder wahrend der Projektion zugefiihrt werden, und wobei
die Molekuile dergestalt sind, dass sie eines oder mehrere der folgenden Phanomene verstarken: Abschwa-
chung elektromagnetischer Strahlung, Photolumineszenz bei Beleuchtung mit elektromagnetischer Strahlung,
Streuung von elektromagnetischer Strahlung, Raman-Streuung.

37. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprliche, wobei das Signal, das von den Detektorelemen-
ten detektiert wird, von einer Art oder mehreren Arten von Molekilen stammt, die Bindungen mit biologischen
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Partikeln eingehen, in diesen zuriickbehalten werden oder mit diesen Wechselwirken, wobei solche Molekiile
der Probe oder den isolierten Partikeln zugefiihrt werden, die die Emission elektromagnetischer Strahlung wie
Chemilumineszenz oder Photolumineszenz, Fluoreszenz oder Phosphoreszenz hervorrufen oder verstarken,
wenn sie mit Strahlung erregt werden, die im wesentlichen eine groRere Energie besitzt als die emittierte Pho-
tolumineszenz.

38. Verfahren nach Anspruch 36 oder 37, wobei eine wirksame Menge eines oder mehrerer Nukleinsdu-
re-Farbstoffe und/oder eines oder mehrerer potentiometrischer Membranfarbstoffe hinzugefiigt wird.

39. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Dauer der Projektion im Bereich zwi-
schen 100 ms und 5 s liegt.

40. Verfahren nach Anspruch 39, wobei die Dauer der Projektion im Bereich zwischen 0.5 s und 3 s liegt.
41. Verfahren nach Anspruch 39 oder 40, wobei die Projektion als einmalige Projektion durchgefiihrt wird.

42. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei eine Komprimierung der Information Gber
die Intensitat erfolgt, die verschiedene Uber einen Bereich gestreute Objekte reprasentiert, wobei ein Objekt
durch eine Veranderung in der Intensitatsinformation reprasentiert wird und diese Information in der Form sich
andernder Hohe messbarer Intensitaten einer physikalischen Eigenschaft vorliegt, die tiber einen begrenzten
Bereich verteilt ist, der wiederum in Unterbereiche unterteilt ist, wobei jedem der Unterbereiche ein Index zu-
geordnet ist, der den Unterbereich einwandfrei identifiziert, wobei das Verfahren folgende Schritte aufweist:
Bestimmung der Intensitat der physikalischen Eigenschaft,

a) Definieren eines Unterbereichs von Interesse, der in einer Gruppe von Unterbereichen angeordnet ist, die
jeweils mindestens 2 x 2 aneinander angrenzende Unterbereiche umfasst,

b) Berechnen zumindest einer richtungsmafigen Ableitung der messbaren Intensitat in dem Unterbereich von
Interesse unter Berucksichtigung vorherbestimmter geometrischer Richtungen) in der Ebene des begrenzten
Bereichs, wobei die richtungsmaRige(n) Ableitungen) auf messbaren Intensitdten in Unterbereichen ba-
siert/basieren, die an die Gruppe von Unterbereichen angrenzen oder in deren Nachbarschaft angeordnet
sind.

c) Auf der Basis der Berechnung der zumindest einen richtungsmaRigen Ableitung wird dem Wert, der dem
Unterbereich von Interesse zugeordnet ist, ein Attribut zugeordnet; das Attribut reprasentiert eine eingestellte
messbare Intensitat und/oder Informationen) mit Bezug zu einer vorbestimmten Strategie zur Einstellung der
messbaren Intensitaten im Unterbereich von Interesse oder in Unterbereichen, die angrenzend an den Unter-
bereich von Interesse oder in dessen Nachbarschaft angeordnet sind,

d) Wiederholen des Schritts a) — c) flr im wesentlichen alle Unterbereiche der begrenzten Flache.

43. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die Korrelation folgende Schritte umfasst:
— ldentifizieren und Zahlen im wesentlichen aller Detektorelemente mit Intensitaten, die sich von Hintergrund-
signalen unterscheiden,
— Einstellen des Ergebnisses der Zahlung durch einen vorbestimmten Skalierungswert,
—wobei der Skalierungswert direkt im Bezug steht zur Anzahl von Detektorelementen, die ein Signal von einem
biologischen Partikel reprasentieren,
—und wobei das Ergebnis der Skalierung korreliert ist zur Anzahl der Partikel, die reprasentiert werden.

44. Verfahren nach Anspruch 43, wobei die gemessenen Intensitaten der Detektorelemente vor dem Zah-
len eingestellt werden, wobei die Einstellung folgende Schritte umfasst:
a) Definieren eines Bereichs einer vorbestimmten GréRRe in einem Koordinatensystem, das die Intensitatswerte
der Detektorelemente reprasentiert, wobei die Grof3e des Bereichs so bestimmt wird, dass er gréRer ist als die
Abbildung eines biologischen Partikels mit durchschnittlicher Ausdehnung,
b) Auswahl eines ersten Detektorelements, bei dem die Intensitat. einer Einstellung unterzogen wird,
c) Positionieren des Bereichs in einer Weise, dass das Detektorelement, dessen Intensitat eingestellt werden
soll, im wesentlichen in der Mitte des Bereichs liegt,
d) Einstellen der Intensitat des Detektorelements in der Mitte des Bereichs auf der Basis des Ergebnisses einer
Untersuchung zumindest eines Gradienten, der die Veranderung der Signalintensitaten innerhalb des Bereichs
und um die Mitte des Bereichs beschreibt, indem Intensitaten von Detektorelementen in Betracht gezogen wer-
den, die den Gradienten beschreiben, und Wiederholen des Schritts b) bis c), bis eine vorbestimmte Anzahl
von Detektorelementen vorbestimmt oft eingestellt wurde.

45. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Probenbehaltnis ein entfernbares
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Probenbehaltnis ist, das leicht aus dem Messsystem entfernt werden kann.

46. Verfahren nach Anspruch 45, wobei das Probenbehaltnis ein Behaltnis oder mehrere Behaltnisse auf-
weist, worin chemische oder physikalische Komponenten so gelagert werden kénnen, dass die chemischen
oder physikalischen Komponenten jeder Probe zugefiihrt werden kénnen, die im Probenbehaltnis vorhanden
ist, und zwar zum gleichen Zeitpunkt eine oder mehr als eine Komponente.

47. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei die Identifikation eines Partikels in der
Probe durchgeflihrt wird, indem der Signalpegel jedes Detektorelements mit einem vorbestimmten Pegel ver-
glichen wird, oder mit einem Pegel, der auf der Basis benachbarter Detektorelemente geschatzt wird.

48. System fir die Bewertung zumindest eines Quantitdtsparameters und/oder zumindest eines Qualitats-
parameters von biologischen Partikeln in einem flissigen Analysematerial, das umfasst:
ein Probenbehaltnis (104, 401, 501, 601, 704, 807), das ein Volumen von zwischen 0.01 pl und 20 pl einer
flissigen Probe definiert,
eine Anordnung aktiver Detektorelemente (107, 404, 506, 811), auf die eine zumindest eindimensionale raum-
liche Abbildung des besagten Volumens projiziert wird, wobei die Abbildung dergestalt ist, dass sie als Inten-
sitat von den einzelnen aktiven Detektorelementen detektierbar ist, unter Bedingungen, die eine Verarbeitung
der wahrend der Projektion durch die Anordnung von Detektorelementen (107, 404, 506, 811) detektierten In-
tensitaten erlauben, und zwar in solch einer Weise, dass die Abbildungen elektromagnetischer Signale von den
biologischen Partikeln als abweichend von Abbildungen elektromagnetischer Signale von Hintergrundsignalen
identifiziert werden,
eine Linse aus einem oder mehreren Elementen (105, 402, 403, 502, 503, 504, 505, 808) zum Fokussieren
einer Abbildung elektromagnetischer Signale von zumindest einem Teil des exponierbaren Ursprungsbereichs
auf die Anordnung von Detektorelementen (107, 404,506, 811), so dass das Verhaltnis der Abbildung in line-
arer Ausdehnung auf der Anordnung von Detektorelementen (107, 404, 506, 811) zur ursprunglichen linearen
Ausdehnung im exponierbaren Ursprungsbereich kleiner als 10:1 ist,
wobei das System daran angepasst ist, die Probe im Probenbehaltnis (104, 401, 501, 606, 704, 807) wahrend
der Projektion in Ruheposition zu halten,
eine Computereinheit (813) zur Verarbeitung der Intensitaten, die durch die Detektorelemente detektiert wer-
den, und zwar in solch einer Weise, dass Signale von den biologischen Partikeln als abweichend von Hinter-
grundsignalen identifiziert werden, und dazu, die Ergebnisse der Verarbeitung mit dem wenigstens einen
Quantitatsparameter und/oder dem wenigstens einen Qualitdtsparameter des flissigen Analysematerials in
Beziehung zu setzen.

49. System nach Anspruch 48, wobei zumindest ein grolierer Teil der elektromagnetischen Strahlung, die
von der Probe wahrend der Projektion emittiert wird, von elektromagnetischer Strahlung stammt oder durch
diese hervorgerufen wird, die der Probe von einer Lichtquelle (101, 804) zugefiihrt wird, wobei zumindest ein
gréRerer Teil der Strahlung der Lichtquelle eine Richtung aufweist, die quer zur Wand des Probenbehaltnisses
(104, 807) oder einer Ebene ist, die durch den Ursprungsbereich definiert ist.

50. System nach einem der Anspriche 48 bis 49, umfassend ein oder mehrere Ventile (603, 607, 705), die
den Fluss der Probe oder jeder anderen Komponente steuern.

51. System nach einem der Anspriiche 48 bis 50, wobei die Anordnung der Detektorelemente (107, 404,
506, 811) so angeordnet ist, dass eine Serie von Detektorelementen eine im wesentlichen gerade Linie bildet.

52. System nach Anspruch 51, wobei die Anordnung von Detektorelementen (107, 404, 506, 811) in zwei
Richtungen so angeordnet ist, dass die Detektorelemente eine Serie von im wesentlichen parallelen geraden
Linien bilden, wobei die Serie ein Rechteck bildet.

53. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 52, wobei das Verhaltnis héchstens 6:1 ist.

54. System nach Anspruch 53, wobei das Verhaltnis kleiner als 4:1 ist.

55. System nach einem der Anspriiche 48 bis 52, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 10:1 und 1:10
liegt.

56. System nach Anspruch 55, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 6:1 und 2:1 liegt.
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57. System nach Anspruch 48 bis 52, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 3:1 und 1:100 liegt.
58. System nach Anspruch 57, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 2:1 und 1:100 liegt.
59. System nach Anspruch 58, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 2:1 und 1:2 liegt.
60. System nach Anspruch 58, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 1.4:1 und 1:100 liegt.
61. System nach Anspruch 60, wobei das Verhaltnis im Bereich zwischen 1:1 und 1:100 liegt.

62. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 61, wobei das Innere des Probenbehaltnis-
ses (104, 401, 501, 606, 704, 807) eine durchschnittliche Dicke von zwischen 20 pm und 2000 pm aufweist.

63. System nach Anspruch 62, wobei das Innere des Probenbehaltnisses (104, 401, 501, 606, 704, 807)
eine durchschnittliche Dicke von zwischen 20 ym und 1000 pym aufweist.

64. System nach Anspruch 63, wobei das Innere des Probenbehaltnisses (104, 401, 501, 606, 704, 807)
eine durchschnittliche Dicke von zwischen 20 ym und 200 pm aufweist.

65. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 64, wobei das Probenbehaltnis (104, 401,
501, 606, 704, 807) in einer Richtung im wesentlichen parallel zur Anordnung der Detektorelemente eine Aus-
dehnung im Bereich zwischen 1 x 1 mm und 10 x 10 mm aufweist.

66. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 65, wobei das Volumen der fllissigen Probe,
von der elektromagnetische Strahlung auf die Anordnung (107, 404, 506, 811) projiziert wird, im Bereich zwi-
schen 0.01 plund 1 pl liegt.

67. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 66, wobei das Volumen der fllissigen Probe,
von der elektromagnetische Strahlung auf die Anordnung (107, 404, 506, 811) projiziert wird, im Bereich zwi-
schen 0.04 pl und 4 pl liegt.

68. System nach Anspruch 48 mit einer Pumpe, wobei die Pumpe entweder oberhalb des Probenbehalt-
nisses (104, 401, 501, 606, 704, 807) oder unterhalb des Probenbehéltnisses (104, 401, 501, 606, 704, 807)
angeordnet ist.

69. System nach Anspruch 68, wobei die Pumpe eine oder mehrere der folgenden Pumpen ist: Schlauch-
pumpe, Kolbenpumpe, Membranpumpe, Kreiselpumpe, hypodermische Spritze.

70. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 69 mit einer Vorrichtung zur Bewertung der
Anzahl von biologischen Partikeln pro Volumen des flissigen Analysematerials.

71. System nach einem der Anspriiche 48 bis 70, mit einer Vorrichtung zur Bewertung der Gréf3e und/oder
Form der biologischen Partikel im flissigen Analysematerial.

72. System nach einem der. vorangehenden Anspriiche 48 bis. 71, wobei der Parameter, der bewertet wer-
den soll, die Anwesenheit oder Nicht-Anwesenheit einer besonderen Art von Partikeln im fliissigen Analyse-
material ist.

73. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 72, wobei die Dauer der Projektion im Be-
reich von 100 ms bis 5 s liegt.

74. System nach Anspruch 73, wobei die Dauer der Projektion im Bereich von 0.5 s bis 3 s liegt.

75. System nach Anspruch 73 oder 74, wobei die Projektion als eine einmalige Projektion durchgefiihrt
wird.

76. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 75, wobei die Anordnung von Detektorele-

menten eine oder mehrere aus den folgenden Arten ist: Full-Frame-CCD, Frame-Transfer-CCD, Interline-CCD,
Zeilen-CCD.
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77. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 76, wobei die Anordnung von Detektorele-
menten ein CMOS-Bildsensor ist, bevorzugt ein CMOS-Bildsensor mit auf dem Chip integrierter Signalkondi-
tionierung und/oder Signalverarbeitung, noch mehr bevorzugt ein CMOS-Bildsensor mit auf dem Chip inte-
grierter Computervorrichtung, die dazu geeignet ist, Bildverarbeitung durchzufihren.

78. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 77, wobei die Transmission elektromagne-
tischer Strahlung auf die Probe durch Verwendung einer Beleuchtungsvorrichtung erreicht wird.

79. System nach Anspruch 78, wobei die Beleuchtungsvorrichtung zwei oder mehr, bevorzugt drei oder
mehr, noch mehr bevorzugt vier oder mehr, noch mehr bevorzugt sechs oder mehr, noch mehr bevorzugt acht
oder mehr, noch mehr bevorzugt zehn oder mehr, lichtemittierende Dioden aufweist, die bevorzugt elektroma-
gnetische Strahlung von im wesentlichen gleichem Wellenlangenbereich emittieren.

80. System nach Anspruch 78 oder 79, wobei die elektromagnetische Strahlung, die auf die Probe gerich-
tet wird, durch eine Fokussiereinrichtung (102) fokussiert wird, wobei die Fokussiereinrichtung (102) im we-
sentlichen den Effekt besitzt, die Intensitat der elektromagnetischen Strahlung in oder am Ort besagter Probe
zu erhéhen.

81. System nach einem der Anspriiche 78 bis 80, wobei die elektromagnetische Strahlung, die auf die Pro-
be gerichtet wird, durch zwei oder mehr Beleuchtungsvorrichtungen erzeugt wird, wobei zumindest zwei der
Beleuchtungsvorrichtungen im wesentlichen unterschiedliche Strahlungseigenschaften in zumindest einem
Wellenband aufweisen, und wobei die Beleuchtungsvorrichtungen so betatigt werden, dass alle im wesentli-
chen gleichzeitig abstrahlen, bevorzugt zumindest eine der Beleuchtungsvorrichtungen strahlt, wahrend zu-
mindest eine andere der Beleuchtungsvorrichtungen nicht strahlt, noch mehr bevorzugt nur eine der Beleuch-
tungsvorrichtungen zu einer bestimmten Zeit strahlt.

82. System nach einem der Anspriiche 76 bis 81, wobei die Beleuchtungsvorrichtungen eine oder mehrere
der folgenden sind, darauf aber nicht begrenzt sind: lichtemittierende Dioden, Laser, Laserdioden, thermische
Lichtquellen, Gasentladungslampen.

83. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 82, wobei die Identifikation eines in der Pro-
be vorhandenen Partikels dadurch erfolgt, dass der Signalpegel jedes Detektorelements mit einem vordefinier-
ten Pegel verglichen wird, oder dadurch, dass er mit einem Pegel verglichen wird, der auf der Basis der Signale
von benachbarten Detektorelementen geschéatzt wird.

84. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 83, des weiteren mit einem Behalter flr eine
oder mehrere chemische Komponenten, wobei der Behalter an ein Flusssystem angeschlossen ist, in dem die
Probe flief3t, wobei zumindest ein Teil der Probe durch den chemischen Behalter flieRt und somit das Vermi-
schen der chemischen Komponenten mit der Probe ermdglicht.

85. System nach einem der vorangehenden Anspriiche 48 bis 84, des weiteren mit einer Quelle von Erre-
gerlicht (101, 804) und einem geeigneten Satz optischer Filter (103, 106, 805, 806, 809, 810).

Es folgen 17 Blatt Zeichnungen
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