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(57) Abstract: A method and a device (1) for examination of a biological sample liquid, in particular for determination of
microorganisms such as coliform bacteria, such as e.g. E. coli, wherein the sample liquid is conducted through an in particular
photometric measuring device (2) having an excitation appliance and a detector appliance, wherein the sample liquid is divided into
defined sample volumes which are conducted in succession through a measuring chamber (3) of the measuring device (2), wherein

the sample volumes are examined one at a time.

(57) Zusammenfassung: Verfahren und Vorrichtung (1) zur Untersuchung einer biologischen Probenfliissigkeit, insbesondere zur
Bestimmung von Mikroorganismen wie coliformen Bakterien, wie z.B. E. coli, wobei die Probentliissigkeit durch eine insbesondere
photometrische Messvorrichtung (2) mit einer Anregungseinrichtung und

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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einer Detektoreinrichtung gefiihrt wird, wobei die Probentliissigkeit in definierte Probenvolumina aufgeteilt wird, welche
nacheinander durch eine Messkammer (3) der Messvorrichtung (2) gefiihrt werden, wobei die Probenvolumina einzeln untersucht
werden.
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Verfahren zur Untersuchung einer Probe

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung einer bio-
logischen Probenfliissigkeit, insbesondere zur Bestimmung von
Mikroorganismen wie coliforme Bakterien, wie z.B. Escherichia
coli, wobei die Probenfliissigkeit durch eine insbesondere photo-
metrische Messvorrichtung mit einer Anregungseinrichtung und ei-

ner Detektoreinrichtung gefithrt wird.

Weiters betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Untersuchung
einer biologischen Probenfliissigkeit, insbesondere zur Bestim-
mung von Mikroorganismen wie coliforme Bakterien, wie z.B.
E.coli, mit einer eine Anregungseinrichtung und eine Detek-
toreinrichtung aufweisenden Messvorrichtung, und mit einer Pro-
benzufuhrvorrichtung zur Zufuhr von Probenflissigkeit an die

Messvorrichtung.

Im Stand der Technik sind verschiedenste Verfahren und Vorrich-
tungen zur Untersuchung von biologischen Probenfliissigkeiten be-
kannt. Von besonderer Redeutung ist hierbei die Untersuchung von
Trinkwasser auf Genusstauglichkeit, wobei neben chemischen Ana-
lysen auch bakteriologische Untersuchungen durchgefiithrt werden.
Zu den letzteren Untersuchungen zahlt insbesondere der Nachweis
des Vorhandenseins von Bakterien fakalen Ursprungs, wie E.coli
und Enterokokken, denn das Nicht-Vorhandensein dieser Bakterien
in einem bestimmten Volumen Wasser deutet darauf hin, dass das
Wasser sauber ist. Trinkwasser gilt dann als sauber, wenn in 100
ml keine E.coli- und in 250 ml keine Enterokokken-Zelle nachge-

wiesen werden kann.

Es gibt eine Vielzahl an Verfahren im Stand der Technik, mit de-
nen coliforme Bakterien, wie E.coli, und Enterokokken nachgewie-
sen werden konnen. Hierbeil ist es insbesondere bekannt, die kon-
taminierte Probenfliissigkeit photometrisch zu untersuchen. Der

Nachweis von geringen Konzentrationen der Mikroorganismen in der
Probenfliissigkeit hat sich jedoch bisher als ungenau und schwie-

rig erwiesen.

Demzufolge besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin,

ein Verfahren und eine Vorrichtung der eingangs angefilthrten Art
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zu schaffen, mit welchem bzw. mit welcher zuverldssige und ge-
naue Untersuchungen einer Probenflissigkeit auch bei geringen
Anteilen des darin enthaltenen bioclogischen Materials ermoglicht

wird.

Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs angefilthrten
Art dadurch geldost, das die Probenfliissigkeit in definierte Pro-
benvolumina aufgeteilt wird, welche nacheinander durch eine

Messkammer der Messvorrichtung gefiihrt werden, wobeil die Proben-

volumina einzeln untersucht werden.

Demzufolge werden definierte Probenvolumina erzeugt, welche in
der Messkammer der Messvorrichtung einzeln, d.h. unabhé&ngig wvon
den iUbrigen Probenvolumina, untersucht werden. Aufgrund der Auf-
teilung der Probenfliissigkeit in getrennte Probenvolumina kann
vorteilhafterweise eine hdhere Aufldsung bei der Auswertung der
Messsignale von der Messkammer erzielt werden. Im Vergleich zur
Untersuchung eines kontinuierlichen Flissigkeitsstroms werden
bei der messtechnischen Untersuchung der getrennten Probenvolu-
mina vergleichsweise scharfe Messsignale erhalten, welche vor-
teilhafterweise die Bestimmung des biologischen Anteils der Pro-
benfliissigkeit erleichtern. Die Untersuchung einzelner Probenvo-
lumina ermdglicht zudem vorteilhafterweise den Einsatz statisti-
scher Auswerteverfahren, welche auf der Auswertung der Messsig-
nale von den diskreten Probenvolumina beruhen. Vorteilhafter-
welse wird zudem ein unterbrechungsfreies Verfahren zur Verfii-
gung gestellt, bei welchem die Probenvolumina schrittweise abge-

trennt und einzeln untersucht werden.

Zur Aufteilung der Probenflissigkeit in definierte Probenvolumi-
na i1st es ginstig, wenn die Probenflissigkeit in voneinander ge-
trennte Aufnahmekammern einer Probenaufnahmevorrichtung abge-
fillt wird. Demnach werden die Aufnahmekammern der Probenaufnah-
mevorrichtung mit den Probenvolumina der Probenfliissigkeit be-
fii1llt, welche anschlieBend in der Messkammer der Messvorrichtung
einzeln untersucht werden. Die Messkammer der Messvorrichtung
ist hierbei vorzugsweise derart dimensioniert und ausgelegt, um
nur eine einzige Aufnahmekammer aufzunehmen. Aufgrund der se-
quentiellen Untersuchung der Probenvolumina kann die Messvor-

richtung vorteilhafterweise vergleichsweise einfach und kleinvo-
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lumig gestaltet werden. Die Probenaufnahmevorrichtung ist hier-
bei mit einer Fordervorrichtung verbunden, mit welcher die Pro-

benaufnahmevorrichtung durch die Messvorrichtung gefdordert wird.

Umn die Probenvolumina hintereinander in der Messkammer der Mess-
vorrichtung analysieren zu kdnnen, ist es von Vorteil, wenn eine
langgestreckte Probenaufnahmevorrichtung verwendet wird, welche
in Langsrichtung aufeinanderfolgende Aufnahmekammern aufweist,
die nacheinander durch die Messkammer der Messvorrichtung ge-
fithrt werden. Die langgestreckte Probenaufnahmevorrichtung wird
hierbei vorzugsweise schrittweise in Langsrichtung der Proben-
aufnahmevorrichtung derart fortbewegt, dass die Aufnahmekammern
in der Messkammer der Messvorrichtung einzeln analysiert werden

kdbnnen.

Zur Aufteilung der Probenfllissigkeit in die einzelnen definier-
ten Probenpakete bzw. Probenvolumina ist es von Vorteil, wenn
die Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung eine Einfiill-
6ffnung aufweist, welche nach dem Befiillen mit der Probenfliis-
sigkeit, vorzugsweise mittels einer Folie oder einem Deckel,
verschlossen wird. Die derart verschlossenen Aufnahmekammern der
Probenaufnahmevorrichtung kénnen anschlieBend durch die Messkam-
mer der Messvorrichtung gefordert werden, in welcher die Unter-

suchung der biologischen Probenvolumina erfolgt.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrung wird die Aufnahmekammer der
Probenaufnahmevorrichtung mit einem vorzugsweise trockenchemi-
schen Reagenz, insbesondere mit einem Substrat zur Katalyse ei-

ner biochemischen Reaktion, versehen.

Besonders bevorzugt ist eine Ausfiihrung, bei welcher zumindest
zwel Kapseln mit unterschiedlichen trockenchemischen Reagenzien

in der Aufnahmekammer angeordnet werden.

Dabei ist es insbesondere giinstig, wenn die Kapseln die trocken-
chemischen Reagenzien einschlieBende Ummantelungen aufweisen,
welche sich nach vorgegebenen, verschiedenen Zeiten und/oder bei
verschiedenen Temperaturen aufldsen. Damit lasst sich vorteil-
hafterweise eine gezielte Abfolge von Reaktionen in der Aufnah-

mekammer erreichen.
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Alternativ kann das Reagenz der Probenflissigkeit beim BRefiillen
der Aufnahmekammern der Probenaufnahmevorrichtung der Messflis-

sigkeit beigemengt werden.

Um das vorzugswelise trockenchemische Reagenz innerhalb der Auf-
nahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung zu schiitzen, ist es
von Vorteil, wenn die das Reagenz enthaltende Aufnahmekammer der
Probenaufnahmevorrichtung vorzugsweise mittels einer Schutzfolie
verschlossen wird, welche vor dem Befiillen mit der Probenfliis-

sigkeit entfernt wird.

Um die Konzentration des biologischen Materials in den definier-
ten Probenvolumina zu erhdhen, ist es ginstig, wenn die Proben-
flissigkeit durch einen Filter filtriert wird, welcher anschlie-
Bend in der Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung ange-
ordnet wird, die mit einer Flissigkeit, gegebenenfalls unter Zu-
gabe eines Reagenz, beflillt wird. Bei der Filtration wird die
Probenflissigkeit durch den Filter, insbesondere einen Einweg-
filter, filtriert. Der kontaminierte Filter kann anschlieBend
noch einem Reinigungsschritt unterzogen werden, bei welchem eine
Reinigungslésung durch den Filter geleitet wird, bevor der Fil-
ter in der entsprechenden Aufnahmekammer der Probenaufnahmevor-

richtung angeordnet wird.

Je nach Art und Dauer der Reaktion zwischen dem Reagenz und der
Probenfliissigkeit ist es wvielfach glinstig die Probe vor Ablauf
einer Inkubationszeit seit der Befiillung der Aufnahmekammer der
Probenaufnahmevorrichtung in der Messvorrichtung untersucht
wird, wobeili vorzugsweise eine weitere Messung zu Beginn der In-
kubationszeit nach Befiillung der Aufnahmekammer vorgenommen
wird. Die Fordervorrichtung kann hierbei derart angesteuert wer-
den, dass beli der Forderung der Probenaufnahmevorrichtung zwi-
schen der Befillungsstation, in welcher die Aufnahmekammern der
Probenaufnahmevorrichtung mit der Probenfliissigkeit beflillt wer-
den, und der Untersuchungsstation, in welcher die Probenvolumina
in der Messkammer der Messvorrichtung untersucht werden, die
vorgegebene Inkubationszeit verstreicht. GemaB einer bevorzugten
Ausfihrung wird jede Aufnahmekammer nach der Befiillung und aus-

reichenden Durchmischung ein erstes Mal vermessen, wodurch fest-
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gestellt werden kann, ob die Reagenzien im ordnungsgemalRen Zu-
stand vorliegen. Wahrend der Inkubationszeit kann anschlielRend
mehrmals gemessen werden. In jedem Fall wird zumindest eine Mes-
sung am Ende der Inkubationszeit vorgenommen. Im Betrieb kodnnen
zudem einzelne Aufnahmekammern mit einer Eichlédsung gefillt wer-
den, um die Funktion und die Einstellung der Messeinheit zu

Uberprifen bzw. zu eichen.

Erfindungsgemd&l ist die , Inkubationszeit™ der Zeitraum zwischen
Vermischen der Probe mit dem oder den Reagentien und dem Messen,
wobel in diesem Zeitraum das Reagenz mit einem etwaig in der

Probe befindlichen Reaktanten (z.B. Enzyme) reagieren kann.

Bei der Untersuchung von Trinkwasser auf Genusstauglichkeit wer-
den neben chemischen Analysen auch bakteriologische Untersuchun-
gen durchgefihrt. Zu den letzteren Untersuchungen za&hlt insbe-
sondere der Nachweis des Vorhandenseins von Bakterien fakalen
Ursprungs, wie E.coli und Enterokokken, denn das Nicht-
Vorhandensein dieser BRakterien in einem bestimmten Volumen Was-

ser deutet darauf hin, dass das Wasser sauber ist.

Es gibt eine Vielzahl an Verfahren im Stand der Technik, mit de-
nen Mikroorganismen, insbesondere Bakterien wie coliforme Bakte-
rien, wie E.coli, und Enterokokken und Pilze nachgewiesen werden
kénnen. Eine der am haufigsten eingesetzten Methoden zur Bestim-
mung dieser Bakterien beruht auf der Bestimmung der Kolonien
bildenden Einheiten (KBE), bei welcher zundchst eine vorgegebene
Menge an Wasser durch steriles Filterpapier gefiltert wird, wel-
ches eine PorengroBe aufweist, bei der die nachzuweisenden Bak-
terien nicht durchzudringen vermégen. Dieses Filterpapier wird
schlieRlich auf einem festen Nahrboden (z.B. Petrischalenplat-

ten) aufgebracht und inkubiert.

Weitere Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen, insbesondere
von coliformen Bakterien und Enterokokken, basieren zum Teil auf
dem Nachweis von Substanzen und Stoffen, insbesondere von Meta-
boliten, Sekundarmetaboliten, Enzymen oder Proteinen, welche wvon
den Mikroorganismen beispielsweise ins Nahrmedium oder Wasser
abgegeben werden. Diese Substanzen und Stoffe konnen im Nahrme-

dium oder Wasser entweder direkt (z.B. mittels Fluroeszenz, Ab-
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sorption bei definierten Wellenlangen) oder indirekt, indem die
Substanzen bzw. Stoffe als Substrat flir weitere chemische oder
biochemische Reaktionen dienen, bestimmt werden. Ein Verfahren,
welches auf diesem Prinzip beruht und zum Nachweis von colifor-
men Bakterien, wie z.B. E.coli, eingesetzt werden kann, basiert
auf der Umsetzung von 4-Methylumbelliferyl-f-D-Galactopyranosid
(MUG) durch von coliformen Bakterien und Enterokokken ins Wasser
bzw. Nahrmedium abgegebenen B-Galaktosidasen. Diese Enzyme spal-
ten MUG, so dass ein fluoreszierender Farbstoff entsteht, wel-
cher es ermdglicht rilickzuschlieBen, ob und in welchen Mengen
coliforme Bakterien und Enterokokken in einer wassrigen Probe

vorhanden sind.

George I et al. (J Appl Microbiol 88 (2000): 404-413) beschrei-
ben ein Verfahren zur enzymatischen Bestimmung von coliformen
Bakterien in wassrigen Proben. Dieses Verfahren beruht auf der
Hydrolyse von 4-Methylumbelliferyl-R-D-Galactopyranosid und 4-
Methylumbelliferyl-3-D-Glucuronid durch Enzyme, welche von
coliformen Bakterien produziert und an das Medium abgegeben wer-
den. Daher konnen in die Probenaufnahmevorrichtung diese Reagen-
tien (z.B. 4-Methylumbelliferyl-B-D-Galactopyranosid und/oder 4-
Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid) entweder in trockener Form

oder in L&sung eingebracht werden.

Erfindungsgemd&l konnen je nach zu bestimmenden Mikroorganismus
als Substrate, welche von Mikroorganismen umgesetzt werden, was-
serldsliche Cumarine, Resorufin freisetzende Substanzen, Flu-

oresceine und Naphthalene verwendet werden.

Besonders bevorzugte Cumarine sind ausgewahlt aus der Gruppe be-
stehend aus 4-Methylumbelliferyl-N-Acetyl-beta-D-Glucosaminid,
4-Methylumbelliferyl Caprylat, 4-Methylumbelliferyl-beta-D-
Cellobiosid, 4-Methylumbelliferyl-beta-D-Galactopyranosid, 4-
Methylumbelliferyl-beta-D-Glucuronsaure Trihydrat, 4-
Methylumbelliferylphosphat, 4-Methylumbelliferyl-alpha-L-
Rhamnopyranosid, 4-Methylumbelliferylsulfat, 4-
Methylumbelliferyl-alpha-L-Rhamnopyranosid, 4-
Methylumbelliferyl-beta-D-Ribofuranosid, 4-trifluoromethyl-7-
hydroxycoumarine, L-Alanine 7-amido-4- (trifluoromethyl)Coumarin,
N-alpha-CBZ-L-Arginin 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-Citrullin 7-



WO 2014/005168 PCT/AT2013/050132
7

amido-4-methylcoumarin, Glutaryl-Glycyl-L-Arginin 7-Amido-4-
methylcoumarin, L-Histidin 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-
Hydroxyprolin 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-Lysyl-L-Alanine 7-
Amido-4-Methylcoumarin, L-Ornithine 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-
Pyroglutaminsaure 7-Amido-4-Methylcoumarin L-Tryptophan 7-Amido-
4-methylcoumarin und 6,8-Difluoro-7-Hydroxy-4-Methylcoumarin
(DiFMU) .

Besonders bevorzugte Resorufin freisetzende Substanzen sind aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus 10-acetyl-3,7-
Dihydroxyphenoxazin, 7-Ethoxyresorufin, Pentoxyresorufin, Reso-

rufin B-D-Galactopyranosid und Resazurin.

Besonders bevorzugte Fluoresceine sind ausgewahlt aus der Gruppe
bestehend aus 6-Carboxyfluoresceindiacetat, Fluoresceinamin Iso-
mer I, Fluoresceinamin Isomer II, 9-Deoxy-9-N- (Fluorescein-5-
Aminothiocarbonyl)Amino-N-Acetylneuraminsdure, Fluoresceindi-
acetat, Fluoresceinisothiocyanat Isomer I und Rose Bengal Dinat-

riumsalz.

Besonders bevorzugte Naphthalene sind ausgewdahlt aus der Gruppe
bestehend aus 6-Bromo-2-Naphthyl-alpha-D-Galactopyranosid, 2-
Naphthyl-beta-D-Galactopyranosid, 1-Naphthyl-beta-D-
Glucopyranosid, L-Alanine 2-Naphthylamid, L-Leucin beta-
Naphthylamidhydrochlorid, L-Prolin beta-Naphthylamidhydrochlorid
und L-Pyroglutaminsdure beta-Naphthylamid.

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird zudem durch eine
Vorrichtung zur Untersuchung einer biologischen Probenfliissig-
keit gelost, bei welcher die Probenzufuhrvorrichtung eine Pro-
benaufnahmevorrichtung mit getrennten Aufnahmekammern zur Auf-
nahme von definierten Probenvolumina der Probenfliissigkeit der-
art aufweist, dass die Aufnahmekammern nacheinander durch eine
Messkammer der Messvorrichtung fiihrbar sind, um die Probenvolu-
mina einzeln zu untersuchen. Die hiermit erzielbaren Vorteile
und technischen Effekte wurden bereits im Zusammenhang mit dem
erfindungsgemalen Verfahren beschrieben, so dass auf die vorste-

henden Ausfihrungen verwiesen wird.

Um die definierten Probenvolumina hintereinander effizient un-
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tersuchen zu kdnnen und die Messvorrichtung méglichst einfach zu
gestalten, ist es von Vorteil, wenn die Aufnahmekammern der Pro-
benaufnahmevorrichtung und die Messkammer der Messvorrichtung
zumindest abschnittsweise einander entsprechende Querschnitts-

formen aufweisen.

Hinsichtlich der Untersuchung der Probenvolumina in der Messkam-
mer der Messvorrichtung ist es glnstig, wenn die Probenaufnahme-
vorrichtung im Langsschnitt polygonale, insbesondere im Wesent-
lichen quadratische oder im Wesentlichen rechteckige, Aufnahme-
kammern und/oder im Langsschnitt runde, insbesondere im Wesent-

lichen kreisformige, Aufnahmekammern aufweist.

Um einen Filter wahrend der Inkubations- und Untersuchungsphase
in einer definierten Stellung innerhalb der Aufnahmekammer der
Probenaufnahmevorrichtung zu halten, ist gemd&R einer bevorzugten
Ausflihrung vorgesehen, dass die Aufnahmekammer eine Auflagefla-
che zur Auflage eines Filters aufweist. Demnach wird der Filter
auf die Auflageflache der Aufnahmekammer aufgelegt, so dass der
Filter wahrend der Inkubations- bzw. Untersuchungsphase in einer
stabilen Position angeordnet wird. Hiermit kann vorteilhafter-
welse die Genauigkeit und Zuverlé@ssigkeit des Verfahrens erhoht
werden. Bevorzugt ist eine im Wesentlichen horizontale Auflage-
fldche vorgesehen, so dass der Filter unter der Wirkung der
Schwerkraft in der vorgegebenen Position gehalten wird, wenn die
Probenaufnahmevorrichtung in horizontaler Richtung angeordnet

wird.

Zur Abstitzung des Filters, welcher insbesondere durch eine din-
ne Membran gebildet ist, ist es glinstig, wenn die Aufnahmekammer
zur Ausbildung der Auflagefldche fir den Filter ein sieb- bzw.
gitterformiges Auflageelement aufweist. Hiermit kann der Filter
zuverlassig in der vorgegebenen Position gehalten werden. Somit
kann vorteilhafterweise verhindert werden, dass der Filter bei
der Untersuchung in den Strahlengang der Messvorrichtung ge-
langt, wodurch die Messungen beeintrachtigt werden kénnten. Das
sieb- oder gitterfdrmige Auflageelement flir die Filtermembrane
kann bereits in der Aufnahmekammer angebracht sein oder alterna-
tiv vor bzw. mit der Filtermembrane in die Aufnahmekammer einge-

legt werden.
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Zur Erzielung einer konstruktiv einfachen, stabilen Halterung
des Filters innerhalb der Aufnahmekammer ist es glnstig, wenn
die Auflageflache durch eine Abstufung der Aufnahmekammer gebil-
det ist. Bevorzugt ist eine wannenfdérmige Aufnahmekammer vorge-
sehen, welche eine umlaufende Abstufung an einer Seitenwand der

Aufnahmekammer aufweist.

GemdlR einer bevorzugten Ausfithrungsform ist vorgesehen, dass die
Probenaufnahmevorrichtung Aufnahmekammern eines ersten Typs mit
einem ersten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines ersten definier-
ten Probenvolumens und Aufnahmekammern eines zweiten Typs mit
einem zweiten definierten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines
Zzwelten definierten Probenvolumens aufweist. Die Probenaufnahme-
vorrichtung kann eine festgelegte Abfolge von Aufnahmekammern
des ersten bzw. des zweiten Typs aufweisen. Bei dieser Ausfiih-
rung kann vorteilhafterweise das MPN-Verfahren ("most probable
number") zur statistischen Auswertung der bei der Untersuchung
der Probenvolumina in der Messkammer erhaltenen Messergebnisse

angewendet werden.

Umn das biologische Material innerhalb der Aufnahmekammer gleich-
maRig zu verteilen, ist es giinstig, wenn die Aufnahmekammer der
Probenaufnahmevorrichtung einen zur Durchmischung der Proben-
fliissigkeit elastisch verformbaren Abschnitt aufweist. Zur
Durchmischung der Probenfliissigkeit wird der Abschnitt der Auf-
nahmekammer derart elastisch verformt, dass die darin enthaltene
Probenfliissigkeit in die ibrigen Bereiche der Aufnahmekammer
verdrangt wird, so dass eine Pumpwirkung erzielt wird. Zur Beta-
tigung des elastisch verformbaren Abschnitts der Aufnahmekammer
sind bevorzugt Klemmbacken vorgesehen, mit welchen der elastisch
verformbare Abschnitt der Aufnahmekammer zusammengedriickt bzw.

entspannt wird.

Zzur photometrischen Untersuchung der Probenfliissigkeit ist es
glinstig, wenn die Anregungseinrichtung eine Strahlungsquelle zur
Bestrahlung der Probenfliissigkeit und die Detektoreinrichtung
einen Strahlungsdetektor zur Erfassung von mit der Probenflis-
sigkeit wechselwirkender Strahlung aufweist. Je nach Anwendung

konnen hierbei verschiedenste Arten von Strahlungsquellen, bei-
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splelsweise Leuchtdioden oder mit einem kontinuierlichen Spekt-
rum arbeitende Strahlungsquellen, vorgesehen sein. Wenn eine ho-
he Intensitat erforderlich ist, kann insbesondere auch eine La-
serquelle zum Einsatz kommen. Die Verwendung von Leuchtdioden
ist jedoch wvielfach bevorzugt, da diese eine sehr kostengiinstige
Ausfihrung darstellt, welche zudem fiir die meisten Wellenlangen-
bereiche allgemein verfiigbar sind. Als Strahlungsdetektor werden
vorzugsweise Photodioden verwendet. Alternativ kdénnen auch Pho-
tomultiplyer verwendet werden. In manchen Fallen kann auch ein
Spektrometer, insbesondere ein CCD- ("charge coupled device")-
Sensor zum Einsatz kommen, wenn nicht nur die Licht- Intensitat
einer oder mehrerer Wellenldngen sondern der Spektralverlauf un-
tersucht werden soll. Der Strahlungsdetektor bevorzugt dazu ein-
gerichtet sein, in der Probenflissigkeit angeregte Fluoreszenz-
strahlung zu messen. Zusatzlich kann der Strahlungsdetektor die
transmittierte Strahlung erfassen, welche Informationen ilber das

Absorptionsvermdgen der Probenfliissigkeit enthalt.

Gemal einer bevorzugten Ausfithrung sind die Aufnahmekammern der
Probenaufnahmevorrichtung losbar miteinander verbunden. Somit
konnen die Aufnahmekammern vorteilhafterweise insbesondere ein-
zeln von der Probenaufnahmevorrichtung abgetrennt werden. Zur
FErzielung der lésbaren Verbindung kann die Probenaufnahmevor-
richtung beispielsweise Schwachungen, insbesondere Perforatio-

nen, zwischen den Aufnahmekammern aufweisen.

Gemal einer welteren Ausfihrungsform sind die einzelnen Aufnah-
mekammern in einem Transportband oder einer Transportvorrichtung
angeordnet aus welchem bzw. welcher sie zur Weiterverarbeitung

entnommen werden konnen.

Die Erfindung wird nachstehend anhand von in den Zeichnungen
dargestellten Ausfilhrungsbeispielen, auf die sie jedoch nicht

beschrankt sein soll, noch weiter erldautert.
Im Einzelnen zeigen in der Zeichnung:
Fig. 1 eine erfindungsgemdle Vorrichtung zur Untersuchung einer

biologischen Probenfliissigkeit, bei welcher die Probenflissig-

keit zur Aufteilung in definierte Probenvolumina in voneinander
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getrennte Aufnahmekammern einer Probenaufnahmevorrichtung abge-
fullt wird, wobei die Probenvolumina in einer Messkammer einzeln

untersucht werden;

Fig. 2 eine Ausfihrungsform der Vorrichtung, beil welcher die
Aufnahmekammern Auflagefldchen zur Anordnung von Filtern mit der

konzentrierten Probe aufweisen;

Fig. 3 eine Ausfihrungsform der Vorrichtung, beil welcher die
Probenflissigkeit ohne Filtrierung in die Aufnahmekammern einge-

bracht wird;

Fig. 4a eine Draufsicht einer Ausfilhrungsform der Probenaufnah-
mevorrichtung, welche im La&ngsschnitt quadratische Aufnahmekam-

mern eines ersten bzw. eines zweiten Typs aufweist;

Fig. 4b eine Draufsicht einer weiteren Ausfihrungsform der Pro-
benaufnahmevorrichtung, welche im Langsschnitt kreisformige Auf-

nahmekammern eines ersten bzw. eines zweiten Typs aufweist;

Fig. 5 einen Schnitt entlang der Linie V-V in Fig. 4b;

Fig. 6a eine Schnittansicht einer weiteren Ausfihrungsform der
Probenaufnahmevorrichtung, bei welcher die Aufnahmekammer einen

elastisch verformbaren Abschnitt aufweist;

Fig. ©6b eine Schnittansicht der Probenaufnahmevorrichtung gemal
Fig. 6a, wobei der elastisch verformbare Abschnitt zur Durchmi-

schung der Probenfliissigkeit betatigt wird;

Fig. 6c eine Schnittansicht einer weiteren Ausfihrungsform der
Probenaufnahmevorrichtung, bei welcher der elastisch verformbare
Abschnitt ringférmig an der Seitenwand der Aufnahmekammer vorge-

sehen ist;
Fig. 7 eine Ansicht der Probenaufnahmevorrichtung gemd&B Fig. 6
beim Durchtritt durch die entsprechend geformte Messkammer der

erfindungsgemalen Vorrichtung;

Fig. 8 eine Ansicht einer Ausfihrungsform der Messkammer der er-
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findungsgemalRen Vorrichtung, und

Fig. 9 eine Ansicht einer weiteren Ausfihrung der Vorrichtung,
bei welcher die Messvorrichtung zwei Messkammern zur gleichzei-

tigen Vermessung von zwel Probenvolumina aufweist.

In Fig. 1 ist eine Vorrichtung 1 zur Untersuchung einer biologi-
schen Probenfliissigkeit gezeigt, welche gemal einer bevorzugten
Ausfihrung coliforme Bakterien, wie z.B. E. coli, enthalt. Als
biologische Flissigkeit wird fiir die Zwecke dieser Offenbarung
jedoch allgemein eine Flissigkeit mit lebendem bzw. lebensfahi-

gem Material betrachtet.

Wie aus Fig. 1 ersichtlich, weist die Vorrichtung 1 eine Mess-
vorrichtung 2 auf, in welcher die Probenfliissigkeit untersucht
wird. Die Messvorrichtung 2 weist eine Messkammer 3 auf, welche
mit einer Anregungseinrichtung (nicht gezeigt) zur Anregung der
Probenfliissigkeit und mit einer Detektoreinrichtung (nicht ge-
zeligt) zur Detektion eines von der angeregten Probenflissigkeit
stammenden Messsignals in Verbindung steht. Als Anregungsein-
richtung kann eine Strahlungsquelle, beispielsweise eine Leucht-
diode, und als Detektoreinrichtung ein Strahlungsdetektor, bei-
spielsweise ein CCD-Sensor, vorgesehen sein. Die Messvorrichtung
2 ist mit einer Probenzufuhrvorrichtung 4 verbunden, mit welcher

die Probenflissigkeit durch die Messvorrichtung 3 gefihrt wird.

Um eine prédzise statistische Auswertung der Messergebnisse zu
ermdglichen, wird die Probenfliissigkeit in der gezeigten Ausfih-
rung in definierte Probenvolumina aufgeteilt, welche nacheinan-
der durch die Messkammer 3 der Messvorrichtung 2 gefihrt werden.
Die diskreten Probenvolumina werden anschlieRend in der Messkam-
mer 3 der Messvorrichtung 2 einzeln untersucht. Zur Aufteilung
der Probenflissigkeit in definierte Probenvolumina weist die
Probenzufuhrvorrichtung 4 eine Probenaufnahmevorrichtung 5 mit
getrennten Aufnahmekammern 6 auf, in welchen die Probenvolumina
aufgenommen sind. In der gezeigten Ausfihrung ist eine langge-
streckte Probenaufnahmevorrichtung 5 vorgesehen, welche in
Langsrichtung aufeinanderfolgende Aufnahmekammern 6 aufweist.
Die Probenaufnahmevorrichtung 5 wird mittels einer (nicht ge-

zeigten) Forder- bzw. Transportvorrichtung in Pfeilrichtung 4°
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derart fortbewegt, dass die Aufnahmekammern 6 der Probenaufnah-
mevorrichtung 4 rdumlich und zeitlich nacheinander in die Mess-
kammer 3 der Messvorrichtung 2 gelangen, in welcher die Proben-

volumina einzeln untersucht werden.

Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, werden die Aufnahmekammern 6
der Probenaufnahmevorrichtung 4 in der gezeigten Ausflihrung mit
einem vorzugsweilse trockenchemischen Reagenz 7 versehen, welches
ein Substrat fiir die biochemische Reaktion mit der biologischen
Probenflissigkeit bildet. Die Aufnahmekammern 6 mit dem Reagenz
7 werden mittels einer Schutzfolie 8 verschlossen, welche von
einer (in der Zeichnung schematisch dargestellten) Rolle 9 abge-
wickelt wird. Zur Versiegelung der Aufnahmekammern 6 mit der
Schutzfolie 15 wird bevorzugt eine Klebe- oder SchweiBverbindung
vorgesehen. Die Schutzfolie 8 wird vor dem Befiillen der Aufnah-
mekammern 6 mit der Probenflissigkeit entfernt. Hierfir wird die
Schutzfolie 8 in der gezeigten Ausfihrung iiber eine Umlenkrolle
10 auf eine Aufwickelrolle 10' gewickelt. Durch das Entfernen
der Schutzfolie 8 werden oberseitige Einfilldffnungen 11 der
Aufnahmekammern 6 freigegeben. Im né&chsten Schritt werden die
Aufnahmekammern 6 mittels einer Einfiillvorrichtung 12 {iber die
freiliegenden Einfiilléffnungen 11 mit einer Messflissigkeit be-
fillt. In der Ausfihrung gemd&B Fig. 3 wird das trockenchemische
Reagenz 7 zuvor in den Aufnahmekammern 6 eingeschlossen, so dass
auf die Zugabe eines Reagenz Uber die Messfliissigkeit verzichtet
werden kann. Alternativ kann die Messflissigkeit das Reagenz
enthalten. Im nachsten Schritt wird mittels einer Filteranord-
nung 13 ein mit der Probe kontaminierter Filter 14 in die ent-
sprechende Aufnahmekammer 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 ein-
gesetzt. Demnach werden die Bakterien aus dem Probevolumen fil-
triert, so dass die im filtrierten Probevolumen vorhandenen Bak-
terien zur enzymatischen Reaktion im Messvolumen zur Verfigung

stehen.

Wie aus Fig. 1 weliters ersichtlich, werden die Einfiilléffnungen
11 der Probenaufnahmevorrichtung 5 nach der Befiillung der Auf-
nahmekammern 6 mittels einer Folie 15 verschlossen. Die Folie 15
wird in der gezeigten Ausfiihrung von einer (schematisch gezeig-
ten) Abwickelrolle 16 abgewickelt und tUber eine Umlenkrolle 17

der Probenaufnahmevorrichtung 5 zugefihrt. Zur Versiegelung der
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Aufnahmekammern 6 wird die Folie 15 vorzugsweise iUber eine Kle-
be- oder SchweiBlverbindung an der Probenaufnahmevorrichtung 5
angebracht. Nach dem Befiillen und Verschliellen einer Aufnahme-
kammer 6 der Probenaufnahmevorrichtung wird eine Inkubationszeit
eingehalten, bevor das entsprechende Probenvolumen in der Mess-
vorrichtung 2 unabhadngig von den Probenvolumina in den anderen

Aufnahmekammern 6 untersucht wird.

Gemdl Fig. 2 welisen die Aufnahmekammern 6 der Probenaufnahmevor-
richtung 5 jeweils eine umlaufende, im Wesentlichen horizontale
Auflagefldache 18 zur Auflage des Filters 14 auf. Die Auflagefla-
che 18 kann zudem mit einem sieb- bzw. gitterfdrmigen Aufla-
geelement (nicht gezeigt) versehen werden, auf welches der Fil-
ter 14 aufgelegt werden kann. Somit kann der Filter 14 wahrend
des Inkubations- bzw. Messvorgangs stabil in der gewilinschten Po-
sition gehalten werden. Die Auflagefldche 17 ist durch eine Ab-

stufung 19 der wannenfdrmigen Aufnahmekammer 6 gebildet.

GemdR Fig. 3 wird die Probe gemeinsam mit der Messfliissigkeit in
die Aufnahmekammern 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 einge-
bracht, wobei auf die Verwendung des Filters 14 verzichtet wird.
Nach der Beflillung einer Aufnahmekammer 6 wird das darin aufge-
nommene Probenvolumen durchmischt, bevor die Einfiulldffnung 11

mit der Folie 15 verschlossen wird.

Wie aus Fig. 4 ersichtlich, weist die Probenaufnahmevorrichtung
5 bevorzugt Aufnahmekammern eines ersten Typs 6' mit einem ers-
ten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines ersten definierten Pro-
benvolumens und Aufnahmekammern eines zweiten Typs 6'' mit einem
zwelten definierten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines zweiten
definierten Probenvolumens auf. Diese Ausfiihrung erleichtert die
statistische Auswertung der Messergebnisse. Vorteilhafterweise

kann in diesem Fall das MPV-Verfahren angewandt werden.

Gemalk Fig. 4a weist die Probenaufnahmevorrichtung 5 in Drauf-
sicht im Wesentlichen quadratische Aufnahmekammern ¢ auf, wobei
eine festgelegte Abfolge von Aufnahmekammern des ersten Typs 6

und Aufnahmekammern des zweiten Typs 6'' vorgesehen ist.

Gemdl Fig. 4b, 5 sind im Wesentlichen kreisformige Aufnahmekam-
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mern 6 vorgesehen, wobeil auch bei dieser Ausfithrung eine festge-
legte Abfolge von Aufnahmekammern des ersten Typs 6' und Aufnah-

mekammern des zweiten Typs 6'' vorgesehen sind.

Gemdl Fig. 6 weist die Aufnahmekammer 6 der Probenaufnahmevor-
richtung 5 einen elastisch verformbaren Abschnitt 20 auf. Der
Abschnitt 20 der Aufnahmekammer 6 kann mit Klemmbacken 21 in
Pfeilrichtung 22 elastisch verformt werden, wodurch die darin
enthaltene Probenfliissigkeit in die Ubrigen Abschnitte der Auf-
nahmekammer 6 verdrangt wird (vgl. Pfeile 23 in Fig. 6b). Hier-
mit wird eine vorteilhafte Durchmischung der Probenflissigkeit
erzielt. In der Ausfithrung gemal Fig. 6a, 6b ist der elastisch
verformbare Abschnitt 20 am Boden der Aufnahmekammer 6 gebildet.
Gemal Fig. 6c ist der elastisch verformbare Abschnitt 20 ring-
formig umlaufend an der Seitenwand der Aufnahmekammer 6 gebil-
det.

Wie aus Fig. 7 ersichtlich, weisen die Aufnahmekammer 6 der Pro-
benaufnahmevorrichtung 5 und die Messkammer 3 der Messvorrich-
tung 2 zumindest abschnittsweise einander entsprechende Quer-
schnittsformen auf. In der gezeigten Ausflihrung ist der elas-
tisch verformbare Abschnitt 20 der Aufnahmekammer 6 im Wesentli-
chen passgenau in der Messkammer 3 der Messvorrichtung 2 auf-

nehmbar.

In Fig. 8 ist im Querschnitt eine alternative Ausfihrung der
Messkammer 3 gezeigt, welche abschnittsweise entsprechend der

Aufnahmekammer 6 des ersten Typs 6' gemal Fig. 4, 5 geformt ist.

Wie aus Fig. 9 ersichtlich, kann die Messvorrichtung 2 zumindest
zwel Messkammern 3 enthalten, so dass mehrere Probenvolumina
gleichzeitig vermessen werden kénnen. In der gezeigten Ausfih-
rung sind zwei Probenaufnahmevorrichtungen 5 vorgesehen, welche
den getrennten Messkammern 3 zugefihrt werden. Die Aufnahmekam-
mern 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 weisen hierbei unter-

schiedliche Aufnahmevolumina auf.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Untersuchung einer biologischen Probenflissig-
keit, insbesondere zur Bestimmung von Mikroorganismen wie
coliformen Bakterien, wie z.B. E. coli, wobei die Probenflissig-
keit durch eine insbesondere photometrische Messvorrichtung (2)
mit einer Anregungseinrichtung und einer Detektoreinrichtung ge-
fithrt wird, dadurch gekennzeichnet, dass die Probenfliissigkeit
in definierte Probenvolumina aufgeteilt wird, welche nacheinan-
der durch eine Messkammer (3) der Messvorrichtung (2) gefihrt

werden, wobel die Probenvolumina einzeln untersucht werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Probenflissigkeit zur Aufteilung in definierte Probenvolumina in
voneinander getrennte Aufnahmekammern (6) einer Probenaufnahme-

vorrichtung (5) abgefillt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass eine
langgestreckte Probenaufnahmevorrichtung (5) verwendet wird,
welche in Langsrichtung aufeinanderfolgende Aufnahmekammern (6)
aufweist, die nacheinander durch die Messkammer (3) der Messvor-—

richtung (2) gefihrt werden.

4., Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrich-
tung (5) eine Einfulloffnung (11) aufweist, welche nach dem Be-
fiillen mit der Probenfliissigkeit, vorzugsweise mittels einer Fo-

lie (15), verschlossen wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrich-
tung (5) mit einem vorzugsweise trockenchemischen Reagenz (7),
insbesondere mit einem Substrat zur Katalyse einer biochemischen

Reaktion, versehen wird.
6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass zu-
mindest zwel Kapseln mit unterschiedlichen trockenchemischen Re-

agenzien in der Aufnahmekammer (6) angeordnet werden.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die
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Kapseln die trockenchemischen Reagenzien einschlieBende Ummante-
lungen aufweisen, welche sich nach verschiedenen Zeiten und/oder

bei verschiedenen Temperaturen aufldsen.

8. Verfahren nach einem der Anspriliche 5 bis 7, dadurch gekenn-
zelichnet, dass die das Reagenz (7) enthaltende Aufnahmekammer
(6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) vorzugsweise mittels einer
Schutzfolie (8) verschlossen wird, welche vor dem Befiillen mit

der Probenflissigkeit entfernt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriliche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zelichnet, dass die Probenfliissigkeit durch einen Filter (14)
filtriert wird, welcher anschlieRBend in der Aufnahmekammer (6)
des Probenaufnahmevorrichtung (5) angeordnet wird, die mit einer
Flissigkeit, gegebenenfalls unter Zugabe eines Reagenz, befillt

wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Probenvolumen zumindest nach Ablauf einer In-
kubationszeit seit der Befiillung der Aufnahmekammer (6) der Pro-
benaufnahmevorrichtung (5) in der Messvorrichtung (2) untersucht
wird, wobeili vorzugsweise eine weitere Messung zu Beginn der In-
kubationszeit nach Befillung der Aufnahmekammer (6) vorgenommen

wird.

11. Vorrichtung (1) zur Untersuchung einer biologischen Proben-
fliissigkeit, insbesondere zur Bestimmung von coliformen Bakte-
rien, wie z.B. E. coli, mit einer eine Anregungseinrichtung und
eine Detektoreinrichtung aufweisenden Messvorrichtung (2), und
mit einer Probenzufuhrvorrichtung (4) zur Zufuhr von Probenflis-
sigkeit an die Messvorrichtung (2), dadurch gekennzeichnet, dass
die Probenzufuhrvorrichtung (4) eine Probenaufnahmevorrichtung
(5) mit getrennten Aufnahmekammern (6) zur Aufnahme von defi-
nierten Probenvolumina der Probenflissigkeit derart aufweist,
dass die Aufnahmekammern (6) nacheinander durch eine Messkammer
(3) der Messvorrichtung (2) fihrbar sind, um die Probenvolumina

einzeln zu untersuchen.

12. Vorrichtung (1) nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,

dass die Aufnahmekammern (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5)
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und die Messkammer (3) der Messvorrichtung (2) zumindest ab-
schnittsweise einander entsprechende Querschnittsformen aufwei-

sen.

13. Vorrichtung (1) nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Probenaufnahmevorrichtung (5) im L&ngsschnitt
polygonale, insbesondere im Wesentlichen quadratische oder im
Wesentlichen rechteckige, Aufnahmekammern (6) und/oder im Langs-
schnitt runde, insbesondere im Wesentlichen kreisfdrmige, Auf-

nahmekammern (o) aufweist.

14. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) eine Auflageflache

(18) zur Auflage eines Filters (14) aufweist.

15. Vorrichtung (1) nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet,
dass die Auflageflache (18) durch eine Abstufung (19) der Auf-

nahmekammer gebildet ist.

16. Vorrichtung (1) nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) zur Ausbildung der Aufla-
geflache (18) flir den Filter (14) ein sieb- bzw. gitterfdrmiges

Auflageelement aufweist.

17. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dass die Probenaufnahmevorrichtung (5) Aufnahme-
kammern eines ersten Typs (6') mit einem ersten Aufnahmevolumen
zur Aufnahme eines ersten definierten Probenvolumens und Aufnah-
mekammern eines zweiten Typs (6'') mit einem zweiten definierten
Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines zweiten definierten Probenvo-

lumens aufweist.

18. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 17, dadurch
gekennzeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahme-
vorrichtung (5) einen zur Durchmischung der Probenflissigkeit

elastisch verformbaren Abschnitt (20) aufweist.

19. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriche 11 bis 18, dadurch
gekennzeichnet, dass die Anregungseinrichtung eine Strahlungs-

quelle zur Bestrahlung der Probenflissigkeit und die Detek-
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toreinrichtung einen Strahlungsdetektor zur Erfassung von mit

der Probenflissigkeit wechselwirkender Strahlung aufweist.

20. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 11 bis 19, dadurch
gekennzeichnet, dass die Aufnahmekammern (6) der Probenaufnahme-

vorrichtung (5) ldsbar miteinander verbunden sind.
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