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@ Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Adenosin-triphosphat in biologischem Material und

Enzym zur Durchfiihrung dieses Verfahrens.

@ Es wird ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung

von Adenosin-Triphosphat, ATP, in biologischem
Material beschrieben, welches lebende somatische Zellen
und/oder lebendes Mikroorganismenzellen enthilt. Das
ATP wird aus den lebenden somatischen und den leben-
den mikrobiellen Zellen in getrennten Arbeitsschritten
extrahiert und durch eine biolumineszente Reaktion
beschrieben.

Die Extraktion des ATP's aus den Ilebenden somati-
schen Zellen erfolgt in einem getrennten Arbeitsschritt vor
der Extraktion des ATP's aus den lebenden mikrobiellen
Zellen, Somit ist eine getrennte Bestimmung der somati-
schen und der mikrobiellen Zellen méglich. Bei dem Ver-
fahren wird ein Lipid zur Verhinderung der Inaktivierung der
biolumineszenten Reaktion und/oder der ATP-Hydrolyse-
Reaktion durch Detergentien zugegeben, die zur Extrak-
tion des ATP's aus den somatischen Zellen herangezogen
werden,
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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifit ein Verfahren
zur quantitativen Bestimmung von Adenosin-tri-
phosphat, abgekiirzt als ATP, in biologischem Mate-
rial, welches lebende somatische Zellen und/oder le-
bende mikrobielle Zelien enthélt. Bei diesem Verfah-
ren erfolgt die Extraktion des Adenosin-iriphospha-
tes aus den lebenden somatischen Zellen,
beziehungsweise aus den lebenden Mikroorganis-
menzellen, in voneinander getrennten Verfahrens-
schriften, und die Menge des exirahierten ATP's
wird durch seine Biolumineszenzreaktion bestimmt.
Die bevorzugt angewandte biolumineszente Reakti-
on ist diejenige, die in der Nafur bei Leuchtkifern
(englische Bezeichnung fire-fly, lateinische Be-
zeichnung Photinus Pyralis) anzutreffen ist.

Mit Hilfe des erfindungsgeméssen Verfahrens,
kbnnen in dem biologischen Material zwei Arten von
lebenden Zeflen unterschieden werden, namlich

1) Mikroorganismen: z.B. Bakietien (Durchmes-
ser 1 Mikrometet, ATP-Gehalt 10-15 g)

2) Somatische Zellen: z.B. Blutzellen (Durchmes-
ser 10 Mikrometer, ATP-Gehalt 5 x 1012 ).

Um in biologischen Materialien das aus den Mi-
kroorganismen stammende ATP bestimmen zu kén-
nen, muss vorgéngig das ATP der allenfalls vorhan-
denen somatischen Zellen, beziehungsweise die so-
matischen Zellen selbst, zerstért werden.

Um in lebendigen Zellen enthaltenes ATP bestim-
men zu kdnnen, muss dieses zuerst aus den Zellen
extrahiert werden. Dies soll in einer solchen Art und
Weise geschehen, dass endogene Enzyme das ex-
trahierte ATP nicht abbauen kénnen.

ATP kann selektiv aus somatischen Zellen extra-
hiert werden, indem man ein nicht-ionisches Deter-
gens, welches die Mikroorganismen nicht angreift,
zur entsprechend vorbereiteten Probe hinzugibt.
Zur Extraktion des ATP aus Mikroorganismen muss
ein stérkeres Reagenz verwendet werden, welches
die allenfalls vorhandene somatische Zelle eben-
falls angreift. Dazu eignen sich vorzugsweise kat-
ionische Detergenzien, insbesondere tertidre und
quaternédre Amine.

Wenn eine Probe eines biologischen Materials
sowohl somatische Zellen, d.h. Gewebszellen, als
auch [ebende mikrobielle Zellen enthilt, so wird im
allgemeinen zunichst diese Probe mit einem nicht io-
nischen Detergens behandelt, welches die Membra-
nen der somatischen Zellen angreift, so dass das
ATP aus dieser Zelle stromt. Um dieses ATP zu zer-
storen, fiigt man ein Enzym, z.B. ATP-ase, zu. Da-
mit wird ATP in eine Substanz umgewandelt, welche
mit Luciferin-Luciferase nicht reagiert. Nachdem
diese Behandlung beendet ist, wird eine bekaterizi-
de Substanz, z.B. ein kationisches Detergens, in
der Regel ein quaternares Ammonium-Salz, zugege-
ben. Dieses Detergens perforiert die Mikroorga-
nismen und setzt aus diesen das ATP frei. Gleich-
zeitig wird Luciferin-Luciferase zugegeben, und die
emitierte Lichtmenge wird mittels einem Luminometer
gemessen.

Das fiir die Zetstorung des aus somatischen Zel-
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len stammenden ATP's verwendete Enzym, muss in-
aktiviert werden ehe das ATP aus den Mikroorga-
nismenzellen freigesetzt wird. -

Bisher war jedoch keine geeignete und wirksame
Methode bekannt, um dieses Enzyn zu zerstoren.

Eine Erwdrmung auf den Siedepunkt ist keine
praktikable Methode. Ebenso ist eine Hinzugabe
von Sauren, z.B. Trichloressigsdure, nicht geeig-
net, da nachfolgend die Probe neutralisiert werden
misste. Eine mégliche Verdiinnung der Probe wiir-
de die Empfindlichkeit der Methode herabsetzen.

Ein weiteres Problem, das bisher bei der Bestim-
mung von Mikroorganismen in biologischem Materi-
al auftrat, war dasjenige, dass die kationischen De-
tergenzien, welche zur Exiraktion von ATP aus Mi-
kroorganismen verwendet werden, eine schnelle
Inaktivierung des Enzyms bewirken, welches fiir
die Biolumineszenz-Reaktion veraniwortlich Jst.
Der zeitliche Ablauf der Bestimmung (Messung)
war daher &usserst kritisch und erschwert somit
den Gebrauch eines internen Standards.

Die oben beschriebenen Arbeitsweisen stellen ei-
ne kurze Zusammenfassung des né#chstliegenden
Standes der Technik dar, welcher in den nachfol-
gend genannten Dokumenten enthalien ist.

l. Die Verwendung von nicht-ionischen Deter-
genzien fir die Extraktion von ATP aus somati-
schen Zellen ist beschrieben in:

US-PS Nr. 3 745 090 (Chappelle et al.)
US-PS Nr. 4 303 752 (Kolehmainen et al.)
SE Nr. 8 203 564-A (Nilsson et al.).

il. In den beiden oben Zzitierien US-Patentschri-
ten wird auch die Verwendung von Apyrase fir die
Zerstdrung von ATP, welches aus somatischen Zel-
len stammt, beschrieben.

lll. Die Verwendung von kationischen Detergen-
zien (quaternére Ammoniumsalze) ist beschricben

in:
US-PS Nr. 4 303 753 (Kolehmainen et al.)

SE Nr. 7 809 370-A (LKB Produkter AG)

Harber WO 86/07 094.

IV. Die Verwendung von Detergenzien fiir die
Extraktion von ATP ist beschrieben worden von:

— P.E. Stanley, Bioluminescene [2], Methods of En-
zymology, Vol. 133, 1986, Seiten 14 bis 22.

— T.J. Franklin and G.A. Snow, Biochemistry of An-
timicrobial Action, Second Edition, 1975, Chapman
and Hall, London, Seiten 56 bis 63.

V. Die Rolle von Lipiden bezuglich der Akfivitat
von Luciferase ist vom theorefischen Standpunkt
aus studiert worden; siehe
— N.N. Ugarova et al., Biochimica et Biophysica
Acta 921 (1987), Seiten 465 bis 472,

V. Allgemeine Literatursiellen:

— Eric Schram, Xl International Congress of Clini-
cal Chemistry, 1982, Walter de Gruyter & Co., Ber-
lin, New York, Seiten 1013 bis 1022,

— E. Schram, Luminescent Assays: Perspectives in
Endocrinology and Clinical Chemistry, edited by M.
Serio and M. Pazzagli, Raven Press, New York,
1982, Seiten 1 bis 9 in «Fundamental Aspects of Bio-
luminescent Reactions Used in Clinical Chemistry».
— Frans Gorus and Eric Schram, Applications of
Bio- and Chemiluminescence in the Clinical Labora-
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tory, Clinical Chemistry, 25, Seiten 512 bis 519
(1979).

— Prospekt von 3M {ber Biolumineszenz, Licht in
der Mikrobiologie.

Mittels dieser Zitate ist der Inhalt der jeweiligen
Publikation als hierin inkorporiert zu betrachten.

Ziel der vorliegenden Erfindung war es, die
Nachteile bisher bekannter Verfahren zur Bestim-
mung von lebenden Mikroorganismenzellen in biolo-
gischen Materialien zu vermeiden, welche neben
den Mikroorganismenzellen gegebenenfalls noch le-
bende somatische Zellen enthalten. Uberraschen-
derweise zeigte es sich, dass man die angestrebien
Ziele erreichen kann, indem man bei dem Bestim-
mungsverfahren die in der Folge definierten Ar-
beitsschritte anwendet.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist
daher ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung
von Adenosin-triphosphat, ATP, in biologischem
Material, welches lebende somatische Zellen
und/oder lebende mikrobielle Zeflen enthilt, nach
selektiver Extraktion aus den lebenden Zellen und
mittels Biolumineszenz, wobei die erzeugte Lumines-
zenz zu jedem beliebigen Zeitpunkt des Verfahrens
gemessen werden kann, und das Verfahren ist da-
durch gekennzeichnet, dass man entweder in einer
Probe des biologischen Materials sowohl den Ge-
halt an somatischen als auch mikrobiellen Zellen be-
stimmt, indem man

a) die Probe des biologischen Materials vorlegt,

b) wenigstens ein Detergens zur Extraktion des
ATP's, welches in den somatischen Zellen enthalten
ist, hinzugibt,

¢) ein Reagenz fir die biolumineszente Reaktion
vor, wahrend oder nach der in Schritt b) genannten
Extraktion des ATP's hinzugibt, die nicht mikrobiel-
len Zellen durch die erzeugte Lumineszenz quantifi-
ziert,

d) wenigstens ein Lipid zur Verhinderung der In-
akiivierung  der  biolumineszenten  Reaktion
und/oder der ATP-Hydrolyse-Reaktion des oder
der eingesetzten Detergenzien hinzugibt,

€) dem so erhaltenen Gemisch zum Abbau des
aus den nicht-mikrobiellen Zellen stammenden
ATP's wenigstens ein hydrolytische Spaltungen ka-
talysierendes Enzym hinzufligt, und anschliessend

f) zu dem so erhaltenen Gemisch ein Gemisch,
enthaltend wenigstens eine bakterizide Substanz
zur Freisetzung des ATP's, welches in den mikro-
biellen Zellen enthalten ist, und wenigstens eine
Substanz, welche die Aktivitit des oben genannten
Enzyms inhibiert, aber die biolumineszente Reaktion
nicht beeinflusst, hinzugibt, und

g) die mikrobiellen Zellen mittels der erzeugten
Biolumineszenz quantifiziert, oder dass man in dem
biologischen Material nur die mikrobiellen Zellen
quantifiziert, indem man nach dem Verfahrens-
schritt (c) keine Bestimmung der Biolumineszenz
vornimmt, sondern gleich anschliessend die Schrit-
te d), e), (f) und (g) des Verfahrens durchfihrt.

Als Beispiele fiir biologische Materialien, in de-
nen mit Hilfe des erfindungsgemassen Verfahrens
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auch in Anwesenheit von lebenden somatischen Zel-
len die lebenden Mikroorganismenzellen bestimmt
werden konnen, sind biologische Fliissigkeiten, die
insbesondere in Form einer Suspension, vorzugs-
weise in Form einer wéssrigen Suspension, vorlie-
gen, wobei das biologische Material vorzugsweise
aus der Gruppe ausgewdhit ist, welche die folgen-
den Produkte umfasst:

Urin menschlichen oder tierischen Ursprungs,
Blut menschlichen oder tierischen Ursprungs,
Milch menschlichen oder tierischen Ursprungs,
Fruchtsafte, Bier, Wein, Fleischextrakte, Klér-
schlamm, Wasser und Zellkulturen. Das entspre-
chende biologische Material kann jedoch auch eine
Bodenprobe, ein Nahrungsmittel oder ein Textiimate-
rial sein.

Bevorzugte Detergentien, die bei der Durchfiih-
rung des erfindungsgeméssen Verfahrens im Ver-
fahrensschritt (b) zur Extraktion des ATP's aus den
somatischen Zellen zugegeben werden, sind nicht-
ionische Detergentien, insbesondere solche auf Ba-
sis eines Athers mit Polyoxyathylenkette und eines
léngerkettigen Alkyl- oder Alkylphenylrestes, wie
die Produkie, die im Handel unter den Markenbe-
zeichnungen «Triton» und «Lubrol» erhalilich sind.

Bei der Durchfiihrung des erfindungsgeméssen
Verfahrens wird im Verfahrensschritt (d) ein Lipid
zugesetzt. Vorzugsweise wird ein Phospholipid zu-
gesetzt, insbesondere Lecithin,

Es ist notig, das aus den nicht-mikrobiellen Zellen
stammende Enzym durch die Zugabe eines hydro-
lytische Spaltungen katalysierenden Enzyms zu
zerstoren, ehe dann anschliessend das ATP aus
den mikrobiellen Zellen freigesetzt wird.

Bei bisher bekannten Bestimmungsverfahren
wurde zu dieser Hydrolyse des ATP das hydro-
lytische Spaltungen katalysierende Enzym Apyrase
verwendet, welches eine aus Kartoffeln extrahierte
ATP-ase ist.

Bei der Durchithrung des erfindungsgeméassen
Verfahrens wird im Verfahrensschritt (e} als hydro-
lytische Spaltungen katalysierendes Enzym eben-
falls vorzugsweise eine ATP-ase zugesetzt. Zu die-
sem Zweck wird jedoch vorzugsweise Sauger-Mem-
branen-ATP-ase verwendet. Dieses Enzym kann
neben der Hydrolyse des aus somatischen Zellen
stammenden ATP's auch fiir die Zerstérung von
Rest-ATP, welches allenfalls in den Reagenzien
vorhanden ist und die Empfindlichkeit der Methode
herabsetzen wiirde, verwendet werden.

Des weiteren ist die bevorzugt eingesetzte S&u-
germembrane ATP-ase selekiiv durch die Zugabe
von Vanadationen inhibierbar., Vanadationen inhi-
bieren jedoch das Reagens fiir die biolumineszente
Reaktion nicht.

Gemass einer bevorzugten Ausfiihrungsart des
erfindungsgeméssen Verfahrens wird daher im

* Verfahrensschritt (f) als Substanz, welche die Akti-
vitdt des hydrolytische Spaltungen katalysierenden
Enzyms inhibiert, aber die biolumineszente Reakiion
nicht beeinflusst, ein Vanadat hinzugegeben.

Das fir die lumineszente Reaktion verantwortli-
che Enzym Luciferase ist ein Lipoprotein, welches
durch das Vorhandensein von anionischen Deter-
gentien inaktiviert wird. Aber die Aktivitdt des En-
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zyms Luciferase wird zurlickgewonnen durch die
Zugabe von wenigsiens einem Lipid, wie z.B.
Phosphatidylcholin. Ein solches Lipid, z.B. Lecithin,
schiitzt auch die Aktivitat von Luciferase in Gegen-
wart von kationischen Detergentien. Zur Freiset-
zung des ATP's aus den mikrobiellen Zellen im Ver-
fahrensschrift (f) wird als bakterizide Substanz
vorzugsweise ein kafionisches Detergens zugege-
ben, beispielsweise Hexachloridin.

Bei der Durchfiihrung des erfindungsgeméassen
Verfahrens nach den aben erwihnten bevorzugten
Ausfilhrungs arten kdnnen die folgenden Vorteile
erzielt werden:

1. Bei Verwendung von Saugermembranen ATP-
ase als hydrolytische Spaltungen katalysierendes
Enzym kann dieses anschliessend leicht inhibiert
werden, ohne dass das biolumineszente Reagens
beeinflusst wird.

2. Unter Verwendung wenigstens eines Lipides
wird die Luciferase gegen Inhibierung durch Deter-
genzien fiir die Extraktion des ATP's geschiitzt.

3. Mit dem erfindungsgeméssen Verfahren kann
zu jedem beliebigen Zeitpunkt ATP bestimmt werden,
resp. die Reaktion verfolgf und kontrolliert werden.

4, Mit dem erfindungsgemassen Verfahren kén-
nen Keine Mengen an ATP, resp. Mikroorganis-
men, reproduzierbar nachgewiesen werden (ca.
10 000 Bakterien/ml).

Des weiteren betrifit die vorliegende Erfindung
hydrolytische Spalfungen katalysierende Enzyme
als Mittel zur Durchfilhrung des erfindungsgemés-
sen Verfahrens.

Ein bevorzugtes derartiges hydrolytische Spal-
tungen katalysierendes Enzym ist eine ATP-ase,
vorzugsweise eine Saugermembranen ATP-ase.

Die Erfindung sei nun anhand der folgenden Bei-
spiele naher erlautert.

In den Fig. 1 bis 3 ist auf der Ordinate die Lumi-
neszenz in relativen Lichteinheiten in counts per mi-
nute [cpm] aufgefragen. Auf der Abszisse ist die
Zeit in Sekunden angegeben.

Fig. 1 zeigt die Extraktion von E. Coli mit kommer-
ziellem kationischem Detergens «Nucleotide Relea-
sing Reagent for Microbial ATP» (NRB, Lumac).
Konzentration geméss NRB-Vorschrift. Volumen:
100 Mikroliter in 100 Mikroliter Suspension.

Die Zugabe des Luciferin-Luciferase-Reagen-
zes zeigt eine schnelle Abnahme der Lumineszenz,
bedingt durch die Inhibition des Enzyms.

Fig. 2 zeigt das gleiche Experiment, wie in Fig. 1
dargestellt, mit dem Unterschied, dass zusétziich
Lecithin, extrahiert aus Sojabohnen, in einer End-
konzentration von 2 mg/ml in der Probe zur Probe
hinzugegeben wurde. Man sieht, dass jeizt die Lu-
mineszenz konstant bleibt. Dies ist deswegen so,
weil das Lecithin die Inhibition des Enzyms verhin-
dert.

Nach ca. 300 Sekunden wurde ein interner Stan-
dard mit bekannter ATP-Konzeniration (10-8 M/, 10
Mikroliter) hinzugegeben. Es titt eine rasche Zu-
nahme der Lumineszenz wegen der Erhéhung der
ATP-Konzentration in der Probe auf. Es ist eben-
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falls ersichtlich, dass das Lecithin weiterhin die Inhi-
bition des Enzyms verhindert.

Fig. 3 zeigt die Hydrolyse von ATP aus verdiinn-
tem Blut mit Membran-ATP-ase (0,02 wml in Probe)
nach der Extraktion des ATP's mit Lubrol. Nach ca.
300 Sekunden wurde ATP von bekannter Konzen-
tration (10-7 M/, 10 Mikroliter) zusammen mit Van-
dat hinzugegeben. Die End-Konzentration des Va-
nadats (Natrium-ortho-vanadat) betrug in der Pro-
be 5.10-4 M.

Durch die Hinzugabe des Vanadats wird die Inhi-
bierung der Membran-ATP-ase erreicht. Das zeigt
sich deutfich, weil nach der Zugabe von zusétzli-
chem ATP nur eine unbedeutende Abnahme der Lu-
mineszenz stattfindet.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Adenosin-triphosphat, ATP, in biclogischem Materi-
al, welches lebende somatische Zellen und/oder le-
bende mikrobielle Zellen enthélt, nach selektiver Ex-
traktion aus den lebenden Zellen und mittels Biolumi-
neszenz, wobei die erzeugte Lumineszenz zu jedem
beliebigen Zeitpunkt des Verfahrens gemessen
werden kann, dadurch gekennzeichnet, dass man
entweder in einer Probe des biologischen Materials
sowohl den Gehalt an somatischen als auch mikro-
biellen Zellen bestimmt, indem man

a) die Probe des biologischen Materials vorlegt,

b) wenigstens ein Detergens zur Exiraktion des

ATP's, welches in den somatischen Zellen enthal-

ten ist, hinzugibt,

¢) ein Reagenz fir die biolumineszente Reaktion

vor, wéhrend oder nach der in Schritt b) genann-

ten Exiraktion des ATP's hinzugibt, die nicht mi-

krobiellen Zellen durch die erzeugte Lumineszenz

quantifiziert,

d) wenigstens ein Lipid zur Verhinderung der In-

aktivierung der biolumineszenten Reaktion

und/oder der ATP-Hydrolyse-Reaktion des oder
der eingesetzten Detergenzien hinzugibt,

e) dem so erhaltenen Gemisch zum Abbau des

aus den nicht-mikrobiellen Zellen stammenden

ATP's wenigstens ein hydrolytische Spaltungen

katalysierendes Enzym hinzufligt, und anschlies-

send

f) zu dem so erhaltenen Gemisch ein Gemisch,

enthaltend wenigstens eine bakterizide Substanz

zur Freisetzung des ATP's, welches in den mikro-
biellen Zellen enthalten ist, und wenigstens eine

Substanz, welche die Aktivitat des oben genann-

ten Enzyms inhibiert, aber die biolumineszente

Reaktion nicht beeinflusst, hinzugibt, und

g) die mikrobiellen Zellen mittels der erzeugten

Biolumineszenz quantifiziert, oder dass man in

dem biologischen Material nur die mikrobiellen

Zellen quantifiziert, indem man nach dem Verfah-

rensschritt (c) keine Bestimmung der Biolumines-

zenz vornimmt, sondern gleich anschliessend die

Schritte (d), (e), (f) und (g) des Verfahrens

durchfithrt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man nach der Zugabe des minde-

Lty
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stens einen, hydrolytische Spaltungen katalysieren-
den Enzyms im Verfahrensschritt (¢) den Abbau
des aus nicht-mikrobiellen Zellen stammenden
ATP's messtechnisch kontrolliert und so lange mit
der Hinzugabe der in Schritt (f) genannten Substan-
zen zuwartet, bis die urspriingliche ATP-Konzen-
tration gentigend reduziert ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man durch Vorversuche diejenige
Zeit feststellt, welche im Verfahrensschritt (d) zum
Abbau des aus den nicht mikrobiellen Zellen stam-
menden ATP's mit den hydrolytische Spaltungen ka-
talysierenden Enzymen notwendig ist, so dass dann
bei der Bestimmung in den entsprechenden Proben
der Zeitraum bekannt ist, der vor der Durchfith-
rung der Hinzugabe im Verfahrensschritt (f) abge-
wartet werden muss.

4, Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet, dass das biologische Ma-
terial eine biologische Fliissigkeit ist, die insbeson-
dere in Form einer Suspension, vorzugsweise in
Form einer wassrigen Suspension, vorliegt, wobei
das biologische Material vorzugsweise aus der
Gruppe ausgewahlt ist, welche die folgenden Pro-
dukte umfasst:
Urin menschlichen oder tierischen Ursprungs, Blut
menschlichen oder tierischen Ursprungs, Milch
menschlichen oder tierischen Ursprungs, Fruchi-
safte, Bier, Wein, Fleischextrakte, Kiarschlamm,
Wasser und Zellkulturen, oder dass das biologi-
sche Material eine Bodenprobe, ein Nahrungsmitte!
oder ein Textiimaterial ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass das im Schritt (b)
hinzugegebene Detergens ein nichi-ionisches De-
tergens, vorzugsweise auf Basis eines Athers mit
Polyoxyéathylenkette und eines I&ngerkettigen Alkyl-
oder Alkylphenylrestes ist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass die biolumineszente
Reaktion die Luciferin-Luciferase-Reaktion, vor-
zugsweise von Photinus pyralis, ist.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass das im Schritt d) zu-
gesetzte Lipid ein Phospholipid, vorzugsweise
Lecithin, ist.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass das im Schritt (e)
hinzugefigte hydrolytische Spaltungen katalysie-
rende Enzym eine ATP-ase, vorzugsweise eine
Séuger-Membranen-ATP-ase, ist.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dass die im Schritt (f) er-
wéhnte bakterizide Substanz ein kationisches De-
tergens ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass die im Schritt (f) er-
wahnte Substanz, welche die Aktivitdt des hydro-
lytische Spaltungen katalysierenden Enzyms inhi-
biert, aber die biolumineszente Reaktion nicht beein-
flusst, ein Vanadat ist.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dass man nach der Be-
stimmung der Lumineszenz, ausgeldst durch ATP
somatischer Zellen, einen Standard mit bekannter
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ATP-Konzentration hinzugibt und so die ATP-Kon-
zentration und/oder die Anzahl der somatischen
Zellen quantifiziert.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass man nach der Hinzu-
gabe der im Schritt (f) erwdhnten Substanz und
nach Bestimmung der Lumineszenz, einen Standard
mit bekannter ATP-Konzentration hinzugibt und so
die ATP-Konzentration und/oder die Anzahl der mi-
krobiellen Zellen quantifiziert.

138. Hydrolytische Spaltungen katalysierendes
Enzym als Mittel zur Durchfiihrung der Verfahren
gemass einem der Anspriiche 1 bis 12.

14. Enzym nach Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass es ATP-ase, vorzugsweise Sauger-
Membranen-ATP-ase, ist.
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