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(57) Abstract: The invention relates to a device and a method for detecting microparticles that can be labeled by probes, which
can be detected by radiation, or antibodies. In order to allow a fast, straightforward and automated detection, the fluid to be assayed
for microparticles is guided across a filter (24) in order to filter out the microparticles (72) and the labeling steps are carried out by
guiding corresponding labeling substances towards the filter (24). The invention especially allows an automatic detection of living

bacteria by means of in situ hybridization.
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Detektion von Mikropartikeln, die durch
mittels Strahlung erfassbarer Sonden oder Antikérper markierbar sind. Um eine schnelle, unkomplizierte und automatisierbare De-
tektion durchzufiihren, wird vorgeschlagen, das nach Mikropartikel zu untersuchende Fluid tiber ein Filter (24) zum Ausfiltern der
Mikropartikel (72) zu leiten, und die Markierungsschritte durch Leiten entsprechender Markierungsstoffe zu dem Filter (24) durch-
zuflihren. Insbesondere ist damit eine automatische Detektion von lebenden Bakterien mittels in-situ-Hybridisierung moglich.
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Detektionsvorrichtung zur Detektion von biologischen Mikropartikeln wie
Bakterien, Viren, Sporen, Pollen oder biologische Toxine, sowie Detektions-

verfahren

Die Erfindung betrifft eine Detektionsvorrichtung zur Detektion von biologischen
Mikropartikeln wie z.B. lebende oder tote Bakterien, Viren, Sporen, Poilen oder
biologische Toxine, die durch mittels Strahlung erfassbarer Sonden markierbar
sind, insbesondere eine Detektionsvorrichtung zur Detekiion von lebenden Bakte-
rien, Viren oder biologischen Toxinen mittels fluoreszierender Nukleinsaure-
Sonden oder Proteinen als Sonden. Die Erfindung betrifft auRerdem ein Detekti-
onsverfahren zum Detektieren von biologischen Mikropartikeln wie lebende Bakte-

rien, Viren, Sporen, Pollen und/oder biologische Toxine in einem Fluid.

Bisherige Detektionsmethoden fur lebende Bakterien bendtigen einen zeitaufwan-
digen Kultivierungsschritt der Mikroorganismen. Diese herkémmliche Art der Le-
benddetektion bzw. der Lebendzellzahlbestimmung ist enorm zeitaufwandig und
kann nur in geeigneten biologischen Laborraumen (S1-Labor bis S4-Labor) durch-
gefuihrt werden. Eine alternative Methode zur Detektion von lebenden Bakterien ist
die in-situ-Hybridisierung. Die in-situ-Hybridisierungs-Methode ist eine Standard-
technik, die bereits haufig in der Molekularbiologie angewendet wird. Zahlreiche

Publikationen sind zu dieser Methode verodffentlicht worden.

In bezug auf Bakteriendetektion bietet die Firma Vermicon AG, Miinchen, fertige
Detektionskits, d. h. Ensembles von Chemikalien, fiir unterschiedliche Bakterien-

stdmme an.

Bisherige Detektionsverfahren einschlieBlich der in-situ-Hybridisierung sind in der
WO 01/68900 A2, der WO 02/101089 A2, der DE 103 07 732 A1, der WO
2005/031004 A2, der US 6844157B2, der US 2005/064444 A1, der US/20050202
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477 A1, der US 2005/0202476 A1 sowie der US 2005/0136446 A1 naher be-
schrieben. Es wird fir weitere Einzelheiten ausdriicklich auf diese Dokumente aus

dem Stand der Technik verwiesen.

Zurzeit ist die Analysemethode der in-situ-Hybridisierung in der Praxis jedoch nur

mit einem sehr teueren und hochempfindlichen Fluoreszenzmikroskop méglich.

Die Erfindung hat sich zur Aufgabe gestellt, eine Vorrichtung und ein Verfahren
zur Verfugung zu stellen, mit dem insbesondere lebende Bakterien, aber auch an-
dere durch spezifische Sonden markierbare Mikropartikel und Mikroorganismen,
wie insbesondere Viren oder biologische Toxine, schnell, sicher und unkompliziert

automatisch detektierbar sind.

Diese Aufgabe wird durch eine Detektionsvorrichtung mit den Merkmalen des Pa-
tentanspruches 1 sowie ein Detektionsverfahren mit den Schritten des Patentan-

spruches 24 geldst.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind Gegenstand der Unteranspriche.

Eine vorteilhafte Verwendung ist Gegenstand des weiteren Nebenanspruches.

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung ermoglichen insbesondere eine auto-

matische Lebenddetektion von pathogenen Bakterien in Trinkwasser und Luft.

insbesondere schafft die Erfindung ein Gerat zur schnellen, vorzugsweise automa-
tischen Detektion von lebenden Bakterien ohne die Zuhilfenahme eines Fluores-

zenzmikroskops.

Die Messergebnisse sind inshesondere dazu verwendbar, eine Korrelation zur

LZZ (Lebendzellzahl; englisch CFU colony forming units) zu erreichen mit dem
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Ziel, eine Alternative zur zugelassenen Methode der zeitaufwéndigen Kultivierung
zu schaffen (welche den LZZ-Wert liefert).

ErfindungsgemaR ist ein Filter vorgesehen, das zum Ausfiltern der zu detektieren-
den Mikropartikel geeignet ist. Die Stoffe oder Chemikalien, die fiir unterschiedli-
che Markierungsschritte zum Markieren der Mikropartikel zwecks Detektion die-
nen, werden beispielsweise Uber ein Versorgungssystem bereitgestellt und eben-
falls zu dem Filter, insbesondere (iber das Filter, geleitet. Mittels eines Detektions-
systems lasst sich die Strahlung zum Erfassen der Sonden erfassen und somit

lassen sich die Mikropartikel erfassen.

Insbesondere fiir die Detektion von lebenden Bakterien wird beispielsweise ein
mikromechanisches Filter eingesetzt. Ein Versorgungssystem liefert in einem sol-
chen Fall insbesondere die fiir die einzelnen Schritte einer in-situ-Hybridisierung
einzusetzenden Chemikalien, beispielsweise aus den zum Erfassen bestimmter

Bakterien auf dem Markt erhaltlichen Detektionskits.

Das Versorgungssystem kann vorzugsweise tber Ventile und/oder Pumpen auto-
matisch gesteuert werden, so dass eine vollautomatische Durchfiihrung des De-

tektionsverfahrens ermdgglicht ist.

Vorzugsweise ist das Filter mehrmals verwendbar, indem es durch geeignete
Chemikalien regeneriert und/oder konditioniert wird. Dies wird durch entsprechend

gesteuerte Pumpen und Ventile ermoglicht.

Insbesondere kann das Versorgungssystem Teil eines Fluidiksystems sein, das
nicht nur Chemikalien zum Markieren und/oder spateren Spulen und Reinigen der
Vorrichtung liefert, sondern auch zu messende Fluide zu dem Filter liefern kann.

Die Messung der Strahlung ist jeweils an die verwendeten Sonden angepasst.
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Damit die Sonden Strahlung emittieren, kénnen Fluoreszenzfarbstoffe verwendet
werden, oder beispielsweise auch Raman-Labels, Quantum Dots, oder @hnliches.
Falls mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Sonden eingesetzt werden, wie
dies aus der in-situ-Hybridisierung bekannt ist, wird vorzugsweise eine Lichtquelle
zum Anregen des Fluoreszenzfarbstoffes, beispielsweise ein Laser, eingesetzt.
Als Strahlungsmessgeréat zum Messen von mit den Sonden korrelierter Strahlung
wird vorzugsweise ein auf die bestimmte Fluoreszenzstrahlung sensitiver Lichtde-

tektor eingesetzt.

Der Lichtdetektor kann beispielsweise einen Photomultiplier aufweisen, um so die
Intensitat des Fluoreszenzlichtes festzustellen. Alternativ oder zusétzlich kann ein
ortsauflésender Lichtdetektor, beispielsweise ein zweidimensional ortsauflésender
Lichtdetektor eingesetzt werden. Ein solcher wird beiépielsweise durch ein zwei-
dimensionales CCD-Array gebildet. Ein solcher ortsauflésender Sensor kann
Lichtimpulse sowie die Position ihres Ursprunges auf dem Filter feststellen. Auf-
grund der groReren Auflésung sowie der einzelnen Sensorelemente lasst sich eine
vorzugsweise softwaregesteuerte Auswerteeinheit anschlieten, die z. B. die Licht-

punkte z&hlt und damit die Sonden und damit wiederum die Mikropartikel zahit.

Zum Ausfiltern von lebenden Bakterien ist beispielsweise ein mikromechanisches
Filterelement einsetzbar. Vorzugsweise werden mikromechanische Filter mit Po-
rengroRen deutlich unterhalb der GréBe der auszufilternden Mikropartikeln ver-
wendet. Ein mikromechanisches Filter hat beispielsweise eine Porengréfie von
weniger als 0,8 um, beispielsweise von etwa 0,45 ym, so dass Bakterien mit typi-

schen Dimensionen von 1 pm sicher zuriickhaltbar sind.

Andere interessante Mikropartikel, wie beispielsweise Viren oder biologische Toxi-
ne, haben teilweise geringere Abmessungen. Zum Ausfiltern dieser Mikropartikel

lasst sich ein mikromechanisches Filter mit geringerer Porengrofie oder ein ande-
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res Filter, insbesondere ein Nitrocellulose-Filter, verwenden. Hierzu wird bei-
spielsweise ein mikromechanisches Filter oder ein anderer pordser Korper als Auf-
lage mit Nitrocellulose Uberschichtet. Die Nitrocellulosemembran kann beispiels-
weise durch eine Bahn bereitgestellt werden, die zum Austausch der wirksamen
Nitrocellulosemembran bewegbar ist, so dass ein frisches Bahnstiick als Filter fir

neue Messungen verwendbar ist.

Zum Nachweis insbesondere von Viren oder biologischen Toxinen kdnnen durch
Strahlung erfassbare Proteine, zum Beispiel mit einem Fluoreszenzfarbstoff mar-

kierte Antikdrper oder markierte Nukleinséure-Sonden verwendet werden.

Zur Erfassung von lebenden Bakterien werden vorzugsweise entsprechend mar-
kierte DNA-Sonden eingesetzt, die sich an die mRNA, welche nur von lebenden

Bakterien mit ausreichender Lebensdauer bereitgestellt wird, anlagern.

Zusétzlich zu dieser bei der in-situ-Hybridisierung verwendeten Sonden-
Markierung kann auch ein PCR-Modul verwendet werden, um alternativ oder zu-

satzlich eine PCR-Detektionsmethode durchzufithren.

Bei der zum Beispiel auch in der Kriminalistik eingesetzten PCR-Methode werden
DNA-Stliicke multipliziert und anschliefbend detektiert.

Soll die Konzentration von Mikropartikeln in FIUssigkeiteh festgestellt werden, bei-
spielsweise die Anzahl von lebenden Bakterien im Trinkwasser, kann diese Fliis-
sigkeit direkt in die Detektionsvorrichtung eingeleitet und Uber das Filter geleitet
werden. Wenn eine Konzentration von Mikropartikeln in gasférmigen Medien, wie
beispielsweise in der Luft, festgestellt werden soli, kann man diese Mikropartikel in
einer vorgeschalteten Sammelvorrichtung, beispielsweise in einem Biosampler,

zunachst in einer Flissigkeit sammeln, und anschlieend diese Fllssigkeit in das
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Detektionssystem tbergeben, oder die Partikel aus der Luft direkt sammeln, in-

dem die Luft durch den Filter geleitet wird.

Vorteile der Erfindung und/oder von deren vorteilhaften Ausgestaltungen sind:

¢ Eine automatische, schnell, unkomplizierte und sensitive Detektion von
lebenden Bakterien ist mit der Detektionsvorrichtung an jedem beliebigen
Ort moglich.

» Es kann auf aufwandige Kultivierungsschritte der Bakterien in einem bio-
logischen Labor verzichtet werden.

e Eine mobile Detektion von lebenden Zellen ist mdglich. Dadurch ist zum
Beispiel eine schnelle Trinkwasseruntersuchung in einem Fahrzeug oder
Flugzeug oder Raumfahrzeug oder in Verbindung mit einem Roboter, fur
zivile und/oder militarische Nutzung mdoglich.

o Die Vorrichtung und das Verfahren erméglichen zum Beispiel eine schnel-
le Untersuchung von verdachtigen Fliissigkeiten zur Verhinderung eines
biologischen Anschlags. Somit kann ein Beitrag zur éffentlichen Sicher-
heit geliefert werden.

e Als medizinische Nutzung ist z. B. eine schnelle Diagnose von bakteriel-
len Erkrankungen ohne eine aufwandige mikroskopische Untersuchung
denkbar.

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung werden nachfolgend anhand der beigefugten

Zeichnungen naher erlautert: Darin zeigt:

Fig. 1 eine DNA-Sequenz zur Erlauterung der Grundlagen einer in-situ-
Hybridisierung;

Fig. 2 eine schematische Darstellung des Prinzips der in-situ-Hybridisierung;
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Fig. 3 eine schematische Darstellung einer schnellen Detektionsvorrichtung

zur Erfassung lebender Bakterien in Trinkwasser;

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines Ausfiihrungsbeispiels einer
schnellen Detektionsvorrichtung zur Erfassung lebender Bakterien in Fluiden mit
einem Fluidiksystem mit Pumpen und Ventilen, sowie einer Detektionskammer mit

Laser und Photomuliiplier;

Fig. 5 eine schematische Zeichnung der Detektionskammer von oben mit ei-

nem mikromechanischem Filter

Fig. 6 eine schematische Darstellung der Detektionskammer sowie eines De-

tektor einer weiteren Ausfiihrungsform einer Detektionsvorrichtung;

Fig. 7 eine schematische Darstellung der Detektionskammer sowie von De-
tektoren einer weiteren Ausfiuhrungsform der Detektionsvorrichtung, mit welcher
eine Kombination von in-situ-Hybridisierung mit einer PCR-Detektion durchfiihrbar

ist;

Fig. 8 eine schematische Darstellung der Detektionskammer nach einer weite-

ren Ausfahrungsform; und

Fig. 9 eine schematische Darstellung zur Erlauterung der Verwendung der
Detektionsvorrichtung nach Fig. 8 zur Dektektion von Viren und biologischen Toxi-

nen.

Im Folgenden werden Ausfiihrungsbeispiele eines Verfahrens und eine Vorrich-

tung zur Detektion von Mikropartikeln, die durch mittels Strahlung erfassbare Son-
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den markierbar sind, anhand der Zeichnungen naher erlautert. Die Vorrichtung
und das Verfahren sind insbesondere zur Detektion von lebenden Bakterien mit-
tels Nukleinsaure-Sonden oder von Viren oder biologischen Toxinen mittels Prote-
inen einschlieRlich Antikérpern als Sonden geeignet. Bevor auf die Einzelheiten
der Vorrichtung sowie das Verfahren eingegangen wird, werden zunachst die all-
gemeinen Verfahren zum Markieren von solchen Mikropartikeln mittels derartiger

Sonden naher erlautert.

Im Trinkwasser befinden sich unterschiedliche lebende und tote Bakterien. Ein Teil
davon kann pathogen sein. Relevant sind nur die lebenden Bakterien, da nur die-
se sich vermehren und zu einer Gesundheitsgefahrdung fihren kénnen. Viele ge-
brauchliche Detektionsverfahren basierend auf Antikérpern oder PCR kénnen je-
doch nicht zwischen lebenden und toten Bakterien unterscheiden. Im Folgenden
werden eine Vorrichtung und ein Verfahren vorgestellt, mit denen nur die tatsach-

lich lebenden — und dadurch relevanten — Bakterien erfasst werden kdnnen.

Bisherige Detektionsmethoden fiir lebende Bakterien benétigen einen zeitaufwan-
digen Kultivierungsschritt der Mikroorganismen. Die bakteriellen Proben werden
hierzu auf speziellen N&hrboden ausgestrichen und eine bestimmte Zeit bei be-
stimmter Temperatur inkubiert (bebriitet). Je nach Art der Bakterien kann dieser
Kultivierungsschritt mehrere Tage dauern. Nach Beendigung der Inkubationszeit
wird die ,Colony forming Unit“ (CFU), die Anzahl der entstandenen Bakterienkolo-
nien, bestimmt. Diese herkémmliche Art der Lebenddetektion bzw. Lebendzell-
zahlbestimmung ist enorm zeitaufwindig und es besteht bisher keine Moglichkeit,

lebende Bakterien schnell und unkompliziert zu detektieren.

Eine alternative Methode zur Detektion von lebenden Bakterien ist die in-situ-
Hybridisierung. Gegenwirtig ist diese Analysemethode jedoch nur mit einem sehr

teuren und hochempfindlichen Fluoreszenzmikroskop mdglich. Mobile Feldversu-
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che sind praktisch unméglich, aukerdem ist qualifiziertes Laborpersonal fur die

Bedienung erforderlich.

Zur Detektion von Mikroorganismen werden sehr oft weitere Detektionsmethoden
herangezogen, wie zum Beispiel ,Polymerase Chain Reaction* (PCR) oder ,en-
zyme linked immuno sorbant assay” (ELISA). Diese Methoden erfassen aber aus-
schliellich die Anzahl der lebenden und toten Zellen, also die Gesamtzellzahl ei-
ner Probe. Eine Erfassung der Lebendzellzahl ist mit diesen Methoden nicht mog-
lich.

2. Methoden zur Bakteriendetektion
A) PCR

Die PCR-Methode (Polymerase Chain Reaktion) ist ein Verfahren, mit dem in ei-
ner Kettenreaktion kleinste Mengen eines DNA-Abschnitts vervielfaltigt werden
kdnnen (Amplifikation). Die PCR-Methode wird heute sehr oft eingesetzt, wenn
anhand bestimmter DNA-Sequenzen Nachweise gefuhrt werden sollen so etwa:

in der Kriminalistik oder beim Vaterschaftstest,

= in der Mikrobiologie zur Detektion von lebenden und toten Bakterien (Ge-
samtzellzahl)

s in der medizinischen Diagnostik, wenn im Blut Viren-DNA nachzuweisen
ist, oder

» in der Evolutionsbiologie, um Verwandtschaftsbeziehungen und Abstam-

mungslinien zu verfolgen.

Um einen PCR-Nachweis fithren zu kbnnen, missen zwei kurze DNA-Sticke (Pri-
mer) vorhanden sein, die zu dem gesuchten DNA-Strang passen. Die von ihnen

gestartete Kettenreaktion durchizuft bis zu 30 Zyklen, in denen die DNA-Menge
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jeweils verdoppelt wird. Aufgrund der Detektion tiber das Erbgut werden tote und
lebende Bakterien nachgewiesen. Eine Detektion von ausschlief3lich lebenden
Zellen ist mit der PCR-Methode nicht méglich.

B) ELISA

ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) ist ein verbreitetes Verfahren, um
einzelne Proteine (Antigen) nachweisen zu kénnen. Dabei nutzt man die Mecha-
nismen des Immunsystems: Wird eine Substanz vom Immunsystem als fremd er-
kannt, bildet es Antikdrper, die an das fremde Molekil andocken und es so mar-
kieren. Diese so genannte Antikérper-Antigen-interaktion wird fiir den ELISA-Test
genutzt. Soll ein bestimmtes Protein nachgewiesen werden, missen die dazu
passenden Antikérper bekannt sein und zuvor mit verschiedenen gentechnischen
oder zellbiologischen Verfahren hergestellt worden sein. Ist in einer Probe das
gesuchte Protein vorhanden, binden es die auf ein Tragermedium aufgebrachten
Antikorper. Nach der Antigen-Antikérper-Interaktion wird eine von Enzymen ge-
steuerte Reaktion ausgeldst, die zu einem sichtbaren Farbniederschlag fuhrt.
ELISA-Tests sind heute in der medizinischen Diagnostik weit verbreitet. Sie wer-
den aber auch in vielen anderen Bereichen genutzt, wenn einzelne Proteine nach-
zuweisen sind. Im Falle einer Bakteriendetektion werden die bakterienspezifischen
Oberflachenproteine von dem Antikérper erkannt. Es werden sowohl lebende als

auch tote Bakterien erkannt (Gesamtzellzahl).

C) In-situ-Hybridisierung

Im Folgenden wird auf Fig. 1 Bezug genommen. Eine DNA-Sequenz 10 kann man
sich als einen ,Reillverschluss vorstellen. Die ,Zdhne" dieses Reillverschlusses
sind die Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T). Die Informati-

on, die die DNA enthalt, ist verschliisselt in der Reihenfolge dieser vier Buchsta-
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ben entlang des ,Reilverschlusses”. Gegeniiberliegend ,Zéhne" bilden dabei im-
mer nur entweder AT- oder GC-Paare. Die Sequenz ACGCT etwa hat als kom-
plementdres Gegenuber die Buchstabenfoige TGCGA.

Bei der Hybridisierung wird der ,ReiRverschluss” durch Erhitzen gedffnet, so dass
Einzelstrange vorliegen. Kurze, ebenfalls einzelstrangige DNA-Stiicke, die als
Sonden verwendet werden, sollen nun ihr passendes Gegenstick auf dem langen
Einzelstrang finden. An dieser Stelle schliefit sich der Reifdverschluss beim Abkiih-

len wieder.

Man kann dies anhand von Markierungen an der Sonde (z. B. durch einen Fiuo-
reszenzfarbstoff 11, siehe Fig. 2) sichtbar machen. Auf diese Weise kann heraus-
gefunden werden, ob spezifische Sequenzen, die z. B. fur bestimmte Marker-
Gene stehen, in der untersuchten DNA vorhanden sind oder nicht (s. Punkt A:
PCR).

im Fall der in-situ-Hybridisierung, die im Folgenden naher anhand Fig. 2 erlautert
wird, binden die fluoreszenzmarkierten Sonden 12 nicht an DNA, sondern an die
mRNA 14 an, die sogenannte "Abschrift" der DNA. Die mRNA14 ist eine Art Kopie
der DNA. Aus der in der mRNA transkribierten Information werden Proteine er-

zeugt (Proteinbiosynthese).

In toten Bakterien hat diese mRNA 14 eine sehr kurze Lebensdauer (Mikrosekun-

den) und wird sofort nach dem Ableben der Bakterien abgebaut.

Mit der in-situ-Hybridisierungs-Methode wird die mRNA der lebenden Zellen kon-
serviert (Fachausdruck: fixiert") und dann detektiert. D. h. es werden ausschliel-
lich die lebenden Bakterien detektiert (Lebendzelizahl), da tote Bakterien keine
mRNA mehr enthalten.



10

15

20

25

WO 2008/135452 PCT/EP2008/055231

12

Da bei diesem Verfahren DNA an (m)RNA bindet, spricht man von Hybridisierung.

Auch eine Kombinatin von in-situ-Hybridisierung und PCR ist méglich. Hierbei wird
die ebenfalls fixierte DNA der Bakterien zu einer Amplifikation herangezogen. Zum
Beispiel wird diese als in-situ-PCR bezeichnete Methode fiir einen Parallelnach-

weis von Viren in der zu untersuchenden Probe verwendet.

Die in-situ-Hybridisierungs-Methode hat sich mittlerweile zu einer Standardtechnik
entwickelt, die bereits haufig in der Molekularbiologie angewendet wird. Fir weite-
re Einzelheiten zu den einzelnen Schritten der in-situ-Hybridisierung sowie der
{ibrigen hier vorgesteliten Detektionsverfahren wird ausdriicklich auf die WO 01/68
900, WO 02/101089 A2, DE 103 07 732 A1, WO 2005/031004, US 6 844 157 A1,
US 2005/064444 A, US 2005/0202477 A1, US 2005/202476 A1, US
2005/0136446 A1 verwiesen.

Es sind auch bereits fertige Detektionskits mit Ensembles von Chemikalien auf
dem Markt erhéltlich, beispielsweise von der Fa. Vermicon AG, Emmy-Noether-
Strasse 2, D-80992 Miinchen, Deutschland. Allerdings bediirfen die derzeit auf
dem Markt erhaltlichen Detektionskits eines Fluoreszenzmikroskops. Zudem mis-
sen die Chemikalien fachgerecht angewendet werden. Dafiir bedarf es Fachper-

sonal.
Ausfiihrungsbeispiele:

In Fig. 3 ist hingegen eine Detektionsvorrichtung 20 dargestelit, mit der eine voll-
automatische Detektion lebender Bakterien ohne Verwendung eines Fluores-
zenzmikroskops durchfiihrbar ist. Die Detektionsvorrichtung 20 weist eine Detekti-

onskammer 22 auf, in der ein Filter 24 untergebracht ist, das zum Ausfiltern der zu



10

15

20

25

WO 2008/135452 PCT/EP2008/055231

13

detektierenden Mikropartikeln oder Mikroorganismen aus dem zu untersuchenden

Fluid geeignet ist.

Zur Detektion von lebenden Bakterien ist das Filter 24 als mikromechanisches Fil-
ter aufgebaut und weist hierfir ein mikromechanisches Filterelement 26 auf. Das
mikromechanische Filter und dessen Filterelement haben beispielsweise einen
Aufbau, wie er naher in der nicht vorverdffentlichten deutschen Patentanmeldung
DE 10 2006 026 559.9 beschrieben und gezeigt ist. Es wird fiir weitere Einzelhei-
ten ausdriicklich auf die DE 10 2006 026 559 verwiesen. Der Inhalt dieser deut-
schen Patentanmeldung gehért durch Inbezugnahme auch zum Offenbarungsge-

halt der hier vorliegenden Patentanmeldung.

Die Detektionsvorrichtung 20 weist weiter ein Fluidiksystem 28 auf, mit dem das
zu untersuchende Fluid, beispielsweise Trinkwasser 30, welches auf das Vorhan-
densein von lebenden Bakterien 32 untersucht werden soll, zum und durch das

Filter 24 geleitet wird.

Das Fluidiksystem 28 hat eine oder mehrere Pumpen 34, 35 sowie mehrere Mo-
torventile A, B, C, D. Die Pumpen 34, 35 und die Ventile A, B, C, D sind durch eine
nicht naher dargestellte Steuerung, beispielsweise ein angeschlossenes Compu-
tersystem mit enisprechender Software, automatisch steuerbar. Ein Teil des Flui-
diksystems 28 dient auBerdem als Versorgungssystem 36, mit dem Chemikalien
zur Markierung der Bakterien 32 oder der sonstigen zu detektierenden Mikroorga-
nismen oder Mikropartikel mit durch Strahlung erfassbarer Sonden, beispielsweise
die fluoreszenzmarkierten Sonden 12, zu dem Filter 24 geleitet werden kénnen.
Ein weiterer Teil des Fluidiksystems 28 dient als Entsorgungssystem oder Ab-
flusssystem 38 zum Abflhren der Stoffe und Proben aus der Detektionskammer
22.
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Das Versorgungssystem 36 des Fluidiksystem 28 weist genauer ein Motorventil A

mit einem Ausgang A1 und mehreren Eingéngen A2 bis A9 auf. Die Tabelle 1

zeigt die Belegung der Eingange fiir ein Anwendungsbeispiel

Tabelle 1: Belegung der Eingénge des Motorventils A in einem Anwendungsbei-

spiel

'Ventileingang [ A2 A3 [A4 A5 |AB A7 |A8 A9
20%FEtoH | H.0 |Reserve |PBS | Trinkwas-|Anti- |“wash (0,5 M
(Eingang serprobe | korper|buffer” |NaOH
ist frei) (Wasch-
puffer)

An den Ausgang A1 schlieRen sich zwei parallel geschaltete Pumpen 34 und 35
mit unterschiedlichen Pumpleistungen an. Eine erste Pumpe 34 arbeitet bei-
spielsweise in einem Arbeitsbereich von 6 bis 70 ml/min und eine zweite Pumpe
35 arbeitet in einem Bereich von 0,1 bis 7 ml/min. Je nach Steuerung und Schal-
tung der Pumpen 34, 35 lassen sich genau dosierte Mengen von aus dem Motor-

ventil A gelieferten Fluiden in Richtung Detektionskammer 22 pumpen.

Auf die Pumpen 34, 35 folgt ein 3/2-Wege-Ventil B, mit dem der Ausgang der
Pumpen 34, 35 wahlweise auf eine der beiden Seiten des Filters 24 geleitet wer-
den kann. Die Detektionskammer 22 ist hierzu _durch eine Trennung 40 in zwei
Teilkammern 42 und 44 geteilt, die tber das Filter 24 miteinander verbunden sind.
Wahrend der Eingang B1 des Ventils B mit dem Ausgang der Pumpen 34, 35 ver-
bunden ist, ist ein Ausgang B2 des Ventils B mit der ersten Teilkammer 42 und ein

zweiter Ausgang B3 des Ventils B mit der zweiten Teilkammer 44 verbunden. Je
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nach Beschickung der ersten oder zweiten Teilkammer 42 bzw. 44 kann so das
Filter 24 durch entsprechende Fliissigkeiten belegt, gereinigt und/oder konditio-
niert werden. Entsprechende Stromungen kénnen auch tber das Abfluss-System
38 erreicht werden, wo ein erster Eingang C1 eines 3/2-Wege-Ventils C mit der
ersten Teilkammer 42 und ein zweiter Eingang C3 mit der zweiten Teilkammer 44
verbunden ist. Mit dem 3/2-Wege-Ventil C kann wahlweise der erste Eingang C1
oder der zweite Eingang C3 auf einen Ausgang C2 geschaltet. Der Ausgang C2 ist
wiederum mit einem Eingang D1 eines weiteren 3/2-Wege Ventils D verbunden.
Dieser Eingang D1 kann durch das Ventil D wahlweise auf einen Abfluss 46 zur
Entsorgung oder auf einen Sammelanschluss 48 zum Sammeln von Antikorpern

geschaltet werden.

Das heilt, durch die Anordnung von Offnungen zur Flussigkeitszufuhr auf beiden
Seiten des Filters und Offnungen zur Abfuhr der Flissigkeit auf beiden Seiten des
Filters, sowie durch die Ventile B und C wird erreicht, dass der Filter 24 in beiden
Richtungen durchstrombar ist. Durch das umschaltbare Ventil A, das an zwei oder
mehr Fliissigkeitsbehalter angeschlossen ist, kann der Filter mit Chemikalien zum

Markieren, Reinigen oder Konditionieren durchstromt werden.

Zur Detektion der mit den Hybridisierungs-Sonden oder fluoreszenzmarkierten
Proteinen bzw. Antikorpern markierten Bakterien 32 ist weiter ein Strahlenmessge-

rat 50 an der Detektionskammer 22 angeschlossen.

Um z. B. Bakterien 32, die mittels fluoreszenzmarkierten Sonden 12 markiert sind,
zu detektieren, ist eine Lichtquelle in Form eines Lasers 52, der zum Anregen des
Fluoreszenzfarbstoffes 11 geeignete Strahlung, beispielsweise Licht mit der Wel-

lenlange 405nm, aussendet. Diese Einschrankung der Wellenlange lasst sich wei-

ter verbessern durch ein der Lichtquelle nachgeschaltetes optisches Filter.



10

15

20

25

WO 2008/135452 , PCT/EP2008/055231

16

Das Strahlenmessgerat 50 weist in dem dargestellten Ausfahrungsbeispiel einen
Lichtdetektor 54 auf, um die hier verwendete Strahlung, namlich Fluoreszenzlicht
56 von den Bakterien 32 zu detektieren. Zur genaueren Erfassung solcher Strah-
lung weist das Strahlenmessgerat 50 weiter ein optisches Filterelement 58 auf,

das nur die zu messende Strahlung, also hier das zu messende Fluoreszenzlicht

56, beispielsweise Fluoreszenzlicht bei einer Wellenlange von 455nm, durchlasst.

Zum Anschluss des Strahlenmessgerats 50 ist die Detektionskammer 22 an einer
Seite mit einem Quartzglas 60 verschlossen. Durch das Quarzglas 60 hindurch
erfolgt die Anregung mittels des Lasers 52 sowie die Lichtdetektion mittels des
Lichtdetektors 54.

In Fig. 4 ist eine Ubersichtszeichnung Uber eine speziellere erste Ausfihrungsform
der Detektionsvorrichtung 20 dargestellt, wobei die Detektionskammer 22 sowie
das Fluidiksystem 28 lediglich schematisch angedeutet ist. In dem in Fig. 4 darge-
stellten Ausfilhrungsbeispiel weist der Lichtdetektor 54 ein Gerat zur Messung der
Lichtintensitat, hier in Form eines Photomultipliers 62 auf. Es kommt hier ein ver-
einfachtes Fluidiksystem 28 mit nur einer Pumpe 34 und einem vereinfachten Ab-

fluss-System 38 zum Einsatz.

Mit der in Fig. 3 und 4 dargesteliten Detektionsvorrichtung 20 lasst sich eine voll-
automatische Detektion von lebenden Mikroorganismen mit der Methode der in-
situ-Hybridisierung durchfiihren. In diesem System werden nun erstmals lebende
Bakterien 32 mit der in-situ-Hybridisierung-Methode schnell und sicher detektiert.
Herzstiick des Gerates bzw. der Detektionsvorrichtung 20 ist die Detektionskam-
mer 22, die das mikromechanische Filter 26 enthalt. Durch das an die Detekti-
onskammer 22 angeschlossene Fluidiksystem 28 (Pumpen 34, 35, Leitungen oder
Verschlauchungen sowie Ventile A, B, C, D) wird die zu untersuchende Probe

(zum Beispiel Wasser 30 mit Bakterien 32) Gber das Filterelement 26 gepumpt.
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Da das mikromechanische Filterelement 26 eine Porengréfe von zum Beispiel
0,45um aufweist und Bakterien 32 einen Durchmesser von z. B. ca. 1 um besit-

zen, reichern sich die Bakterien 32 auf der Filteroberflache an.

Nach der Anreicherung werden die Bakterien 32 fur die eigentliche Detektion pra-
pariert. Hierzu werden mit Hilfe des Fluidiksystems 28, insbesondere mit Hilfe des
Versorgungssystems 36, die flir in-situ-Hybridisierung notwendigen Chemikalien

Uber das Filterelement 26 gepumpt.

Die eigentliche Detektion erfolgt mit einer Lichtquelle, also zum Beispiel dem La-
ser 52, die den Fluoreszenzfarbstoff 11, mit dem die DNA-Sonde 12 markiert wur-
de, anregt. Das durch den angeregten Fluoreszenzfarbstoff 11 emittierte Fluores-
zenzlicht 56 wird im Anschluss mit dem Photomultiplier 62 (PMT) detektiert. Spe-
zielle optische Filter — hier das optische Filterelement 58 — sorgen dafiir, dass
ausschlieBlich von den markierten Bakterien 32 abgegebenes Fluoreszenzlicht 56

in den Photomultiplier gelangt.

Fig. 5 zeigt eine schematische Darstellung der Detektionskammer 22 mit dem Fil-
ter 24 von oben. Das zu erkennende Gitter stellt das mikromechanische Filterele-
ment 20 dar. Aullerdem sind Anschiiisse 64 und 66 an das Versorgungssystem 36
bzw. das Abfluss-System 38 des Fluidiksystems 28 dargestellt.

Zielorganismen fir eine Lebenddetektion sind z. B. pathogene Keime. Aufgrund
der Basensequenz der fluoreszenzmarkierten Sonde 12 ist es moglich, nicht nur
ganz spezifisch eine pathogene Bakterienart (z. B. E. coli) zu detektieren, sondern
es ist auch méglich, Bakterien auf einer héheren taxonomischen Ebene zu erfas-
sen. So wiére es im Falle £. Coli moglich, dass alle Coli-Formen in einer Probe

detektiert werden kénnten.
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Indem die Basissequenz der DNA-Sonde 12 unspezifischer gestaltet wird, kann es
moglich werden, auf noch héherer taxonomischer Ebene, z. B. viele Enterobakte-

rien, zu detektieren.

Auch ein gleichzeitiges Detektieren von unterschiedlichen Bakterienarten ist még-
lich. Hierzu kann man eine Mischung von unterschiedlich markierten Sonden 12
einsetzen, wobei fur die jeweilige Bakterienart ein bestimmter Fluoreszenzfarbstoff
11 verwendet werden kann. Dadurch asst sich bestimmen, welche Bakterien 32 in
welcher Konzentration vorhanden sind, wenn mit unterschiedlichen Wellenlangen

angeregt wird.

In Fig. 6 ist die Detektionskammer 22 mit dem Filter 24 sowie der Lichtdetektor 54
einer weiteren Ausfuhrungsform der Detektionsvorrichtung 20 schematisch darge-
stellt. Bei dieser Ausfithrungsform gemag Fig. 6 weist der Lichtdetektor 54 keinen
Photomultiplier, sondern einen ortsa‘uﬂ('isenden Detektor, ndmlich hier genauer
einen zweidimensionalen ortsauflésenden Detektor in Form eines zweidimensio-
nalen CCD-Arrays auf, das an eine Auswerteeinheit, beispielsweise ein Compu-

tersystem 70, angeschlossen ist.

Erfolgt die Detektion nicht tiber einen Photomultiplier 62, sondern mit einem zwei-
dimensionalen ortsaufldsenden Detektor, wie zum Beispiel dem CCD-Array 68,
flachig tiber dem Filter 24, so lasst sich die Position der einzelnen Bakterien 32
auf dem Filter 24 bestimmen. Mittels einer Optik bestehend aus optischen Linsen
lasst sich die Darsteliung bzw. Auflésung auf dem CCD-Array verbessern.

Mit einer geeigneten Software lassen sich dadurch die einzelnen Bakterien 32
z&hlen. Dadurch kann sich die tats&chliche Anzahl der Bakterien 32 genauer

bestimmen lassen als bei einer Messung mit Photomultiplier 62. Bei letzterem wird
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namlich nur die gesamte Lichtintensitat gemessen. Aus der durch den Photomul-
tiplier 62 erhaltenen Lichtintensitat wird iber eine geeignete Eichung abgeleitet,
wie viele Bakterien 32 vorhanden waren. Das in Fig. 6 dargestellte Detektions-

system kann dagegen gleich eine Anzahl der Bakterien ausgeben.

Die Ungenauigkeit einer Messung Uber die Lichtintensitat ist umso grofer, je un-
terschiedlicher die Konzentration von mRNA 14 in unterschiedlichen Bakterien 32

ist.

Um mit den zuvor beschriebenen Ausfilhrungsbeispielen der Detektionsvorrich-
tung 20 Bakterien in Luft oder sonstigen gasformigen Medien zu detektieren, kén-
nen diese, zum Beispiel automatisch, tiber eine geeignete Sammelvorrichtung in
einer Flissigkeit gesammelt werden und mit der Flissigkeit, beispielsweise tber
den Anschluss A6 in die Detektionsvorrichtung 20 Uberfihrt werden. Geeignete
Sammelvorrichtungen sind zum Beispiel unter der Bezeichnung Biosampler von
der Fa. SKC Inc., Eighty Four, PA, USA auf dem Markt erhéltlich.

Alternativ 1asst sich Luft direkt durch den Filter leiten, um darauf die Partikel anzu-

reichern.

Das mit der Detektionsvorrichtung 20 durchfithrbare Detektionsverfahren kann die
heute zertifizierten Kultivierungsmethoden zur LZZ-Bestimmung (Lebendzelizahi)
ersetzen. Hierzu werden die verwendeten Sonden 12 so ausgewéhlt, dass die
damit detektierten Bakterien 32 ahnlich reprasentativ sind, wie die durch die kon-

ventionellen LZZ-Bestimmung detektierten Bakterien.

in Fig. 7 ist noch die Detektionskammer 22 mit dem Filter 24 sowie dem Strah-
lungsmessgerat 50 einer weiteren Ausfiihrungsform der Detektionsvorrichtung 20

schematisch dargestelit.
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Die Ausfiihrungsform gemaR Fig. 7 weist, hier in der zweiten Teilkammer 44, ein
Zusatzmodul 72 zur PCR-Detektion von DNA-Sequenzen auf. Das Zusatzmodul
72 ist beispielsweise eine Vorrichtung zum Durchfiihren einer real-time PCR. Sol-
che Vorrichtungen sind auf dem Markt erhaltlich, beispielsweise von der Fa. Flui-
dikm Corp., South San Francisco, USA.

Durch das Zusatzmodul 72, das zusétzlich zu der eigentlichen Detektionsvorrich-
tung 20 eingesetzt wfrd, ist eine Kombination von in-situ-Hybridisierung und PCR
moglich. Beispielsweise kann eine sogenannte in-situ-PCR fiir eine nachtrégliche
Detektion von Viren verwendet werden. Die eigentliche Detektion kénnte mit dem
Verfahren der real-time-PCR ablaufen. Dabei werden wahrend der Ampilifikation
Reporter-Molekiile freigesetzt, die aufgrund ihrer Fluoreszenz mit einem Photo-

mulitiplier detektiert werden kdnnen.

Hierzu ist das Zusatzmodul 72 mit einem eigenen Strahlenmessgerat zur Fluores-
zenzlichtmessung ausgeristet, oder es nutzt das entsprechend ausgebildete

Strahlenmessgerat 50 der Detektionsvorrichtung 20.

Mit der Ausfiihrungsform von Fig. 7 kann insbesondere die im Folgenden ndher
dargestellte besondere Ausfuhrungsform des Detektionsverfahrens durchgefihrt
werden. Es wird eine Kombination von in-situ-Hybridisierung mit PCR durchge-
fuhrt. Bei der in-situ-Hybridisierung werden nach dem Fixieren der Bakterien 32
DNA-Sonden 12 zugegeben. Die nicht gebundenen DNA-Sonden 12 werden an-
schlieftend weggespult. Werden nun die gebundenen DNA-Sonden 12 wieder von
der mRNA 14 geldst und durch PCR ampilifiziert, so lasst sich dadurch eine Le-
bendbakieriendetektion durchfiihren, wodurch sogar extrem kieine Bakterienkon-

zentrationen nachgewiesen werden kénnen.
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Die PCR-Methode dient hierbei also nicht zur Bestimmung der Gesamtzahl (toter
und lebender Bakterien); es werden vielmehr die zuvor an die mRNA 14, die nur in
Lebendbakterien mit ausreichender Lebensdauer vorhanden sind, angebundenen
an DNA-Sonden detektiert, die durch die PCR um ein Vielfaches multipliziert wer-

den.

In Fig. 8 ist noch die Detektionskammer 22 sowie das Filter 24 einer weiteren Aus-
fihrungsform der Detektionsvorrichtung 20 dargestellt, mit der auch Viren und bio-
logische Toxine automatisch detektierbar sind. Hierzu ist eine Membran, insbe-
sondere eine Nitrocellulosemembran 74 vorgesehen. Die Nitrocelluloseschicht 74
kann beispielsweise auf irgendeinem durchlassigen Kérper als Auflage vorhanden
sein. In der in Fig. 8 und Fig. 9 dargestellten Ausfihrungsform der Detektionsvor-
richtung 20 ist die Nitrocellulosemembran 74 als Uberschichtung des mikrome-

chanischen Filterelements 26 vorgesehen.

Fig. 9 zeigt das Prinzip der Filterung von Viren 76 und biologischen Toxinen 78
mittels der Nitrocellulose sowie die Detektion mittels fluoreszenzmarkierter Anti-
korper als Sonden, die bei diesem Detektionsverfahren zum Nachweis eingesetzt

werden.

Fig. 8 und 9 verdeutlichen somit eine weitere Anwendung der schnellen Detekti-
onsvorrichtung 20 zur Detektion von pathogenen Viren 76 und biologischen Toxi-

nen 78.

Viren 76 sind kleine Partikel (25 — 500nm), die aus einer Proteinhiille und je nach
Virusart einem RNA- oder DNA-Genom bestehen. Sie besitzen keinen eigenen
Stoffwechsel, sondern vermehren sich ausschlieRlich durch lebende Zellen. Be-

kannte Beispiele sind Influenzaviren, Ebolaviren oder Pockenviren.
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Biologische Toxine 78 sind duRerst stabile Proteine, die meistens von Bakierien,
Einzellern oder Pflanzen als Stoffwechselprodukte gebildet werden. Oft werden
diese Toxine in das umgebende Medium abgegeben und reichern sich dort in ho-
hen Konzentrationen an. Im militarischen Bereich kénnen biologische Toxine als

biologische Waffen eingesetzt werden.

Bekannte Vertreter biologischer Toxine sind das Botulinumtoxin (Botox) und das

Rizin, das aus den Kernen der Rizinuspflanze gewonnen werden kann.

Aufgrund der geringen GréRe kénnen Viren 76 und biologische Toxine 78 nur ein-
geschrankt auf mikromechanischen Filtern angereichert werden. Durch eine Uber-
schichtung des mikromechanischen Filterelementes 26 oder eines anderen durch-
lassigen Korpers, der als Auflage dient, mit einem geeigneten absorbierenden Ma-
terial, insbesondere Nitrocellulose 74, ist es dennoch méglich, Viren 76 und biolo-

gische Toxine 78 erfoigreich zu filtrieren.

Nitrocellulose besitzt eine sehr hohe Affinitét gegeniiber Proteinen und Nuklein-
sauren. In Bezug auf seine Oberflachenbeschaffenheit werden Proteine irreversi-
bel an die Nitrocellulosemembran 74 gebunden. So kénnen ganze Viren mit ihren

Oberflachenproteinen fest an die Nitrocellulosemembran 74 gebunden werden.

Das Binden von Proteinen und ganzen Viren auf Nitrocellulose ist in der biologi-
schen Forschung eine verbreitete Methode und wird in zahireichen Publikationen
beschrieben ("Westernblot" oder "Dotblot").

Nachdem die Viren 76 an der Membran 74 haften, kdnnen die noch freien Stellen
der Membran mit bestimmten Proteinen (z. B. BSA Bovines Serum Albumin) 82
aufgefiillt werden. Dieser Vorgang wird als Blocken der Membran bezeichnet.
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Nach dem Blocken erfolgt die eigentliche Detektion mit spezifischen Antikbrpern

80, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff 11 markiert wurden.

Durch die besondere Eigenschaft der Nitrocellulose ist es méglich, die Probe und
samtliche Flussigkeiten, die fur die Detektion notwendig sind, durch die Membran
74 zu saugen. Sollte das Saugen durch die Membran 74 durch irgendwelche
Griinde eingeschrankt oder nicht moglich sein, so ware auch ein oberfléchliches
Absplilen der Membran 74 mit dem Detektionsgerat méglich. Hierzu ware nur eine
andere Schaltfolge der 3/2-Wege-Ventile B, C notwendig, die sich links und rechts
neben der Detektionskammer 22 befinden (Fig. 4).

Alle Schritte aller oben beschriebenen Detektionsverfahren kénnen mit dem hier
entwickelten Gerat — Detektionsvorrichtung 20 — voliautomatisch ablaufen, so dass

Analysen auch ohne speziell ausgebildetes Fachpersonal méglich sind.

Neben der Untersuchung von Flissigkeiten kdnnte ein mit Nitrocellulose ausge-
ristetes Gerat auch fiir Luftuntersuchungen eingesetzt werden. Soll nun die De-
tektion der in der Luft befindlichen Viren 76 oder Toxine 78 erfolgen, so kann das
gleiche automatische Programm wie fiir die Fliissigkeiten angewendet werden,
wobei die Luft oder ein anderes gasférmiges Medium durch das Filter gepumpt

wird.

Um zahlreiche Messungen hintereinander durchzufiihren, lasst sich zum Verfi-
gungsstellen der Membran 74 eine Endlosrolle aus Nitrocellulose verwenden, die
z. B. nach jeder Messung eine Einheit weitergespult wird, wodurch das Filter 24

vor jeder neuen Messung frisch ist.
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Patentanspriiche

1. Detektionsvorrichtung (20) zur Detektion von biologischen Mikropartikeln (32,
76, 78), die durch Sonden (12, 80) markierbar sind, die mittels Strahlung (56) er-
fassbar sind, wobei Strahlung emittierende Nukleinsaure-Sonden (12) oder Strah-
lung emittierende Proteine als Sonden (80) verwendet werden, mit:

einem zum Ausfiltern der zu detektierenden Mikropartikel (32, 76,78) aus einem zu
messenden Fluid (30) geeigneten Filter (24),

einem Versorgungssystem (36), mittels dem Chemikalien zum Markieren der zu
detektierenden Mikropartikel (32, 76, 78) mittels der Sonden (12, 80) durch das
oder zu dem Filter (24) leitbar sind, und mittels dem Chemikalien zum Regenerie-
ren des Filters mit Reinigen bzw. Konditiohieren des Filters und des Fluidik-
systems durch das oder zu dem Filter (24) leitbar sind, und

einem Detektionssystem (50, 52, 54) zum Erfassen (12, 80) der Sonden durch
Erfassung von Strahlung (56).

2.  Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Versorgungssystem (36) wenigstens eine Pumpe (34, 35) aufweist, so-
wie ein Ventilsystem (A), das an Quellen (A2 — A5, A7 — A9) fur verschiedene
Chemikalien fir die Sondenmarkierung angeschlossen ist, um die jeweils far ein-
zelne Markierungsschritte notwendige(n) Chemikalie(n) zu dem Filter (24) zu lei-

ten.

3.  Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Ventilsystem wenigstens ein Motorventil (A) aufweist, mit dem wahlweise

einer von mehreren Versorgungssystem-Zulaufen (A2 — A5, A7 — A9) mit einem zu
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dem Filter (24) hin filhrenden Versorgungssystemablauf (A1) verbunden werden

kann.

4.  Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Filter und/oder das Fluidiksystem der Detektionsvorrichtung mittels

Chemikalien regeneriert, gereinigt und/oder konditioniert wird.

5.  Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Versorgungssystem (36) Teil eines Fluidiksystems (28) ist, mittels dem
auch das zu messende Fluid (30) zu dem Filter (24) leitbar ist.

6.  Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 5 und nach Anspruch 2 oder 3,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine Quelle (A6) fur das zu messende Fluid (30) an das Ventilsystem (A) an-

geschlossen ist, um es wahlweise zu dem Filter (24) zu leiten.

7. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Filter (24) in einer Detektionskammer (22) untergebracht ist, die an das
Versorgungssystem (36) und/oder das Fluidiksystem (28) angeschlossen ist.

8.  Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Detektionssystem ein Strahlungsmessgerat (50) zum Messen der von
den Sonden (12, 80) stammenden Strahiung (56) und eine Auswerteeinheit (70)
aufweist, die aufgrund der Messung durch das Strahlungsmessgeréat (50) die Kon-
zentration und/oder die Anzahl der Mikropartikel (32, 76, 78) bestimmt.
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9. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Strahlungsmessgerat (50) einen ortsauflésenden, insbesondere einen
wenigstens zweidimensional ortsaufiosenden, Detektor (68) aufweist, der Strah-
lung (56) und deren Ursprungsposition auf dem Filter (24) erfassen kann.

10. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 8 oder 9,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Auswerteeinheit (70) zum Zzhlen von Strahlimpulsen oder der Ur-

sprungspositionen ausgebildet und eingerichtet ist.

11. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Detektionssystem eine Lichtquelle (52) zum Anregen von fluoreszieren-

“den Sonden (12, 80) und einen Lichtdetektor (54) zum Erfassen einer von ange-

regten fluoreszierenden Sonden (12,80) ausgestrahlien Libhtstrahiung (56) auf-

weist.

12. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Lichiquelle einen Laser (52) oder eine LED aufweist.

13. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 11 oder 12,

dadurch gekennzeichnet, .

dass der Lichtdetektor (54) einen Photomultiplier (62) und/oder ein zweidimensio-
nales CCD-Array (68) aufweist.

14. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 13 und nach Anspruch 8,
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dadurch gekennzeichnet,
dass die Auswerteeinheit (70) aus der mit dem Photomultiplier (62) gemessenen
Lichtintensitat die Konzentration der Mikropartikel (32, 76, 78) bestimmt.

15. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der Anspriiche 11 bis 14,

dadurch gekennzeichnet,

dass wenigstens ein optisches Filterelement (58) vorgesehen ist, das ausschlief3-
lich das von den Sonden (12, 80) ausgesandte Fluoreszenzlicht (56) zu dem
Lichtdetektor (54) durchlasst.

16. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass eine Steuerung zum vollautomatischen Steuern der Detektionsvorrichtung

(20) vorgesehen ist.

17. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Versorgungssystem (36) zur Lieferung von Chemikalien in der Weise
ausgebildet und gesteuert ist, dass sich am Filter (24) befindliche lebende Bakteri-
en (32) durch in-situ-Hybridisierung markiert werden, wobei sich die als DNA-
Sonde (12) ausgebildete Sonde jeweils an die mRNA der zu detektierenden Bak-

terien (32) anlagert.

18. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 17,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Versorgungssystem (36) an eine Quelle angeschlossen ist, die mittels
Strahlung (56) detektierbare DNA-Sonden (12) anliefert, die aufgrund einer Ba-
sensequenz derart ausgebildet sind, dass sie zu mehreren Bakterienarten einer

Bakteriengruppe passt.
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19. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Versorgungssystem (38) zur Lieferung mehrerer unterschiedlich markier-
ter Sonden (12, 80) zur gleichzeitigen Detektion unterschiedlicher Mikropartikel
(32, 78, 76) ausgebildet ist.

20. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass ein Sammelsystem vorgesehen ist, in dem Mikropartike! (32) aus einem gas-
formigen zu messenden Medium in einer Flissigkeit gesammelt werden, wobei ein

Flussigkeitsablauf des Sammelsystems tber das Filter (24) leitbar ist.

21. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriiche,
gekennzeichnet durch ein Zusatzmodul (72), mittels welchem eine PCR-Detektion

von Mikropartikeln durchfiihrbar ist.

22. Detektionsvorrichtung (20) nach einem der voranstehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Filter (24) ein mikromechanisches Filterelement (26) und/oder eine Mik-
ropartikel anziehende Membran (74), insbesondere eine Nitrocellulosemembran
(74), aufweist.

23. Detektionsvorrichtung (20) nach Anspruch 22,
dadurch gekennzeichnet,
dass zum Vorsehen der Nitrocellulosemembran (74) eine Nitrocellulosebahn vor-

gesehen ist, die zwischen Messungen weiterspulbar ist.
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24. Detektionsverfahren (20) zum Detektieren von biologischen Mikropartikein,
insbesondere von lebenden Bakterien (32), Viren (76) und/oder biologischen Toxi-
nen (78)

gekennzeichnet durch die Schritte:

a) Leiten eines die biologischen Mikropartikel (32, 76, 78) enthaltenden Fluids
(30) durch ein zum Ausfiltern der biologischen Mikropartikel (32, 76, 78) ge-
eignetes Filter (24),

b) Leiten von Chemikalien durch das, (iber das, oder zu dem Filter (24), um die
daran anhaftenden biologischen Mikropartikel (32, 76, 78) mittels spezifi-
scher Sonden (12, 80), die mittels Strahlung (56) erfassbar sind, zu markie-
ren,

c) Detektieren der mit den Sonden (12, 80) korrelierten Strahlung (56).

25. Detektionsverfahren nach Anspruch 24,

dadurch gekennzeichnet,

dass in Schritt a) eine zu untersuchende Flissigkeitsprobe (30) mittels eines Flui-
diksystems (28), das wenigstens eine Pumpe (34, 35) und wenigstens ein Ventil
(A, B, C, D) zur Steuerung enthalt, tber das Filter (24) gepumpt wird.

26. Detektionsverfahren nach einem der Anspriiche 24 oder 25,
dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt b) auf dem Filter (24) befindliche Bakterien (32) einer in-situ-

Hybridisierung unterzogen werden.

27. Detektionsverfahren nach einem der Anspruche 24 bis 26,

dadurch gekennzéichnet,

dass in Schritt b) mit einem Fluoreszenzfarbstoff (11) versehene DNA-Sonden
(12) verwendet werden und dass in Schritt ¢) mittels einer Lichtquelle (52) der Flu-

oreszenzfarbstoff (11) angeregt wird und das durch den angeregten Fluoreszenz-
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farbstoff (11) ausgesandte Licht (56) mitiels eines Lichtdetektors (54) detektiert

wird.

28. Detektionsverfahren nach Anspruch 27,
dadurch gekennzeichnet,
dass mittels des Lichtdetektors (54) die Lichtintensitat gemessen wird.

29. Detektionsverfahren nach Anspruch 28,
dadurch gekennzeichnet,
dass fir den Lichtdetektor (54) ein Photomultiplier (62) verwendet wird.

30. Detektionsverfahren nach Anspruch 27,

dadurch gekennzeichnet,

dass mittels eines ortsauflésenden Lichtdetektors (68) Lichtstrahlung oder Licht-
impulse und die Position ihres Ursprungs auf dem Filter (24) detektiert werden und
die Lichtimpulse und/oder die Positionen mittels eines Datenverarbeitungssystems

(70) gezahlt werden.

31. Detektionsverfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass durch Verwendung entsprechend unspezifischer DNA-Sonden (12), die zu
Nukleinsauren oder mRNA (14) unterschiedlicher Bakterienarten passen, die Ge-

samtkonzentration von Bakterien (32) mehrerer Bakterienarten erfasst wird.

32. Detektionsverfahren nach einem der voranstehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet,

dass durch die Verwendung einer Mischung von unterschiedlich markierten Son-
den (12) mehrere unterschiedliche Bakterienarten gleichzeitig detektiert werden.
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33. Detektionsverfahren nach einem der voranstehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet,

dass die biologischen Mikropartikel (32, 76, 78) aus der Luft oder einem anderen
gasformigen Medium in einer Flissigkeit gesammelt werden und mit der Flussig-

keit Uber das Filter (24) geleitet werden.

34. Detektionsverfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
gekennzeichnet durch den Schritt:
d) Durchfiihren eines PCR-Verfahrens.

35. Detektionsverfahren nach Anspruch 34,
dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt d) eine in-situ-PCR-Methode zur nachiraglichen Detektion von Vi-

ren durchgefiihrt wird.

36. Detektionsverfahren nach Anspruch 34 oder 35,
dadurch gekennzeichnet,

dass in Schritt d) nach dem Verfahren der real-time-PCR wahrend einer Amplifika-
tion Reporter-Molekile freigesetzt werden, die aufgrund ihrer Fluoreszenz mittels

eines Lichtdetektors, insbesondere eines Photomultipliers, detektiert werden.

37. Detektionsverfahren nach einem der Anspriiche 34 bis 36,

dadurch gekennzeichnet,

dass in Schritt b) eine in-situ-Hybrisierung in der Weise durchgefihrt wird, dass
nach dem Fixieren der Bakterien (32) DNA-Sonden (12) zugegeben werden, an-
schliefend nichtgebundene DNA-Sonden weggespilt werden, gebundene DNA-
Sonden von der mRNA (14) gelost und durch PCR amplifiziert werden.

38. Detektionsverfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
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dadurch gekennzeichnet,

dass in Schritt a) die Probe durch ein mikromechanisches Filterelement (26)
und/oder durch eine Nitrocellulosemembran (74) geleitet wird, die als das oder
anstelle des oder zusatzlich zu dem mikromechanische(n) Filter(s) verwendet

wird.

39. Detektionsverfahren nach Anspruch 38,
dadurch gekennzeichnet,
dass in Schritt b) noch freie Stelien der Nitrocellulosemembran (74) mit Proteinen

(82) aufgefilllt werden.

40. Detektionsverfahren nach einem der Anspriiche 38 oder 39,

dadurch gekennzeichnet,

dass in Schritt b) die biologischen Mikropartikel (32, 76, 78), die in der Membran
(74) anhaften, mittels spezifischer Proteine, vorzugsweise Antikdrper (80), oder
markierter Sonden (12), die durch Strahlung (56) detektierbar sind, markiert wer-

den.

41. Detektionsverfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass es vollautomatisch gesteuert durchgeftihrt wird.

42. Verwendung des Detektionsverfahrens nach einem der voranstehenden An-
spriiche als Ersatz fur eine Kultivierungsmethode zur Bestimmung der Lebendzell-

zahl in einer zu messenden Probe.
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