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(57) Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung
zur Bestimmung von Mikroorganismen, insbesonde-
re von Chlamydien, Gonokokken und Pilzen, in einer
Probe umfassend ein flissigkeitsdurchlassiges fes-
tes Medium, das einen Weg fir einen Flussigkeits-
fluss definiert, welches Medium entlang des Flussig-
keitswegs im Abstand voneinander vorgesehene
Bereiche aufweist, wobei die Bereiche in folgender
Reihenfolge in einen Aufgabebereich, einen Reakti-
onsbereich, einen Nachweisbereich und einen Kon-
trollbereich unterteilt sind, dadurch gekennzeichnet,
dass im Aufgabebereich ein Puffer, vorzugsweise
ein Neutralisierungspuffer, in getrocknetem Zustand

vorgesehen ist.
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Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Bestim-
mung von Mikroorganismen, insbesondere von Chlamydien, Gonokok-
ken und Pilzen, in einer Probe umfassend ein flissigkeitsdurch-
lassiges festes Medium, das einen Weg flir einen Flissigkeits-
fluss definiert, welches Medium entlang des Fliissigkeitswegs im
Abstand voneinander vorgesehene Bereiche aufweist, wobei die Be-
reiche in folgender Reihenfolge in einen Aufgabebereich, einen
Reaktionsbereich, einen Nachweisbereich und einen Kontrollbe-
reich unterteilt sind, dadurch gekennzeichnet, dass im Aufgabe-
bereich ein Puffer, vorzugsweise ein Neutralisierungspuffer, in

getrocknetem Zustand vorgesehen ist.



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung, ein
Verfahren und einen Kit zur Detektion von Mikroorganismen.

Mikroorganismen kénnen mit verschiedenen Verfahren und vor-
richtungen detektiert werden. Das wohl sensitivste und exakteste
Verfahren zur Bestimmung von Mikroorganismen ist die Polymerase-
kettenreaktion, mit dem bereits geringste Mengen an Mikroorga-
nismen spezifisch detektiert werden kénnen. Derartige Verfahren
benétigen jedoch aufwendige Apparaturen, die ausschliefflich von
fachkundigen Personen bedient werden kénnen.

Alternative Methoden zur Bestimmung von Mikroorganismen ma-
chen sich Antik&érper zunutze, die in der Lage sind spezifisch an
ein oder mehrere Epitope eines Mikroorganismus zu binden. Diese
vVerfahren sind zwar weniger sensitiv als molekularbiologische
Methoden {(wie z.B. Polymerasekettenreaktion), jedoch einfacher
handzuhaben und wesentlich schneller. Um den Gebrauch von Anti-
korpern zur Bestimmung von Mikroorganismen auch ungeschulten
Personen zu ermdglichen, wurden Vorrichtungen, wie Teststreifen,
entwickelt. Mit Hilfe von Teststreifen, auf denen Mikroorganis-
men-spezifische Antikdrper immobilisiert sind kann jedermann die
Anwesenheit von Mikroorganismen in einer Probe in einfacher Wei-
se feststellen.

Je nach zu bestimmendem Mikroorganismus missen die Proben
vor Verwendung an einem Teststreifen bearbeitet werden. Im Zuge
der Probenvorbereitung kann die Probe durch Zugabe von basischen
oder sauren Losungen, mit denen die Mikroorganismen, z.B. ly-
siert werden, verdiinnt werden. Infolgedessen weist die Probe ei-
nen pH-Wert auf, der eine Bindung von Antigen zu Antikoérper
nicht erméglicht, so dass diese Probe nicht direkt auf einen
Teststreifen appliziert werden kann. Daher muss vor dem Auftra-
gen der Probe diese durch Zugabe eines Puffers neutralisiert
werden. Durch die Zugabe von Losungen zur Probe verdndert sich
deren Volumen, so dass es zu einer weiteren Verdinnung der Probe
kommt, wodurch die Sensitivitdt des Tests signifikant reduziert
wird.

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine Vorrichtung
zur Verfligung zu stellen, die u.a. die Nachteile des Standes der
Technik vermeidet.

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Be-
stimmung von Mikroorganismen, insbesondere von Chlamydien, Gono-
kokken und Pilzen, in einer Probe umfassend ein flissigkeits-



durchlédssiges festes Medium, das einen Weg filir einen Fllssig-
keitsfluss definiert, welches Medium entlang des Flissigkeits-
wegs im Abstand voneinander vorgesehene Bereiche aufweist, wobeil
die Bereiche in folgender Reihenfolge in einen Aufgabebereich,
einen Reaktionsbereich, einen Nachweisbereich und einen Kon-
trollbereich unterteilt sind, dadurch gekennzeichnet, dass inm
aufgabebereich ein Puffer, vorzugsweise ein Neutralisierungspuf-
fer, in getrocknetem Zustand vorgesehen ist.

Es hat sich iiberraschender Weise herausgestellt, dass es
mdglich ist, um den pH Wert einer unbehandelten oder vorbehan-
delten Probe auf einen Wert einzustellen, der eine Bindung von
Antigen zu Antikdrper im Teststreifen erméglicht, einen Puffer
in getrocknetem Zustand im Aufgabebereich vorzusehen. Nach In-
kontaktbringen der Probe mit dem getrockneten Puffer wird dieser
im flissigkeitsdurchlidssigen festen Medium gelést, so dass sich
dessen Pufferwirkung entfalten kann und die Probe am Medium
neutralisiert. Die neutralisierte Probe bewegt sich schliefflich
in Folge der Kapillarwirkung des Mediums in diesem welter zu den
weiteren Bereichen der Vorrichtung (Reaktionsbereich, Nachweis-
bereich und Kontrollbereich).

Das Vorsehen eines Puffers in getrocknetem Zustand im Aufga-
bebereich hat den Vorteil, dass der Beniitzer der Vorrichtung
keine oder eine weniger aufwendige Probenvorbereitung durchfih-
ren muss, da ein wichtiger Schritt (der des Neutralisierens,
falls notwendig) direkt im Aufgabebereich der erfindungsgemédfZen
Vorrichtung erfolgt.

Die erfindungsgemidfie Vorrichtung kann im Prinzip jeder Test-
streifen sein, der im Stand der Technik bekannt ist.

Das fliissigkeitsdurchlidssige feste Medium bzw. der flissig-
keitsdurchlédssige feste Trager, welches bzw. welcher erfindungs-
gemdfR eingesetzt werden kann, kann grundsédtzlich aus jeglichem
Material sein, das elne gewissen Porositdt aufweist, wobei be-
sonders bevorzugt pordse Trager, umfassend Nitrocellulose, Ny-
lon, PTFE, Polystyrol, Latex, Glasfasern, Kieselgel, Aluminium-
oxid, Cellulose, Dextran, Agarose, Polyvinylalkohel, in Frage
kommen. Die erfindungsgemdRe Vorrichtung kann neben einem oder
mehreren flissigkeitsdurchldssigen festen Medium(en) selbstver-
stdndlich auch weitere Medien bzw. Materialien umfassen, die an-
dere Eigenschaften aufweisen. So ist es z.B. moglich zusatzlich
einen nicht-flissigkeitsdurchlassigen Trager in der Vorrichtung
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vorzusehen, auf dem das flissigkeitsdurchldssige feste Medium
aufliegt und dieses stabilisiert.

,Im Aufgabebereich®, wie oben angefiihrt, bedeutet, dass der
Puffer sich entweder direkt im fllssigkeitsdurchlédssigen festen
Medium befindet oder dass ein weiteres fliissigkeitsdurchlassiges
festes Medium nach dem Aufgabebereich angeordnet ist.

Der Begriff ,Puffer in getrocknetem Zustand*, bedeutet, dass
das Medium im Aufgabebereich einen Puffer umfasst, der getrock-
net ist. Ein derartiges Medium ist durch Inkontaktbringen des
Mediums mit einem flissigen Puffer erhdltlich, gefolgt von einem
Trocknungsprozess zum Entfernen des im Aufgabebereich befindli-
chen Wassers bzw. Lésungsmittels. Durch diese Vorgehensweise ist
ein Aufgabebereich erhdltlich, der einen Puffer in getrocknetem
Zustand umfasst.

Es hat sich erfindungsgemédfie gezeigt, dass die erfindungsge-
midRe Vorrichtung insbesondere gut geeignet ist Chlamydien nach-
zuwelisen.

Chlamydien verursachen verschiedene akute und zum Teil auch
chronische Erkrankungen beim Menschen. Typische Erkrankungen,
die von Chlamydien verursacht werden, sind venerische Urogeni-
tal-Infektionen, Augeninfektionen und atypische Pneumonien. Die
Gattung Chlamydia enthdlt die Spezien Chlamydia trachomatis,
Chlamydia pneumoniae und Chlamydia psittaci.

Chlamydia trachomatis ist primdr fir den Menschen krank-
heitserregend. Bei Chlamydia trachomatis werden 18 Serotypen un-
terschieden und es ist der hdufigste bakterielle Erreger sexuell
iibertragbarer Infektionen.

Chlamydia trachomatis kann beispielsweise je nach Manifesta-
tionsform der Serotype zu Augeninfektionen bis hin zur Erblin-
dung fihren.

Um rechtzeitig eine Chlamydieninfektion zu diagnostizieren
und infolgedessen rechtzeitig eine Therapie zu beginnen, um Kom-
plikationen zu verhindern, ist es von entscheidender Bedeutung
eine derartige Infektion rasch zu diagnostizieren.

Der Nachweis von Chlamydien mittels Teststreifen bendtigt
gemdfy Stand der Technik ein Aufschlieffen der Mikroorganismen mit
einem sauren oder basischen Puffer gefolgt von einem Neutrali-
sierungsschritt, bei dem ein entsprechender basischer oder sau-
rer Puffer eingesetzt wird. Durch die Neutralisierung des pH-
Werts der Probe wird die Detektion von Chlamydien in einer Probe



erst ermdglicht.

Neben Chlamydien gibt es eine Vielzahl weiterer Mikroorga-
nismen, die filir den Menschen von Bedeutung sind. Belspiele sol-
cher Mikroorganismen sind Gonokokken, die fir Gonorrhoe verant-
wortlich sind, und Pilze.

Die am Markt iiblichen Diagnosetests zur Bestimmung wvon
mikrobiellen Infektionen sind Kits, welche zumindest teilweise
von Fachpersonal angewendet werden miissen oder welche aus-
schlieRlich im Labor Anwendung finden. Daher ist die rasche
Feststellung, ob eine mikrobielle Infektion vorkommt, flir die
betroffene Person nicht mdglich.

Die erfindungsgemdfie Vorrichtung kann auch Teil eines Kits
zur Bestimmung von Mikroorganismen, insbesondere von Chlamydien,
Gonokokken und Pilzen, in einer Probe sein, der folgende Kompo-
nenten umfasst:

a) mindestens ein Mittel zur Probennahme, vorzugswelse min-
destens einen Wattetupfer oder ein Tampon,

b) ein Behdltnis umfassend einen Puffer zum Aufschlieffen von
Mikroorganismen, insbesocndere von Chlamydien, Gonokokken und
Pilzen, und geeignet zur Aufnahme des Mittels zur Probennahme,
vorzugsweise des Wattetupfers oder Tampons,

¢) eine Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8. Mit
dem erfindungsgemédfien Kit ist es aufgrund der einfachen Handha-
bung der einzelnen Bestandteile erstmals mbglich, eine mikro-
bielle Infektion zu diagnostizieren.

Die bereitgestellten Mittel zur Probennahme, vorzugsweise
ein Wattetupfer oder ein Tampon, die idealerwelse in steriler
Form dem Kit beigegeben sind, dienen dazu die zu untersuchende
Probe zu entnehmen. Mit diesen Mitteln konnen beispielsweise Ab-
striche, wie Vaginalabstriche, vorgenommen werden.

Um die in der Probe mdglicherweise vorkommenden Mikroorga-
nismen besser bestimmen zu konnen, werden die Probeentnahmemit-
tel mit einem Puffer in Kontakt gebracht, welcher die Zellen
grofitenteils aufschliefst. Durch diesen Aufschluss werden die
Epitope der Zellen, beispielsweise, fir Antikdrper, besser zu-
ganglich, wodurch der Nachweis der Zellen mit erhoéhter Effizienz
erfolgen kann.

Der Behdlter, der geeignet ist die Probeentnahmemittel auf-
zunehmen, umfasst vorzugsweise eine Mindestmenge an Puffer wvon
50-1000 nl, vorzugsweise 100-500 pl, insbesondere 300 nl, die



ausreichend ist um die Zellen aufzuschlieffen und vom Mittel her-
unterzuldsen, sodass die Zellen bzw. Zellfragmente in der LOsung
verbleiben.

Da der Aufschluss der Mikroorganismen entweder im basischen
oder sauren pH-Bereich durchgefiithrt wird, ist es notwendig die
Probenlésung entweder mit einem sauren oder basischen Puffer zu
neutralisieren, bevor diese mit einem Mittel zur Detektion von
Mikroorganismen in Kontakt gebracht wird. Handelt es sich bei
dem Mittel zur Detektion von Mikroorganismen namlich z.B. um An-
tikdérper kann ein zu saurer bzw. zu basischer pH-Wert dazu fih-
ren, dass die Bindung von Antikérpern an Antigene stark redu-
ziert wird, so dass keine zuverldssige und reproduzierbare Be-
stimmung mehr méglich ist. Es ist wesentlich, dass bei der Ver-
wendung eines sauren AufschlieRBungsreagenzes ein basischer Neut-
ralisierungspuffer eingesetzt wird und umgekehrt.

Mittel zur Bestimmung von Mikroorganismen, insbesondere von
Chlamydien, Gonokokken und Pilzen, sind in der Fachwelt hinrei-
chend bekannt. Aufgrund des Einsatzgebiets des erfindungsgemafien
Kits und insbesondere aufgrund des Personenkreises, der den er-
findungsgemidffien XKit bzw. die erfindungsgemdfie Vorrichtung anwen-
det, ist es von Vorteill, dass derartige Mittel moéglichst einfach
und unkompliziert aufgebaut und ohne die Verwendung aufwendiger
Apparaturen anwendbar sind. Solche Mittel sind in der PFachwelt
hinreichend bekannt und werden bereits hdufig eingesetzt. Der
Grofteil dieser Nachweismittel beruht auf der Bindung von Anti-
kérpern an Oberfldchenantigene der zu bestimmenden Mikroorganis-
men.

Gemdf einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Exr-
findung umfasst das Behdltnis b) einen basischen Puffer mit ei-
nem pH-Wert von 7 bis 14, vorzugsweise 10 bis 14, noch mehr be-
vorzugt 11 bis 13, insbesondere 12,7, oder einen sauren Puffer
mit einem pH-Wert von 1 bis 7, vorzugsweise 1 bis 6,5, noch mehr
bevorzugt von 2,5 bis 6,5, wobei der Kit jeweils einen basischen
und einen sauren Puffer umfasst.

Der erfindungsgeméfie Kit umfasst - wie eingangs erwahnt -
ein Behdltnis mit einem Aufschlusspuffer. Je nach Art des ge-
wahlten Aufschlusses (sauer oder basisch) ist der getrocknete
Neutralisierungspuffer auszuwdhlen (sauer oder basisch).

Der basische Puffer umfasst vorzugsweise 3 bis 5 g, vorzugs-
weise 4 g, NaCH, 3 bis 4 g Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA),



1 bis 3 g, insbesondere ca. 2 g, Natrium-Salz des Cholhydrats in
1 L wasser.

Der saure Puffer umfasst vorzugsweise 3 bis 5 g, vorzugswei-
se 4 bis 4,5 g, KHpPO4, 5 bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g,
NasHPO4, 2 bis 8 ml, vorzugsweise 3 bis 6 ml, insbesondere 5 ml,
eines Gemisches aus 2-methyl-4-isothiazolin-3-on und S-chlor-2-
methyl-4-isothiazelin-3-on {(Proclin) in 1 L Wasser, wobei der
pH-Wert auf pH 6 bis 6,5 eingestellt ist.

Der pH-Wert dieses Puffers kann durch die Zugabe von Sdure
auf den entsprechenden pH-Wert eingestellt werden, wobel vor-
zugswelise HC1l verwendet wird.

Der saure Puffer umfasst vorzugsweise 3 bis 5 g, vorzugswel-
se 4 bis 4,5 g, KHPO4, 5 bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g,
NasHPO4, in 1 L Wasser, wobei der pH-Wert auf pH 1 bis 3, insbe-
sondere auf pH 2,5, eingestellt ist.

Der Teststreifen umfasst vorzugsweise einen festen Tréger
aus einem saugfdhigen Medium, welches Medium in einen Aufgabebe-
reich, in einen Reaktionsbereich, in mindestens einen Nachweis-
bereich und in mindestens einen Kontrollbereich unterteilt ist.

Im Reaktionsbereich sind vorzugsweise Antikérper mobil ange-
ordnet, die in der Lage sind an ein Epitop eines Oberflédchenan-
tigens der zu bestimmenden Mikroorganismen zu binden, wobei die
Antikdrper vorzugsweise mit einem Farbstoff, gefdrbten, fluores-
zierenden oder magnetischen Partikeln, insbesondere Latexparti-
keln, oder mit kolloidalem Gold markiert sind.

GemdfR einer bevorzugten Ausfithrungsform der vorliegenden FEr-
findung sind im Nachweisbereich Antik&rper immobilisiert, die in
der Lage sind an ein Epitop eines Oberfldchenantigens der zu be-
stimmenden Mikroorganismen zu binden, wobei das Epitop des Anti-
gens in der Lage ist, oder nicht in der Lage ist, an den im Re-
aktionsbereich mobil angeordneten Antikdrper zu binden. Erfin-
dungsgemdf koénnen im Nachweisbereich Antikdérper immobilisiert
sein, die an dasselbe oder ein anderes Epitop eines Antigens des
»u bestimmenden Mikroorganismen binden. Es hat sich herausge-
stellt, dass die Teststreifen, welche in der US 5,073,484 und US
5,654,162 beschrieben sind, am besten geeignet sind, um im er-
findungsgemaffen Verfahren eingesetzt zu werden.

Im Kontrollbereich sind vorzugsweise Antikdérper immobili-
siert, die in der Lage sind an die im Reaktionsbereich mobil an-
geordneten Antikoérper zu binden.



GemdfR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung umfassen das Behdltnis b) 50-1000 pl, vorzugsweise 100-
500 pl, insbesondere 300 nl, des jeweiligen Puffers.

Um zu testen, ob die Mittel zum Nachweisen der Mikroorganis-
men ordnungsgemdfs funktionieren, umfasst der Kit vorzugsweise
weiters eine Positivkontrolle.

Gemdlz einer besonders bevorzugten Ausfihrungsform der vor-
liegenden Erfindung umfasst Puffer b) einen pH Indikator, vor-
zugsweise Bromthymolblau, vorzugswelse in einer Menge von (¢, 001
bis 0,005 g, insbesondere in einer Menge von 0,003 g.

Die Zugabe eines Indikators erlaubt es dem Anwender festzu-
stellen, ob der pH-Wert des Reagenzes den Erfordernissen ent-
spricht und als neutralisiert angesehen werden kann.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Diagnose einer mikrobiellen Infektion, insbesonde-
re einer Chlamydien-, Gonokokken- oder Pilzinfektion, umfassend
die Schritte:

a) Bereitstellen eines Mittels zur Probennahme, vorzugsweise
mindestens eines Wattetupfers oder eines Tampons,

b) Probennahme,

¢) Uberfiihren der am Mittel zur Probennahme befindlichen
Probe in ein Behdltnis umfassend einen Puffer zum Aufschliefien
von Mikroorganismen, insbesondere von Chlamydien, Gonokokken und
Pilzen,

d) Inkubieren der Probe mit dem Puffer fiir 5 Sekunden bis 30
Minuten, vorzugsweise fir 30 Sekunden bis 15 Minuten, mehr be-
vorzugt fir 1 bis 10 Minuten, insbesondere fir 5 Minuten,

e) Uberfiihren des neutralisierten Puffers in eine Vorrich-
tung gemdf der vorliegenden Erfindung zum Detektieren eines oder
mehrerer Mikroorganismen, und f) Diagnostizieren einer mikrobiel-
len Infektion, wenn in Schritt e) Mikroorganismen detektiert
werden.

Die im erfindungsgemédfen Verfahren eingesetzten Puffer und
Mittel sind bereits oben beschrieben.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die
verwendung eines erfindungsgemdfRen Kits zur Bestimmung einer
mikrobiellen Infektion, insbesondere einer Chlamydien-, Gonokok-
ken- oder Pilzinfektion.

Der Gegenstand der vorliegenden Erfindung wird anhand des
folgenden Beispiels eingehender erldutert, ohne jedoch auf die-



ses beschrédnkt zu sein.

BEISPIELE:

Beilispiell:

Dieses Beispiel zeigt den Nachweis von Chlamydia trachoma-
tis, einer der drei bekannten Spezies aus der Familie der Chla-
mydien-Bakterien, Infektionen mit Chlamydia trachomatis sind die
hiufigsten sexuell iibertragenen Infektionen. Allein fir Deutsch-
land wird die Zahl der Neuinfektionen auf 300.000 bis 500.000
pro Jahr geschédtzt. Jingere Erwachsene (15-25 Jahre), Personen
mit hidufig wechselndem Geschlechtspartner, Sexualpartner {(auch
unbemerkt und symptomlos) infizierter Personen sowie Neugeborene
infizierter Miitter sind am hdufigsten betroffen. Infektioconen oh-
ne Sexualkontakt (z.B. im Schwimmbad) sind selten, aber nicht
auszuschliefRen.

Chlamydia trachomatis-Infektionen verursachen hdufig keine
Symptome. Chlamydia trachomatis kann jedoch auch zu Beschwerden,
wie Augenentziindungen, Arthritis und Entzlindungen des Harntrak-
tes, fiihren. Weiters fiithren unbehandelte Infektionen hdufig zu
Unfruchtbarkeit und erhdéhen das Risiko von Eileiterschwanger-
schaften und Frihgeburten. In den Entwicklungsldndern sind In-
fektionen mit Chlamydia trachomatis die haufigste Ursache fir
das Erblinden von Neugeborenen.

Besonders wichtig ist eine Behandlung von Chlamydien-
Infektionen in der Schwangerschaft. Rund 50 % der infizierten
Miitter geben die Infektion an das Neugeborene weiter. Hdufige
Komplikationen beim Neugeborenen sind Bindehautentziindungen und
Lungenentzindung.

Vorbereitungen

Testkomponenten: Probebehdlter mit 300 pl Puffer A, kleine
Flasche mit 400 pl Puffer B, Abstrichtupfer (=SWAB) und Folien-
verpackung mit Teststreifen und Trockenmittel

Puffer A

NaQH 1g
EDTA 3,722 g
Natriumcholhydrat 2 g
Water 1L

pPH 12.7



Puffer B
KH2P04 4 P 47 g
Na;HPy 7,87 g

Proclin 5 ml

pH Einstellung mit HCl auf pH6,4

Der Abstrichtupfer (=SWAB) wurde vorsichtig bis zum Gebdr-
mutterhals (Ende des Vaginalkanals) eingefithrt. Der Abstrichtup-
fer wurde gleichmafsig fir ca. 30 Sekunden gedreht und langsam
herausgezogen.

Da sich in der Pufferflasche bewusst wenig Flissigkeit be-
findet, musste diese durch Schiitteln am Flaschenboden gesammelt
werden.

Der Abstrichtupfer wurde mit der Probe bis zum Flaschenboden
eingetaucht. Der Abstrichtupfer wurde in der Fliissigkeit gedreht
und mehrfach an der Seitenwand ausgedriickt, damit sich ihr Pro-
benmaterial gut in der Pufferldsung verteilt.

Der Abstrichtupfer wurde fiir ca. 5 Minuten in der Flasche
belassen.

Aus der kleinen Pufferflasche B wurden 6 Tropfen in die gro-
Re Pufferflasche A getropft.

Die Pufferflasche A wurde verschlossen und geschwenkt.

2 Tropfen der Probe wurden auf das Probenaufgabefeld des
Teststreifens (US 5,073,484, US 5,654,162, Glad et al., Acta
Chem. Scand. 6:449-450 (1980}, Glad et al, Anal. Bioch. 85:180
(1978), Norgard-Pederson, Clinica Chemica Acta 48:345 (1973) und
Laurell et al., Methods in Enzymology, 73, Part B, 339 et seq.
{1981)) aufgebracht.

Nach ca. 15 Minuten konnte das Testergebnis am Teststreifen
abgelesen werden,

Belilspilel2: Vergleich der Standard Kassetten chlamy-
CARE-C (siehe Beispiel 1) mit modifizierten Kassetten, die eine
zusdtzliche Membrane getrdnkt im Puffer B aus Beispiel 1 umfas-
sen.

Fir die Durchfiihrung eines Chlamydien-Tests, wie in Beigpiel
1 beschrieben ist die Verwendung von Puffer A und B in 2 Schrit-
ten notwendig.

Es wird nun gepriuft ob man eine prédparierte und im Puffer B
getridnkte Membrane in die Kassette einbauen kann und dadurch ein
Schritt bei der Test Durchfihrung erspart werden kann.
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Es wird in diesem Beispiel verglichen, ob die Ergebnisse der
neu prédparierten Kassetten gleich mit Ergebnissen der normalen
Kassetten sind. Es werden 4 verschiedene Chargen verglichen.

Zuerst wurde eine Membran vorbereitet, welche in Puffer B
eingetaucht und liber Nacht im Trockenraum trocknen gelassen
wird. Die so prédparierte Membran wurde auf den Probenaufgabebe-
reich des Teststreifens angebracht und an dieser befestigt.

Die unmodifizierten Teststreifen wurden mit Buchstaben N +
Nummer und die préparierten mit Buchstaben P + Nummer markiert.

Als Positiv-Kontrolle wurde Chlamydia Trachomatis Serovar
LGV (4.21 mg/ml) der Firma BIODESIGN verwendet.

Fiir die herkémmlichen Teststreifen wurden zuerst die Stock-
Losungen (SL) wie folgt vorbereitet: 84,2 pg Antigen wurden in
500 pl destillierten Wasser aufgeldst

Anschliefend wurden die Kontrollen vorbereitet:

Negative Kontrolle: Puffer A+B fir herkémmliche Kassetten
und fir praparierte Kassetten Puffer A 1:1 mit destiliertem Was-

ser verdinnt.

Kontrolle 1: SL 1:1 + Puffer A+B

Kontrolle 2: SL 1:2 + Puffer A+B

Kontrolle 3: SL 1:4 + Puffer A+B

Kontrolle 4: SL 1:8 + Puffer A+B
1:1

Kontrolle 5: SL 6 + Puffer A+B

Fiir die préaparierten Kassetten wurde die Stock-Ldsung (SL)
wie oben vorbereitet und anschliefend wurden die positiven Kon-
trollen nach dem Schema wie oben verwendet, jedoch statt Puffer
A+B wurde nur Puffer A {(1: 1 mit destilliertem Wasser verdinnt).

Ergebnisse:

|Probe Lot.: 08619 Lot.: 01720 lLot.: 03722 iLot.: 06723 \
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Alle Kassetten zeigten gleiche Ergebnisse. Bei der préapa-

rierten Kassetten waren die Linien ein wenig stérker.



Anspriche:

1. Vorrichtung zur Bestimmung von Mikroorganismen, insbesondere
von Chlamydien, Gonokokken und Pilzen, in einer Probe umfassend
ein fliissigkeitsdurchlidssiges festes Medium, das einen Weg filr
einen Fliissigkeitsfluss definiert, welches Medium entlang des
Flissigkeitswegs im Abstand voneinander vorgesehene Bereiche
aufweist, wobel die Bereiche in folgender Reihenfolge in einen
Aufgabebereich, einen Reaktionsbereich, einen Nachweisbereich
und einen Kontrollbereich unterteilt sind, dadurch gekennzeich-
net, dass im Aufgabebereich ein Puffer, vorzugsweise ein Neutra-
lisierungspuffer, in getrocknetem Zustand vorgesehen ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im
Reaktionsbereich Antik&rper mobil angeordnet sind, die in der
Lage sind an ein Epitop eineg Oberflédchenantigens der zu bestim-
menden Mikroorganismen zu binden, wobeiAdie Antikdrper vorzugs-
weise mit einem Farbstoff, gefdrbten, fluoreszierenden oder mag-
netischen Partikeln, insbesondere Latexpartikeln, oder mit kol-
loidalem Gold markiert sind.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass im Nachweisbereich Antikérper immobilisiert sind, die in
der Lage sind an ein Epitop eines Oberflichenantigens der zu be-
stimmenden Mikroorganismen zu binden, wobei das Epitop des Anti-
gens in der Lage ist oder nicht in der Lage ist, an den im Reak-
tiongbereich mobil angecrdrneten Antikérper zu binden.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Xontrollbereich Antikérper immobilisiert sind,
die in der Lage sind an die im Reaktionsbereich mobil angeordne-
ten Antikdrper zu binden.

5. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Puffer ein basischer Puffer mit einem pH-Wert
von 7 bis 14, vorzugsweilse 11 bis 13, insbesondere 12,7, oder
ein saurer Puffer mit einem pH-Wert von 1 bis 7, vorzugsweise
von 2,5 bis 6,5, ist.

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der
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basische Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 g, NaCH, 3 bis 4 ¢
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), 1 bis 3 g, insbesondere ca.
2 g, das Natrium-Salz des Cholhydrats in 1 L Wasser umfasst.

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet,
dass der saure Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 bis 4,5 g,
KHy,PO4, 5 bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g, NapHPO4, 2 bis 8 ml,
vorzugsweise 3 bis 6 ml, insbesondere 5 ml, eines Gemisches aus
2-methyl-4-isothiazolin-3-on und 5-chlor-2-methyl-4-
isothiazolin-3-on (Proclin) in 1 L Wasser umfasst, wobel der pH-
Wert auf pH 6 bis 6,5 eingestellt ist.

8. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet,
dass das saure Reagenz 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 bis 4,5 g,
KHoPO4, 5 bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g, NapHPO4, in 1 L Wasser
umfasst, wobei der pH Wert auf pH 1 bis 3, insbesondere auf pH
2,5, eingestellt ist

9. Kit zur Bestimmung von Mikroorganismen, insbesondere von
Chlamydien, Gonokokken und Pilzen, in einer Probe umfassend:

a) mindestens ein Mittel zur Probennahme, vorzugsweise min-
destens ein Wattetupfer oder ein Tampon,

b} ein Behidltnis umfassend einen Puffer zum Aufschlieflen von
Mikroorganismen, insbesondere von Chlamydien, Gonokokken und
Pilzen, und geeignet zur Aufnahme des Mittels zur Probennahme,
vorzugsweise des Wattetupfers oder Tampons,

¢} eine Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8.

10. Kit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Be-
hialtnis b) einen basischen Puffer mit einem pH-Wert von 10 bis
14, vorzugsweise 11 bis 13, insbesondere 12,7, oder einen sauren
Puffer mit einem pE-Wert von 1 bis 6,5, vorzugswelse von 2,5 bis
6,4, umfasst, wobeli der Kit jeweils einen basischen oder einen

sauren Puffer zum Aufschlieffen von Mikroorganismen umfasst.

11. Kit nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass
der basische Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 g, NaOH, 3 bis 4 g
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA), 1 bis 3 g, insbesondere ca.
2 g, das Natrium-Salz des Cholhydrats in 1 L Wasser umfasst.



12. Kit nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass
der saure Puffer 3 bis © g, vorzugsweise 4 bis 4,5 g, KH3PO4, 5
bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g, NajHPO4, 2 bis 8 ml, vorzugswei-
se 3 bis 6 ml, insbesondere 5 ml, eines Gemisches aus 2-methyl-
4-isothiazolin-3-on und 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
(Proclin) in 1 L Wasser umfasst, wobeli der pH-Wert auf pH 6 bis
6,5 eingestellt ist.

13. Kit nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass
der saure Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 bis 4,5 g, KHpPO4q, 5
bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g, NasHPO4, in 1 L Wasser umfasst,
wobei der pH Wert auf pH 1 bis 3, insbesondere auf pH 2,5, ein-
gestellt ist

14. Kit nach einem der Anspriiche 9 bis 13, dadurch gekennzeich-
net, dass das Behdltnis b) 50-1000 pl, vorzugsweise 100-500 nl,
insbesondere 300 upl, des Puffers umfasst.

15. Kit nach einem der Anspriiche 9 bis 14, dadurch gekennzeich-
net, dass der Kit weiters eine Positivkontrolle umfasst.

16. Kit nach einem der Anspriiche 9 bis 15, dadurch gekennzeich-
net, dass Puffer b) einen pH Indikator, vorzugsweise Bromthy-
molblau, vorzugsweise in einer Menge von 0,001 bis 0,005 g, ins-

besondere in einer Menge von 0,003 g umfasst.

17. Verfahren zur Diagnose einer mikrobiellen Infektion, insbe-
sondere einer Chlamydien-, Gonokokken- oder Pilzinfektion, um-
fassend die Schritte:

a) Bereitstellen eines Mittels zur Probennahme, vorzugsweise
mindestens eines Wattetupfers oder eines Tampons,

b) Probennahme,

¢} Uberfihren der am Mittel zur Probennahme befindlichen
Probe in ein Behdltnis umfassend einen Puffer zum Aufschliefien
von Mikroorganismen, insbesondere von Chlamydien, Gonokokken und
Pilzen,

d) Inkubieren der Probe mit dem Puffer fir 5 Sekunden bis 30
Minuten, vorzugsweise fiir 30 Sekunden bis 15 Minuten, mehr be-
vorzugt fir 1 bis 10 Minuten, insbesondere fir 5 Minuten, e)
Uberfithren des neutralisierten Puffers in eine Vorrichtung gemdf



einem der Anspriiche 1 bis 8 zum Detektieren eines oder mehrerer
Mikroorganismen, und

f) Diagnostizieren einer mikrobiellen Infektion, wenn in
Schritt e) Mikroorganismen detektiert werden.

18. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriiche 9 bis 17 zur
Bestimmung einer mikrobiellen Infektion, insbesondere einer
Chlamydien-, Gonokokken- oder Pilzinfektion.
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Anspriche:

1.‘Vorriéhtung zZur Bestiﬁmung von Chlamydien oder Gonokokken, in
einer Probe umfassend ein fliissigkeitsdurchléassiges festes Medi-

um, das eincen Weg fiv einen Fiissigkeltslluss cdefinliert, welches

Modium entlang des Flissigkoilswegs 'm cnander vor-
geschoene Bereiche aufwoish, wohe? die Borelcene in Tolgendor Redi—

henfolge n einen Auilvabebsroion, oliner Reakilonsbercich, einen
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cadurch gekennzeichnet, dass im Aulgabebereich ein Neutralisie-
rungspuffer in getrocknetem Zustand vorgesehen ist, wobel der
Puffer ein basischer Pufier mi. einem pH-Wert von 11 bis 13,
insbesondere 12,7, oder ein saurer Puffer mit einem pH-Wert von

2,3 bis ©,5 1ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im
Reaktionsbereich Ant:korpce: moizil anceordret sind, die in der

Lage sind an ein Epitop eines Oberflachenantigens der zu bestim-
menden Mikroorganismen »i binden, wobel die Antikdrper vorzugs-
weise mit einem Farbstoff, gefarbten, fluoreszierenden oder mag-
netischen Partikeln, insbesondere Latexparlikeln, oder mit kol-

loidalem Gold markiert sind.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass im Nachweisbereich Antikdrper immobilisiert sind, die in
der Lage sind an ein Epitop eines Oberfléchenantigens der zu be-
stimmenden Mikroorganismen zu binden, wobei das Epitop des Anti-
gens in der Lage ist oder nicht in der Lage ist, an den im Reak-
tionsbereich mobil angeordneten Antikérper zu binden.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Kontrollbereich Antikérper immobilisiert sind,
die in der Lage sind an die im Reaktionsbereich mobil angeordne-
ten Antik®rper zu binden.

5. Vorrichtung nach einer der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der basische Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 g,
NaOH, 3 bis 4 g Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), 1 bis 3 g,
insbesondere ca. 2 g, das Natrium-Salz des Cholsdurehydrats in 1
L Wasser umfasst.
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6. Vorrichtung nach einen de Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der saure Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 bis
4,5 g, KHpPO4q, 5 bis 9 g, vorzugsweise 7 bis 8 g, NapHPO4, 2 bis

§ ml, vorzugsweise 3 bis & ml, insbesondere T ml, eines Cemi-
sches aog 7 -methyi-4-iscthizrzolin-d-on ind st or=lopethyl-A-
funthiazollin-3-on il L o Wasser wmiassi, wobel der pil-

Wert aui pH 6 bis 6,5 cingestolls Tsb.

7. Vorrichtung nach einen der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das saure Reagenz 3 bis 5 ¢, vorzugsweise 4 bis
1,5 g, KHpPO4, & bis 9 g, vorzugswelse 7 bis 8 g, NazHPO4, in 1 L
Wasser umfasst, wobei der pH Wert auf pH 1 bis 3, insbesondere

auf phli 2,5, eingestelil 13T

K

Probse amfassend:

- zur Bestimmung von Chlamydien oder Gonokokker, in einer

g o0
e

a) mindestens ein Mittel zur Probennahme, vorzugswelse min-
desiens ein Wattetupfer cder e.r Tamporn,

b) ein Behdltnis umfassend einen Puffer zum Aufschlieflen von
Chlamydien oder Genckokken und geeignet zur Aufnahme des Mit-
tels zur Probennahme, vorzugswelse des Wattetuplers oder Tam-
pons,

c) eine Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 7.

9. Kit nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Behdlt-
nis b) einen basischen Puifer mit einem pH-Wert von 10 bis 14,
vorzugsweise 11 bis 13, insbesondere 12,7, oder einen sauren
puffer mit einem pH-Wert von 1 bis 6,53, vorzugsweise von 2,5 bis
6,4, umfasst, wobel der Kit jeweils einen basischen oder einen
sauren Puffer zum Aufschlieken von Chlamydien oder Gonokokken

unmfasst.

10. Kit nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass der
basische Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 g, NaOH, 3 bis 4 g
Ethylendiamintetraessigsadure (EDTA), 1 bis 3 g, insbesondere ca.
2 g, das Natrium-Salz des Cholsdurehydrats in 1 L Wasser um-

fasst.

11. Kit nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass der

NACHGEFEICHT
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saure Puffer 3 bis 5 g, vorzugsweise 4 bis 4,5 g, KHyPO4, O bis 9
g, vorzugswelse 7 bis 8 g, NasHPO4, 2 bis 8 ml, vorzugsweise 3
'bis 6 ml, insbesondere 5 ml, eines Gemisches aus 2-methyl-4-
isothiazolin-3-on und S5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on (Pro-

clin} in 1 L Wasser umfassc, wobel der cH-Wert auf oB & bis e, 5

eingesiellt Tst.
17, ®¥ii nacn Anspruch £ oder 9, dadurah gokernuzeiohoet, dass der
Glce pfrer W obdm ey, chrorougmwet oo Lobos Lo e, o I I RS

v, vorzugswelse 7 bis 8 gy, NapHFO4, in @ L Wesser udmiassl, wobel
g 2 4

der pH Wert auf pH 1 bis 3, insbesondere auf pH 2,5, eingestellt

ist

13. Kit nach einem der Anspruche § bis 1z, dadurch gekennzelch-
net, dass das Behilinis b} 50-1000 nl, vorzugawe isge 100-500 pl,

inshbesondere 300 ul, des Puffers umfasst.

14 . Kit nach einem der RAnspriiche 8 bpis 12, dadurch gekennzeich-

net, dass der Kit welters aine Pesilivkeonirel = umiassh.

15. Kit nach einem der Anspriche 8 bis 14, dadurch gekennzeich-
net, dass Puffer b) einen pH Indikator, vorzugswelise Bromthymel-
blau, vorzugsweise in einer Menge von 0,001 bis ¢,005 g, insbe-

sondere in einer Menge von 0,003 g umfasst.

16. Verfahren zur Diagnose einer Chlamydien- oder Gonokok-
keninfektion, umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen eines Mittels zur Probennahme, vorzugsweise
mindestens eines Watteﬁupfers oder eines Tampons,

b) Probennahme,

c) Uberfithren der am Mittel zur Probennahme befindlichen
Probe in ein Behdltnis umfassend einen Puffer zum Aufschlielen
von Chlamydien oder Gonokokken,

d) Inkubieren der Probe mit dem Puffer fiir 5 Sekunden bis 30
Minuten, vorzugsweise fir 30 Sekunden bis 15 Minuten, mehr be-
vorzugt fir 1 bis 10 Minuten, insbesondere fiir 5 Minuten, e)
Opberfiihren des neutralisierten Puffers in eine Vorrichtung gemaf
einem der Anspriiche 1 bis 7 zum Detektieren von Chlamydien oder
Gonokokken, und

f) Diagnostizieren einer Chlamydlen- oder Gonokokkeninfekti-

————
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on, wenn in Schritt e) Chlamydien oder Gonokokken detektiert
werden.

17. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriche 8 bis 15 zur

Bestimmung einer Ch.amydien- oder Sonokokxeninfeaktion.
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