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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung einer biologischen Probenfliissig-
keit, insbesondere zur Bestimmung von Mikroorganismen wie coliforme Bakterien, insbesonde-
re Escherichia coli, wobei die Probenfliissigkeit durch eine insbesondere photometrische Mess-
vorrichtung mit einer Anregungseinrichtung und einer Detektoreinrichtung geflihrt wird, wobei
die Probenflissigkeit in definierte Probenvolumina aufgeteilt wird, welche nacheinander durch
eine Messkammer der Messvorrichtung gefiihrt werden, wobei die Probenvolumina einzeln
untersucht werden.

[0002] Weiters betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur Untersuchung einer biologischen
Probenfliissigkeit, insbesondere zur Bestimmung von Mikroorganismen wie coliforme Bakterien,
insbesondere E.coli, mit einer eine Anregungseinrichtung und eine Detektoreinrichtung aufwei-
senden Messvorrichtung, und mit einer Probenzufuhrvorrichtung zur Zufuhr von Probenflissig-
keit an die Messvorrichtung, wobei die Probenzufuhrvorrichtung eine Probenaufnahmevorrich-
tung mit getrennten Aufnahmekammern zur Aufnahme von definierten Probenvolumina der
Probenflissigkeit derart aufweist, dass die Aufnahmekammern nacheinander durch eine Mess-
kammer der Messvorrichtung filhrbar sind, um die Probenvolumina einzeln zu untersuchen.

[0003] Aus der US 4,359,447 A ist eine Vorrichtung zur Analyse einer biologischen FlUssigkeit
bekannt, wobei die Flissigkeit mittels einer Peristaltikpumpe durch einen Schlauch in einen
Verteiler gefuhrt wird. Von dort werden einzelne Probenvolumina in Mikroktivetten eines Pho-
tometers geleitet.

[0004] Die US 4,636,360 A beschreibt eine Vorrichtung zur automatischen Analyse von Kdrper-
flissigkeiten mit Hilfe photometrischer Untersuchungen. Die Probenflissigkeit wird in einzelne
Reaktionsbehélter angesaugt, welche mit Hilfe eines Transfermechanismus zu einem Photome-
ter befordert werden.

[0005] Die EP 0 036 566 A2 offenbart eine weitere Analysevorrichtung, bei welcher die Probe in
einzelne Probenbehdlter aufgeteilt wird, die mittels eines angetriebenen Fliebands entlang
einer Reaktionsstrecke geflihrt werden. Am Ende der Reaktionsstrecke ist ein Spektrometer
angeordnet, wobei das Probenvolumen aus dem Probenbehalter durch eine Leitung in eine
Messzelle angesaugt wird.

[0006] Die US 4,158,545 A betrifft eine weitere Vorrichtung, welche ein FlieRband zur Beftrde-
rung von Probenbehaltern vorsieht.

[0007] Nachteiligerweise ist die Handhabung der bekannten Vorrichtungen jedoch vergleichs-
weise kompliziert, so dass die Analyse der Probe aufwendig ist.

[0008] Im Stand der Technik sind weiters verschiedenste Verfahren und Vorrichtungen zur
Untersuchung von biologischen Probenfllssigkeiten bekannt. Von besonderer Bedeutung ist
hierbei die Untersuchung von Trinkwasser auf Genusstauglichkeit, wobei neben chemischen
Analysen auch bakteriologische Untersuchungen durchgefiihrt werden. Zu den letzteren Unter-
suchungen zahlt insbesondere der Nachweis des Vorhandenseins von Bakterien fakalen Ur-
sprungs, wie E.coli und Enterokokken, denn das Nicht-Vorhandensein dieser Bakterien in ei-
nem bestimmten Volumen Wasser deutet darauf hin, dass das Wasser sauber ist. Trinkwasser
gilt dann als sauber, wenn in 100 ml keine E.coli- und in 250 ml keine Enterokokken- Zelle
nachgewiesen werden kann.

[0009] Es gibt eine Vielzahl an Verfahren im Stand der Technik, mit denen coliforme Bakterien,
wie E.coli, und Enterokokken nachgewiesen werden kdnnen. Hierbei ist es insbesondere be-
kannt, die kontaminierte Probenfllissigkeit photometrisch zu untersuchen. Der Nachweis von
geringen Konzentrationen der Mikroorganismen in der Probenflissigkeit hat sich jedoch bisher
als ungenau und schwierig erwiesen.

[0010] Demzufolge besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung darin, die Nachteile des
Standes der Technik zu lindern und ein Verfahren und eine Vorrichtung der eingangs angefiihr-
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ten Art zu schaffen, mit welchem bzw. mit welcher zuverlassige und genaue Untersuchungen
einer ProbenflUssigkeit auch bei geringen Anteilen des darin enthaltenen biologischen Materials
ermdglicht wird.

[0011] Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs angefiihrten Art dadurch gel6st,
dass die Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung mit einem Reagenz versehen wird,
wobei die das Reagenz enthaltende Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung mittels
einer Schutzfolie verschlossen wird, welche vor dem Beflllen mit der Probenflissigkeit entfernt
wird.

[0012] Demzufolge werden definierte Probenvolumina erzeugt, welche in der Messkammer der
Messvorrichtung einzeln, d.h. unabhdngig von den ibrigen Probenvolumina, untersucht wer-
den. Aufgrund der Aufteilung der Probenflissigkeit in getrennte Probenvolumina kann vorteil-
hafterweise eine hohere Auflésung bei der Auswertung der Messsignale von der Messkammer
erzielt werden. Im Vergleich zur Untersuchung eines kontinuierlichen FlUssigkeitsstroms werden
bei der messtechnischen Untersuchung der getrennten Probenvolumina vergleichsweise schar-
fe Messsignale erhalten, welche vorteilhafterweise die Bestimmung des biologischen Anteils der
Probenflissigkeit erleichtern. Die Untersuchung einzelner Probenvolumina ermdglicht zudem
vorteilhafterweise den Einsatz statistischer Auswerteverfahren, welche auf der Auswertung der
Messsignale von den diskreten Probenvolumina beruhen. Vorteilhafterweise wird zudem ein
unterbrechungsfreies Verfahren zur Verfligung gestellt, bei welchem die Probenvolumina
schrittweise abgetrennt und einzeln untersucht werden. Die Aufnahmekammer der Probenauf-
nahmevorrichtung wird mit einem vorzugsweise trockenchemischen Reagenz, insbesondere mit
einem Substrat zur Katalyse einer biochemischen Reaktion, versehen. Um das vorzugsweise
trockenchemische Reagenz innerhalb der Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung
zu schiitzen, wird die das Reagenz enthaltende Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrich-
tung mittels einer Schutzfolie verschlossen, welche vor dem Befiillen mit der Probenflissigkeit
entfernt wird.

[0013] Zur Aufteilung der Probenfllssigkeit in definierte Probenvolumina ist es guinstig, wenn
die Probenflissigkeit in voneinander getrennte Aufnahmekammern einer Probenaufnahmevor-
richtung abgefillt wird. Demnach werden die Aufnahmekammern der Probenaufnahmevorrich-
tung mit den Probenvolumina der Probenfliissigkeit beflllt, welche anschlief3end in der Mess-
kammer der Messvorrichtung einzeln untersucht werden. Die Messkammer der Messvorrich-
tung ist hierbei vorzugsweise derart dimensioniert und ausgelegt, um nur eine einzige Aufnah-
mekammer aufzunehmen. Aufgrund der sequentiellen Untersuchung der Probenvolumina kann
die Messvorrichtung vorteilhafterweise vergleichsweise einfach und kleinvolumig gestaltet wer-
den. Die Probenaufnahmevorrichtung ist hierbei mit einer Fdrdervorrichtung verbunden, mit
welcher die Probenaufnahmevorrichtung durch die Messvorrichtung geférdert wird.

[0014] Um die Probenvolumina hintereinander in der Messkammer der Messvorrichtung analy-
sieren zu kdnnen, ist es von Vorteil, wenn eine langgestreckte Probenaufnahmevorrichtung
verwendet wird, welche in Langsrichtung aufeinanderfolgende Aufnahmekammern aufweist, die
nacheinander durch die Messkammer der Messvorrichtung geflihrt werden. Die langgestreckte
Probenaufnahmevorrichtung wird hierbei vorzugsweise schrittweise in Langsrichtung der Pro-
benaufnahmevorrichtung derart fortbewegt, dass die Aufnahmekammern in der Messkammer
der Messvorrichtung einzeln analysiert werden kdnnen.

[0015] Zur Aufteilung der Probenfliissigkeit in die einzelnen definierten Probenpakete bzw.
Probenvolumina ist es von Vorteil, wenn die Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung
eine Einfllléffnung aufweist, welche nach dem Beflillen mit der Probenflissigkeit, vorzugsweise
mittels einer Folie oder einem Deckel, verschlossen wird. Die derart verschlossenen Aufnahme-
kammern der Probenaufnahmevorrichtung kénnen anschlieend durch die Messkammer der
Messvorrichtung geférdert werden, in welcher die Untersuchung der biologischen Probenvolu-
mina erfolgt.

[0016] Um die Konzentration des biologischen Materials in den definierten Probenvolumina zu
erhéhen, ist es glnstig, wenn die Probenflissigkeit durch einen Filter filtriert wird, welcher an-
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schlieend in der Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung angeordnet wird, die mit
einer Flissigkeit, gegebenenfalls unter Zugabe eines Reagenz, beflllt wird. Bei der Filtration
wird die Probenflissigkeit durch den Filter, insbesondere einen Einwedfilter, filtriert. Der konta-
minierte Filter kann anschlieffend noch einem Reinigungsschritt unterzogen werden, bei wel-
chem eine Reinigungsldsung durch den Filter geleitet wird, bevor der Filter in der entsprechen-
den Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung angeordnet wird.

[0017] Je nach Art und Dauer der Reaktion zwischen dem Reagenz und der Probenflissigkeit
ist es vielfach glnstig die Probe vor Ablauf einer Inkubationszeit seit der Beflillung der Aufnah-
mekammer der Probenaufnahmevorrichtung in der Messvorrichtung untersucht wird, wobei
vorzugsweise eine weitere Messung zu Beginn der Inkubationszeit nach Beflllung der Aufnah-
mekammer vorgenommen wird. Die Férdervorrichtung kann hierbei derart angesteuert werden,
dass bei der Forderung der Probenaufnahmevorrichtung zwischen der Beflllungsstation, in
welcher die Aufnahmekammern der Probenaufnahmevorrichtung mit der Probenflissigkeit
beflllt werden, und der Untersuchungsstation, in welcher die Probenvolumina in der Messkam-
mer der Messvorrichtung untersucht werden, die vorgegebene Inkubationszeit verstreicht.
Gemald einer bevorzugten Ausflihrung wird jede Aufnahmekammer nach der Beflillung und
ausreichenden Durchmischung ein erstes Mal vermessen, wodurch festgestellt werden kann, ob
die Reagenzien im ordnungsgemaflen Zustand vorliegen. Wahrend der Inkubationszeit kann
anschlietend mehrmals gemessen werden. In jedem Fall wird zumindest eine Messung am
Ende der Inkubationszeit vorgenommen. Im Betrieb kénnen zudem einzelne Aufnahmekam-
mern mit einer Eichlésung geflillt werden, um die Funktion und die Einstellung der Messeinheit
zu Uberpriifen bzw. zu eichen.

[0018] Erfindungsgemal ist die ,Inkubationszeit" der Zeitraum zwischen Vermischen der Probe
mit dem oder den Reagentien und dem Messen, wobei in diesem Zeitraum das Reagenz mit
einem etwaig in der Probe befindlichen Reaktanten (z.B. Enzyme) reagieren kann.

[0019] Bei der Untersuchung von Trinkwasser auf Genusstauglichkeit werden neben chemi-
schen Analysen auch bakteriologische Untersuchungen durchgefihrt. Zu den letzteren Unter-
suchungen zahlt insbesondere der Nachweis des Vorhandenseins von Bakterien fakalen Ur-
sprungs, wie E.coli und Enterokokken, denn das Nichtvorhandensein dieser Bakterien in einem
bestimmten Volumen Wasser deutet darauf hin, dass das Wasser sauber ist.

[0020] Es gibt eine Vielzahl an Verfahren im Stand der Technik, mit denen Mikroorganismen,
insbesondere Bakterien wie coliforme Bakterien, wie E.coli, und Enterokokken und Pilze nach-
gewiesen werden konnen. Eine der am haufigsten eingesetzten Methoden zur Bestimmung
dieser Bakterien beruht auf der Bestimmung der Kolonien bildenden Einheiten (KBE), bei wel-
cher zunéachst eine vorgegebene Menge an Wasser durch steriles Filterpapier gefiltert wird,
welches eine Porengrélie aufweist, bei der die nachzuweisenden Bakterien nicht durchzudrin-
gen vermogen. Dieses Filterpapier wird schlie3lich auf einem festen Nahrboden (z.B. Petrischa-
lenplatten) aufgebracht und inkubiert.

[0021] Weitere Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen, insbesondere von coliformen
Bakterien und Enterokokken, basieren zum Teil auf dem Nachweis von Substanzen und Stof-
fen, insbesondere von Metaboliten, Sekundarmetaboliten, Enzymen oder Proteinen, welche von
den Mikroorganismen beispielsweise ins Nahrmedium oder Wasser abgegeben werden. Diese
Substanzen und Stoffe kénnen im Nahrmedium oder Wasser entweder direkt (z.B. mittels
Fluroeszenz, Absorption bei definierten Wellenldngen) oder indirekt, indem die Substanzen
bzw. Stoffe als Substrat flr weitere chemische oder biochemische Reaktionen dienen, bestimmt
werden. Ein Verfahren, welches auf diesem Prinzip beruht und zum Nachweis von coliformen
Bakterien, wie z.B. E.coli, eingesetzt werden kann, basiert auf der Umsetzung von 4-
Methylumbelliferyl-3-D-Galactopyranosid (MUG) durch von coliformen Bakterien und Entero-
kokken ins Wasser bzw. Nahrmedium abgegebenen B-Galaktosidasen. Diese Enzyme spalten
MUG, so dass ein fluoreszierender Farbstoff entsteht, welcher es ermdglicht riickzuschlief3en,
ob und in welchen Mengen coliforme Bakterien und Enterokokken in einer wassrigen Probe
vorhanden sind.
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[0022] George | et al. (J Appl Microbiol 88 (2000): 404-413) beschreiben ein Verfahren zur
enzymatischen Bestimmung von coliformen Bakterien in wassrigen Proben. Dieses Verfahren
beruht auf der Hydrolyse von 4-Methylumbelliferyl-B-D-Galactopyranosid und 4- Methylumbel-
liferyl-B-D-Glucuronid durch Enzyme, welche von coliformen Bakterien produziert und an das
Medium abgegeben werden. Daher kénnen in die Probenaufnahmevorrichtung diese Reagen-
tien (z.B. 4-Methylumbelliferyl-3-D-Galactopyranosid und/oder 4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucu-
ronid) entweder in trockener Form oder in L&sung eingebracht werden.

[0023] Erfindungsgemal’ kdnnen je nach zu bestimmenden Mikroorganismus als Substrate,
welche von Mikroorganismen umgesetzt werden, wasserlosliche Cumarine, Resorufin freiset-
zende Substanzen, Fluoresceine und Naphthalene verwendet werden.

[0024] Besonders bevorzugte Cumarine sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 4-
Methylumbelliferyl-N-Acetyl-beta-D-Glucosaminid, 4-Methylumbelliferyl Caprylat, 4-Methylum-
belliferyl-beta-D- Cellobiosid, 4-Methylumbelliferyl-beta-D-Galactopyranosid, 4- Methylumbellife-
ryl-beta-D-Glucuronsaure Trihydrat, 4- Methylumbelliferylphosphat, 4-Methylumbelliferyl-alpha-
L-Rhamnopyranosid, 4-Methylumbelliferylsulfat, 4-Methylumbelliferyl-alpha-L-Rhamnopyrano-
sid, 4-Methylumbelliferyl-beta-D-Ribofuranosid, 4-trifluoromethyl-7-hydroxycoumarine, L-Alanine
7-amido-4-(trifluoromethyl)Coumarin, N-alpha-CBZ-L-Arginin 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-
Citrullin  7-amido-4-methylcoumarin, Glutaryl-Glycyl-L-Arginin 7-Amido-4-methylcoumarin, L-
Histidin 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-Hydroxyprolin 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-Lysyl-L-
Alanine 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-Ornithine 7-Amido-4-Methylcoumarin, L-Pyroglutamin-
saure 7-Amido-4-Methylcoumarin L-Tryptophan 7-Amido- 4-methylcoumarin und 6,8-Difluoro-7-
Hydroxy-4-Methylcoumarin (DiFMU).

[0025] Besonders bevorzugte Resorufin freisetzende Substanzen sind ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus 10-acetyl-3,7- Dihydroxyphenoxazin, 7-Ethoxyresorufin, Pentoxyreso-
rufin, Resorufin B-D-Galactopyranosid und Resazurin.

[0026] Besonders bevorzugte Fluoresceine sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 6-
Carboxyfluoresceindiacetat, Fluoresceinamin Isomer |, Fluoresceinamin Isomer I, 9-Deoxy-9-N-
(Fluorescein-5- Aminothiocarbonyl)Amino-N-Acetylneuraminsdure, Fluoresceindi- acetat, Flu-
oresceinisothiocyanat Isomer | und Rose Bengal Dinatriumsalz.

[0027] Besonders bevorzugte Naphthalene sind ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 6-
Bromo-2-Naphthyl-alpha-D-Galactopyranosid, 2-  Naphthyl-beta-D-Galactopyranosid, 1-
Naphthyl-beta-D-Glucopyranosid, L-Alanine 2-Naphthylamid, L-Leucin beta- Naphthylamidhyd-
rochlorid, L-Prolin beta-Naphthylamidhydrochlorid und L-Pyroglutaminsaure beta-Naphthylamid.

[0028] Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird zudem durch eine Vorrichtung zur
Untersuchung einer biologischen Probenflissigkeit geldst, bei welcher die Aufnahmekammer
der Probenaufnahmevorrichtung mit einem Reagenz versehen ist, wobei die das Reagenz
enthaltende Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtungmittels einer Schutzfolie ver-
schlossen ist, welche vor dem Beflllen mit der Probenfliissigkeit entfernbar ist.

. Die hiermit erzielbaren Vorteile und technischen Effekte wurden bereits im Zusammenhang mit
dem erfindungsgemafien Verfahren beschrieben, so dass auf die vorstehenden Ausflhrungen
verwiesen wird.

[0029] Um die definierten Probenvolumina hintereinander effizient untersuchen zu kénnen und
die Messvorrichtung moglichst einfach zu gestalten, ist es von Vorteil, wenn die Aufnahme-
kammern der Probenaufnahmevorrichtung und die Messkammer der Messvorrichtung zumin-
dest abschnittsweise einander entsprechende Querschnittsformen aufweisen.

[0030] Hinsichtlich der Untersuchung der Probenvolumina in der Messkammer der Messvorrich-
tung ist es gunstig, wenn die Probenaufnahmevorrichtung im Langsschnitt polygonale, insbe-
sondere im Wesentlichen quadratische oder im Wesentlichen rechteckige, Aufnahmekammern
und/oder im Langsschnitt runde, insbesondere im Wesentlichen kreisformige, Aufnahmekam-
mern aufweist.
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[0031] Um einen Filter wahrend der Inkubations- und Untersuchungsphase in einer definierten
Stellung innerhalb der Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung zu halten, ist gemar
einer bevorzugten Ausfihrung vorgesehen, dass die Aufnahmekammer eine Auflageflache zur
Auflage eines Filters aufweist. Demnach wird der Filter auf die Auflageflache der Aufnahme-
kammer aufgelegt, so dass der Filter wahrend der Inkubations- bzw. Untersuchungsphase in
einer stabilen Position angeordnet wird. Hiermit kann vorteilhafterweise die Genauigkeit und
Zuverlassigkeit des Verfahrens erhoht werden. Bevorzugt ist eine im Wesentlichen horizontale
Auflageflache vorgesehen, so dass der Filter unter der Wirkung der Schwerkraft in der vorgege-
benen Position gehalten wird, wenn die Probenaufnahmevorrichtung in horizontaler Richtung
angeordnet wird.

[0032] Zur Abstitzung des Filters, welcher insbesondere durch eine diinne Membran gebildet
ist, ist es gunstig, wenn die Aufnahmekammer zur Ausbildung der Auflageflache fir den Filter
ein sieb- bzw. gitterformiges Auflageelement aufweist. Hiermit kann der Filter zuverldssig in der
vorgegebenen Position gehalten werden. Somit kann vorteilhafterweise verhindert werden, dass
der Filter bei der Untersuchung in den Strahlengang der Messvorrichtung gelangt, wodurch die
Messungen beeintrachtigt werden koénnten. Das sieb- oder gitterformige Auflageelement fir die
Filtermembrane kann bereits in der Aufnahmekammer angebracht sein oder alternativ vor bzw.
mit der Filtermembrane in die Aufnahmekammer eingelegt werden.

[0033] Zur Erzielung einer konstruktiv einfachen, stabilen Halterung des Filters innerhalb der
Aufnahmekammer ist es glinstig, wenn die Auflageflache durch eine Abstufung der Aufnahme-
kammer gebildet ist. Bevorzugt ist eine wannenférmige Aufnahmekammer vorgesehen, welche
eine umlaufende Abstufung an einer Seitenwand der Aufnahmekammer aufweist.

[0034] Gemal} einer bevorzugten Ausfilhrungsform ist vorgesehen, dass die Probenaufnahme-
vorrichtung Aufnahmekammern eines ersten Typs mit einem ersten Aufnahmevolumen zur
Aufnahme eines ersten definierten Probenvolumens und Aufnahmekammern eines zweiten
Typs mit einem zweiten definierten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines zweiten definierten
Probenvolumens aufweist. Die Probenaufnahmevorrichtung kann eine festgelegte Abfolge von
Aufnahmekammern des ersten bzw. des zweiten Typs aufweisen. Bei dieser Ausfuhrung kann
vorteilhafterweise das MPN-Verfahren ("most probable number") zur statistischen Auswertung
der bei der Untersuchung der Probenvolumina in der Messkammer erhaltenen Messergebnisse
angewendet werden.

[0035] Um das biologische Material innerhalb der Aufnahmekammer gleichmafiig zu verteilen,
ist es ginstig, wenn die Aufnahmekammer der Probenaufnahmevorrichtung einen zur Durchmi-
schung der Probenfliissigkeit elastisch verformbaren Abschnitt aufweist. Zur Durchmischung
der Probenflissigkeit wird der Abschnitt der Aufnahmekammer derart elastisch verformt, dass
die darin enthaltene Probenfliissigkeit in die Ubrigen Bereiche der Aufnahmekammer verdrangt
wird, so dass eine Pumpwirkung erzielt wird. Zur Betadtigung des elastisch verformbaren Ab-
schnitts der Aufnahmekammer sind bevorzugt Klemmbacken vorgesehen, mit welchen der
elastisch verformbare Abschnitt der Aufnahmekammer zusammengedriickt bzw. entspannt wird.

[0036] Zur photometrischen Untersuchung der Probenflissigkeit ist es glinstig, wenn die Anre-
gungseinrichtung eine Strahlungsquelle zur Bestrahlung der ProbenflUssigkeit und die Detek-
toreinrichtung einen Strahlungsdetektor zur Erfassung von mit der Probenflissigkeit wechsel-
wirkender Strahlung aufweist. Je nach Anwendung kdénnen hierbei verschiedenste Arten von
Strahlungsquellen, beispielsweise Leuchtdioden oder mit einem kontinuierlichen Spektrum
arbeitende Strahlungsquellen, vorgesehen sein. Wenn eine hohe Intensitat erforderlich ist, kann
insbesondere auch eine Laserquelle zum Einsatz kommen. Die Verwendung von Leuchtdioden
ist jedoch vielfach bevorzugt, da diese eine sehr kostenglinstige Ausfiihrung darstellt, welche
zudem fir die meisten Wellenlangenbereiche allgemein verfiigbar sind. Als Strahlungsdetektor
werden vorzugsweise Photodioden verwendet. Alternativ kénnen auch Photomultiplyer verwen-
det werden. In manchen Fallen kann auch ein Spektrometer, insbesondere ein CCD-("charge
coupled device")-Sensor zum Einsatz kommen, wenn nicht nur die Licht- Intensitat einer oder
mehrerer Wellenldangen sondern der Spektralverlauf untersucht werden soll. Der Strahlungsde-
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tektor bevorzugt dazu eingerichtet sein, in der Probenfllissigkeit angeregte Fluoreszenzstrah-
lung zu messen. Zusatzlich kann der Strahlungsdetektor die transmittierte Strahlung erfassen,
welche Informationen Uber das Absorptionsvermdgen der Probenflissigkeit enthalt.

[0037] Gemal} einer bevorzugten Ausfiihrung sind die Aufnahmekammern der Probenaufnah-
mevorrichtung I6sbar miteinander verbunden. Somit kdnnen die Aufnahmekammern vorteilhaf-
terweise insbesondere einzeln von der Probenaufnahmevorrichtung abgetrennt werden. Zur
Erzielung der |6sbaren Verbindung kann die Probenaufnahmevorrichtung beispielsweise
Schwachungen, insbesondere Perforationen, zwischen den Aufnahmekammern aufweisen.

[0038] Gemal} einer weiteren Ausfilhrungsform sind die einzelnen Aufnahmekammern in einem
Transportband oder einer Transportvorrichtung angeordnet aus welchem bzw. welcher sie zur
Weiterverarbeitung entnommen werden kdnnen.

[0039] Die Erfindung wird nachstehend anhand von in den Zeichnungen dargestellten Ausfuh-
rungsbeispielen, auf die sie jedoch nicht beschrankt sein soll, noch weiter erlautert.

[0040] Im Einzelnen zeigen in der Zeichnung:

[0041] Fig. 1 eine erfindungsgemale Vorrichtung zur Untersuchung einer biologischen Pro-
benflUssigkeit, bei welcher die Probenfllissigkeit zur Aufteilung in definierte Pro-
benvolumina in voneinander getrennte Aufnahmekammern einer Probenaufnah-
mevorrichtung abgefiillt wird, wobei die Probenvolumina in einer Messkammer
einzeln untersucht werden;

[0042] Fig. 2 eine Ausflhrungsform der Vorrichtung, bei welcher die Aufnahmekammern Auf-
lageflachen zur Anordnung von Filtern mit der konzentrierten Probe aufweisen;

[0043] Fig. 3 eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung, bei welcher die Probenflissigkeit ohne
Filtrierung in die Aufnahmekammern eingebracht wird;

[0044] Fig. 4a eine Draufsicht einer Ausflihrungsform der Probenaufnahmevorrichtung, welche
im Langsschnitt quadratische Aufnahmekammern eines ersten bzw. eines zwei-
ten Typs aufweist;

[0045] Fig. 4beine Draufsicht einer weiteren Ausflihrungsform der Probenaufnahmevorrichtung,
welche im Langsschnitt kreisférmige Aufnahmekammern eines ersten bzw. eines
zweiten Typs aufweist;

[0046] Fig. 5 einen Schnitt entlang der Linie V-V in Fig. 4b;

[0047] Fig. 6a eine Schnittansicht einer weiteren Ausflihrungsform der Probenaufnahmevorrich-
tung, bei welcher die Aufnahmekammer einen elastisch verformbaren Abschnitt
aufweist;

[0048] Fig. 6beine Schnittansicht der Probenaufnahmevorrichtung gemald Fig. 6a, wobei der
elastisch verformbare Abschnitt zur Durchmischung der Probenfliissigkeit betatigt
wird;

[0049] Fig. 6¢ eine Schnittansicht einer weiteren Ausfihrungsform der Probenaufnahmevor-
richtung, bei welcher der elastisch verformbare Abschnitt ringférmig an der Sei-
tenwand der Aufnahmekammer vorgesehen ist;

[0050] Fig. 7 eine Ansicht der Probenaufnahmevorrichtung gemaf} Fig. 6 beim Durchtritt durch
die entsprechend geformte Messkammer der erfindungsgemalien Vorrichtung;

[0051] Fig. 8 eine Ansicht einer Ausfuhrungsform der Messkammer der erfindungsgemafien
Vorrichtung, und

[0052] Fig. 9 eine Ansicht einer weiteren Ausflihrung der Vorrichtung, bei welcher die Mess-
vorrichtung zwei Messkammern zur gleichzeitigen Vermessung von zwei Pro-
benvolumina aufweist.

[0053] In Fig. 1 ist eine Vorrichtung 1 zur Untersuchung einer biologischen Probenflissigkeit
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gezeigt, welche gemald einer bevorzugten Ausfilhrung coliforme Bakterien, wie z.B. E. coli,
enthalt. Als biologische Flissigkeit wird fir die Zwecke dieser Offenbarung jedoch allgemein
eine FlUssigkeit mit lebendem bzw. lebensfahigem Material betrachtet.

[0054] Wie aus Fig. 1 ersichtlich, weist die Vorrichtung 1 eine Messvorrichtung 2 auf, in welcher
die Probenflissigkeit untersucht wird. Die Messvorrichtung 2 weist eine Messkammer 3 auf,
welche mit einer Anregungseinrichtung (nicht gezeigt) zur Anregung der Probenfllssigkeit und
mit einer Detektoreinrichtung (nicht gezeigt) zur Detektion eines von der angeregten Proben-
flissigkeit stammenden Messsignals in Verbindung steht. Als Anregungseinrichtung kann eine
Strahlungsquelle, beispielsweise eine Leuchtdiode, und als Detektoreinrichtung ein Strahlungs-
detektor, beispielsweise ein CCD-Sensor, vorgesehen sein. Die Messvorrichtung 2 ist mit einer
Probenzufuhrvorrichtung 4 verbunden, mit welcher die Probenflissigkeit durch die Messvorrich-
tung 3 gefuhrt wird.

[0055] Um eine prazise statistische Auswertung der Messergebnisse zu ermdglichen, wird die
Probenfliissigkeit in der gezeigten Ausfilhrung in definierte Probenvolumina aufgeteilt, welche
nacheinander durch die Messkammer 3 der Messvorrichtung 2 gefuihrt werden. Die diskreten
Probenvolumina werden anschliefend in der Messkammer 3 der Messvorrichtung 2 einzeln
untersucht. Zur Aufteilung der Probenflissigkeit in definierte Probenvolumina weist die Proben-
zufuhrvorrichtung 4 eine Probenaufnahmevorrichtung & mit getrennten Aufnahmekammern 6
auf, in welchen die Probenvolumina aufgenommen sind. In der gezeigten Ausfilhrung ist eine
langgestreckte Probenaufnahmevorrichtung 5 vorgesehen, welche in Langsrichtung aufeinan-
derfolgende Aufnahmekammern 6 aufweist.

[0056] Die Probenaufnahmevorrichtung 5 wird mittels einer (nicht gezeigten) Forder- bzw.
Transportvorrichtung in Pfeilrichtung 4' derart fortbewegt, dass die Aufnahmekammern 6 der
Probenaufnahmevorrichtung 4 raumlich und zeitlich nacheinander in die Messkammer 3 der
Messvorrichtung 2 gelangen, in welcher die Probenvolumina einzeln untersucht werden.

[0057] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, werden die Aufnahmekammern 8 der Probenaufnah-
mevorrichtung 4 in der gezeigten Ausflhrung mit einem vorzugsweise trockenchemischen
Reagenz 7 versehen, welches ein Substrat fir die biochemische Reaktion mit der biologischen
Probenflissigkeit bildet. Die Aufnahmekammern 6 mit dem Reagenz 7 werden mittels einer
Schutzfolie 8 verschlossen, welche von einer (in der Zeichnung schematisch dargestellten)
Rolle 9 abgewickelt wird. Zur Versiegelung der Aufnahmekammern 6 mit der Schutzfolie 15 wird
bevorzugt eine Klebe- oder Schweillverbindung vorgesehen. Die Schutzfolie 8 wird vor dem
Befullen der Aufnahmekammern 6 mit der Probenflissigkeit entfernt. Hierfur wird die Schutzfolie
8 in der gezeigten Ausflihrung tber eine Umlenkrolle 10 auf eine Aufwickelrolle 10" gewickelt.
Durch das Entfernen der Schutzfolie 8 werden oberseitige Einfllléffnungen 11 der Aufnahme-
kammern 6 freigegeben. Im nachsten Schritt werden die Aufnahmekammern 6 mittels einer
Einflllvorrichtung 12 (ber die freiliegenden Einfllléffnungen 11 mit einer MessflUssigkeit be-
fullt. In der Ausfuhrung gemaf Fig. 1 wird das trockenchemische Reagenz 7 zuvor in den Auf-
nahmekammern 6 eingeschlossen, so dass auf die Zugabe eines Reagenz (iber die Messflls-
sigkeit verzichtet werden kann. Alternativ kann die Messfliissigkeit das Reagenz enthalten. Im
nachsten Schritt wird mittels einer Filteranordnung 13 ein mit der Probe kontaminierter Filter 14
in die entsprechende Aufnahmekammer 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 eingesetzt. Dem-
nach werden die Bakterien aus dem Probevolumen filtriert, so dass die im filtrierten Probevolu-
men vorhandenen Bakterien zur enzymatischen Reaktion im Messvolumen zur Verfiigung
stehen.

[0058] Wie aus Fig. 1 weiters ersichtlich, werden die Einfull6ffnungen 11 der Probenaufnahme-
vorrichtung 5 nach der Befiillung der Aufnahmekammern 6 mittels einer Folie 15 verschlossen.
Die Folie 15 wird in der gezeigten Ausfilhrung von einer (schematisch gezeigten) Abwickelrolle
16 abgewickelt und Uber eine Umlenkrolle 17 der Probenaufnahmevorrichtung 5 zugefuhrt. Zur
Versiegelung der Aufnahmekammern 6 wird die Folie 15 vorzugsweise Uber eine Klebe- oder
Schweildverbindung an der Probenaufnahmevorrichtung § angebracht. Nach dem Befiillen und
Verschlieften einer Aufnahmekammer 6 der Probenaufnahmevorrichtung wird eine Inkubations-
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zeit eingehalten, bevor das entsprechende Probenvolumen in der Messvorrichtung 2 unabhan-
gig von den Probenvolumina in den anderen Aufnahmekammern 6 untersucht wird.

[0059] Gemal} Fig. 2 weisen die Aufnahmekammern 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 je-
weils eine umlaufende, im Wesentlichen horizontale Auflageflache 18 zur Auflage des Filters 14
auf. Die Auflagefliche 18 kann zudem mit einem sieb- bzw. gitterférmigen Auflageelement
(nicht gezeigt) versehen werden, auf welches der Filter 14 aufgelegt werden kann. Somit kann
der Filter 14 wahrend des Inkubations- bzw. Messvorgangs stabil in der gewtinschten Position
gehalten werden. Die Auflageflache 17 ist durch eine Abstufung 19 der wannenférmigen Auf-
nahmekammer 6 gebildet.

[0060] Gemal} Fig. 3 wird die Probe gemeinsam mit der Messfllissigkeit in die Aufnahmekam-
mern 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 eingebracht, wobei auf die Verwendung des Filters
14 verzichtet wird. Nach der Beflillung einer Aufnahmekammer 6 wird das darin aufgenommene
Probenvolumen durchmischt, bevor die Einfllléffnung 11 mit der Folie 15 verschlossen wird.

[0061] Wie aus Fig. 4 ersichtlich, weist die Probenaufnahmevorrichtung 5 bevorzugt Aufnahme-
kammern eines ersten Typs 6' mit einem ersten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines ersten
definierten Probenvolumens und Aufnahmekammern eines zweiten Typs 6" mit einem zweiten
definierten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines zweiten definierten Probenvolumens auf.
Diese Ausflhrung erleichtert die statistische Auswertung der Messergebnisse. Vorteilhafter-
weise kann in diesem Fall das MPV-Verfahren angewandt werden.

[0062] Gemal} Fig. 4a weist die Probenaufnahmevorrichtung 5 in Draufsicht im Wesentlichen
quadratische Aufnahmekammern 6 auf, wobei eine festgelegte Abfolge von Aufnahmekammern
des ersten Typs 6' und Aufnahmekammern des zweiten Typs 6" vorgesehen ist.

[0063] Gemal} Fig. 4b, 5 sind im Wesentlichen kreisférmige Aufnahmekammern 6 vorgesehen,
wobei auch bei dieser Ausfuhrung eine festgelegte Abfolge von Aufnahmekammern des ersten
Typs 6' und Aufnahmekammern des zweiten Typs 6" vorgesehen sind.

[0064] Gemald Fig. 6 weist die Aufnahmekammer 6 der Probenaufnahmevorrichtung 5 einen
elastisch verformbaren Abschnitt 20 auf. Der Abschnitt 20 der Aufnahmekammer 6 kann mit
Klemmbacken 21 in Pfeilrichtung 22 elastisch verformt werden, wodurch die darin enthaltene
Probenflissigkeit in die Gbrigen Abschnitte der Aufnahmekammer 6 verdrangt wird (vgl. Pfeile
23 in Fig. 6b). Hiermit wird eine vorteilhafte Durchmischung der Probenflissigkeit erzielt. In der
Ausfihrung gemaft Fig. 6a, 6b ist der elastisch verformbare Abschnitt 20 am Boden der Auf-
nahmekammer 6 gebildet. Gemal} Fig. 6¢ ist der elastisch verformbare Abschnitt 20 ringférmig
umlaufend an der Seitenwand der Aufnahmekammer 6 gebildet.

[0065] Wie aus Fig. 7 ersichtlich, weisen die Aufnahmekammer 6 der Probenaufnahmevorrich-
tung 5 und die Messkammer 3 der Messvorrichtung 2 zumindest abschnittsweise einander
entsprechende Querschnittsformen auf. In der gezeigten Ausflihrung ist der elastisch verform-
bare Abschnitt 20 der Aufnahmekammer 6 im Wesentlichen passgenau in der Messkammer 3
der Messvorrichtung 2 aufnehmbar.

[0066] In Fig. 8 ist im Querschnitt eine alternative Ausflhrung der Messkammer 3 gezeigt,
welche abschnittsweise entsprechend der Aufnahmekammer 6 des ersten Typs 6' gemal} Fig.
4, 5 geformt ist.

[0067] Wie aus Fig. 9 ersichtlich, kann die Messvorrichtung 2 zumindest zwei Messkammern 3
enthalten, so dass mehrere Probenvolumina gleichzeitig vermessen werden koénnen. In der
gezeigten Ausflhrung sind zwei Probenaufnahmevorrichtungen 5 vorgesehen, welche den
getrennten Messkammern 3 zugefiihrt werden. Die Aufnahmekammern 6 der Probenaufnahme-
vorrichtung 5 weisen hierbei unterschiedliche Aufnahmevolumina auf.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Untersuchung einer biologischen Probenfllissigkeit, insbesondere zur Be-
stimmung von Mikroorganismen wie coliformen Bakterien, insbesondere E. coli, wobei die
Probenflissigkeit durch eine insbesondere photometrische Messvorrichtung (2) mit einer
Anregungseinrichtung und einer Detektoreinrichtung geflihrt wird, wobei die ProbenflUssig-
keit in definierte Probenvolumina aufgeteilt wird, welche nacheinander durch eine Mess-
kammer (3) der Messvorrichtung (2) gefiihrt werden, wobei die Probenvolumina einzeln un-
tersucht werden, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) der Proben-
aufnahmevorrichtung (5) mit einem Reagenz (7) versehen wird, wobei die das Reagenz (7)
enthaltende Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) mittels einer
Schutzfolie (8) verschlossen wird, welche vor dem Befiillen mit der Probenflissigkeit ent-
fernt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die ProbenflUssigkeit zur
Aufteilung in definierte Probenvolumina in voneinander getrennte Aufnahmekammern (6)
einer Probenaufnahmevorrichtung (5) abgefullt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass eine langgestreckte Proben-
aufnahmevorrichtung (5) verwendet wird, welche in Langsrichtung aufeinanderfolgende
Aufnahmekammern (6) aufweist, die nacheinander durch die Messkammer (3) der Mess-
vorrichtung (2) gefiihrt werden.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Auf-
nahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) eine Einfllléffnung (11) aufweist,
welche nach dem Befiillen mit der Probenflissigkeit, vorzugsweise mittels einer Folie (15),
verschlossen wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Auf-
nahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) mit einem trockenchemischen Re-
agenz (7), insbesondere mit einem Substrat zur Katalyse einer biochemischen Reaktion,
versehen wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Proben-
flissigkeit durch einen Filter (14) filtriert wird, welcher anschlieend in der Aufnahmekam-
mer (6) des Probenaufnahmevorrichtung (5) angeordnet wird, die mit einer FlUssigkeit, ge-
gebenenfalls unter Zugabe eines Reagenz, beflillt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Pro-
benvolumen zumindest nach Ablauf einer Inkubationszeit seit der Befiillung der Aufnahme-
kammer (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) in der Messvorrichtung (2) untersucht
wird, wobei vorzugsweise eine weitere Messung zu Beginn der Inkubationszeit nach Befll-
lung der Aufnahmekammer (6) vorgenommen wird.

8. Vorrichtung (1) zur Untersuchung einer biologischen Probenflissigkeit, insbesondere zur
Bestimmung von coliformen Bakterien, insbesondere E. coli, mit einer eine Anregungsein-
richtung und eine Detektoreinrichtung aufweisenden Messvorrichtung (2), und mit einer
Probenzufuhrvorrichtung (4) zur Zufuhr von Probenflissigkeit an die Messvorrichtung (2),
wobei die Probenzufuhrvorrichtung (4) eine Probenaufnahmevorrichtung (5) mit getrennten
Aufnahmekammern (6) zur Aufnahme von definierten Probenvolumina der Probenflissig-
keit derart aufweist, dass die Aufnahmekammern (6) nacheinander durch eine Messkam-
mer (3) der Messvorrichtung (2) fihrbar sind, um die Probenvolumina einzeln zu untersu-
chen, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahmevor-
richtung (5) mit einem Reagenz (7) versehen ist, wobei die das Reagenz (7) enthaltende
Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) mittels einer Schutzfolie (8) ver-
schlossen ist, welche vor dem Beflllen mit der Probenfllssigkeit entfernbar ist.
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9. Vorrichtung (1) nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufnahmekammern
(6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) und die Messkammer (3) der Messvorrichtung (2)
zumindest abschnittsweise einander entsprechende Querschnittsformen aufweisen.

10. Vorrichtung (1) nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Probenauf-
nahmevorrichtung (5) im Langsschnitt polygonale, insbesondere im Wesentlichen quadrati-
sche oder im Wesentlichen rechteckige, Aufnahmekammern (6) und/oder im Langsschnitt
runde, insbesondere im Wesentlichen kreisformige, Aufnahmekammern (6) aufweist.

11. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die
Aufnahmekammer (6) eine Auflageflache (18) zur Auflage eines Filters (14) aufweist.

12. Vorrichtung (1) nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Auflageflache (18)
durch eine Abstufung (19) der Aufnahmekammer gebildet ist.

13. Vorrichtung (1) nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufnah-
mekammer (6) zur Ausbildung der Auflageflache (18) fur den Filter (14) ein sieb- bzw. git-
terformiges Auflageelement aufweist.

14. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die
Probenaufnahmevorrichtung (5) Aufnahmekammern eines ersten Typs (6’) mit einem ers-
ten Aufnahmevolumen zur Aufnahme eines ersten definierten Probenvolumens und Auf-
nahmekammern eines zweiten Typs (6") mit einem zweiten definierten Aufnahmevolumen
zur Aufnahme eines zweiten definierten Probenvolumens aufweist.

15. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 8 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass die
Aufnahmekammer (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) einen zur Durchmischung der
Probenfliissigkeit elastisch verformbaren Abschnitt (20) aufweist.

16. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 8 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
Anregungseinrichtung eine Strahlungsquelle zur Bestrahlung der Probenflissigkeit und die
Detektoreinrichtung einen Strahlungsdetektor zur Erfassung von mit der Probenflissigkeit
wechselwirkender Strahlung aufweist.

17. Vorrichtung (1) nach einem der Anspriiche 8 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die
Aufnahmekammern (6) der Probenaufnahmevorrichtung (5) I6sbar miteinander verbunden
sind.

Hierzu 4 Blatt Zeichnungen
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