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(54) RASCHE MIKROORGANISMEN-DETEKTION

(57) Zur stark beschleunigten Detektion von Mikro-

organismen in bebriteter MeRzelle waRriger
Probenflussigkeit wird ein kaskadenartiges Ver-
fahren angegeben. Die Organismen werden durch
ein Sinkmikrofilter in den Bodenbereich der Zelle
getrieben. Hier werden sie mittels dielektro-
phoretischer Krafte an einen Miniaturdetektor
getrieben, um von ihm detektiert zu werden. Eine
entsprechende Vormrichtung betrifft einen elekt-
rischen Detektor, eine zweite einen optischen bei
Einsatz eines Lichtleiters.
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Die vorliegende Patentschrift behandelt ein Verfahren und entsprechende Vorrichtungen zur
beschleunigten Detektion von Mikroorganismen in walrigem Medium.

RoutineméaRige Bestimmungen des Keimgehaltes von Nahrungsmitteln, Getranken u.a. werden
herkémmlicherweise mit Hilfe der PlattenguBmethode vorgenommen. Abgesehen vom hohen
Arbeitsaufwand ergibt sich dabei der Nachteil sehr hoher Detektionszeiten T. Deutliche Verrin-
gerung sowohl des Arbeitsaufwandes als auch von T ergibt sich bei Einsatz neuartiger automa-
tisierter Methoden. Am haufigsten kommt dabei die sogenannte Impedanzmethode zum Ein-
satz, die bereits in die Normung (DIN) aufgenommen wurde. Die zu untersuchende Probe wird
in einer MeRzelle bebritet, die metallische Elektroden beinhaltet. Sind in der Probe Mikroorga-
nismen vorhanden, so fihrt deren Metabolismus zu - meist negativen - Verdnderungen der an
den Elektroden auftretenden elektrischen Impedanz Z, welche sich aus der sogenannten Me-
dienimpedanz und der Elektrodenimpedanz zusammensetzt. Das zur Detektion genutzte Detek-
tionssignal s kann dabei z.B. als prozentuelle Impedanzabnahme definiert werden. Eine Alter-
native zur Impedanzmethode ist die Trilbungsmethode. Sie basiert darauf, da® die bei Bebrii-
tung ansteigende Konzentration n der Organismen in unmittelbarer Weise zu einem Anstieg der
Lichtabsorption A fuhrt. Dabei kann als Detektionssignal s der prozentuelle Anstieg definiert
werden. Je groRer nun die Anfangskonzentration n, der Keime ist, umso kleiner féllt der ent-
sprechende Wert von T aus, zu dem s einen vorgegebenen Grenzwert - von beispielsweise 5%
- erreicht.

Von groRer praktischer Bedeutung ist der Nachweis von koliformen Keimen, die als Leitkeime
dienen. Liegen hohe Anfangskonzentrationen n, vor, so ist T zumindest im Falle der Impe-
danzmethode von der GréRenordnung nur weniger Stunden, was in den meisten Fallen als
akzeptabel gilt. Problematisch hohes T kann sich aber im Fall von nur schwach kontaminiertem
Trinkwasser ergeben. Impedanzmethoden liefern das Ergebnis hier erst nach zehn, bei extrem
niedrigem n, erst nach zwanzig Stunden, was nachteilige Verzégerungen von Gegenmalinah-
men - bis hin zur Riickholung von schon ausgeliefertem Mineralwasser - bedeuten kann.

Zielsetzung des vorliegenden Verfahrens ist es, T wesentlich zu reduzieren, indem die Orga-
nismen in einem ersten Verfahrensschritt durch ein Sinkmikrofilter vertikal hin zum Zellenboden
konzentriert werden, in einem zweiten durch Konzentrierelektroden unter Einsatz der Die-
lektrophorese in den Nahbereich eines Miniaturdetektors konzentriert werden und in einem
dritten Schritt mittels des letzteren anhand des Detektionssignales s detektiert werden.

Nzher im Detail betrachtet erklaren sich die bei geringem na hohen Zeiten T damit, da} die im
Probenvolumen V zunéchst vorliegenden N = n,-V Organismen im wesentlichen gleichverteilt
sind. Diese Gleichverteilung bleibt auch bei der Zellteilung aufrecht, was fiir eine spate Veran-
derung von s verantwortlich ist. T wird also durch die homogene Keimdichte n bestimmt, und
nicht durch die beim Ublich hohen Probenvolumen u.U. schon rasch erreichte betréchtliche
absolute Keimzahl N, wie es den Zielen des vorliegenden Verfahrens entspricht.

Der Grundgedanke der Erfindung ist es, Organismen - und somit auch die entsprechenden
Stoffwechselprozesse - im Nahbereich eines Miniaturdetektors im Rahmen eines kaskadenarti-
gen Prozesses zu konzentrieren, womit die Detektion - entsprechend verringerter Detektionszeit
T - wesentlich beschleunigt erfolgt.

ErfindungsgemaR ist vorgesehen, die auf Mikroorganismengehalt zu untersuchende Flissig-
keitsprobe - vorzugsweise Trinkwasser - in eine zylindrische MefRzelle zu fillen. Das beigesetz-
te Nahrmedium wird dabei méglichst salzarm gehalten, um - als wesentliche Voraussetzung der
Dielektrophorese - die resultierende elektrolytische Leitfahigkeit gering zu halten. AnschlieRend
wird auf die Flussigkeit ein Sinkfilter aufgesetzt, dessen zylindrische Randfldche mit der Innen-
wandung der MeRzelle in dichtem aber nur beschrankt reibenden Kontakt steht. Die Gesamt-
masse des Sinkfilters wird so gewahit, daR es mit vertretbarer - d.h. die GréRenordnung der
Generationszeit der Organismen nicht (iberschreitender - Sinkzeit zum vollstdndigen Absinken
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kommt. Als Alternative wird es manuell nach unten gedriickt. Das Sinkfilter besteht aus einem
vorzugsweise als massiven Metallzylinder ausgefihrten Ring, dessen Bodenflache ein Mikrofil-
ter aufspannt, das eventuell vorhandene Organismen zum Zellboden treibt und sie letztlich an
ihm konzentriert. Mit Gréenordnungen von 10 cm fir die Gesamtfliissigkeitshéhe H und Bruch-
teilen eines Millimeters fiur die Hohe h des Bodenbereiches wird erreicht, dal die lokale Orga-
nismenkonzentration n bereits um zwei bis drei GréRenordnungen gesteigert ausfailt.

ErfindungsgemaR wird der ebene Zellboden oder ein Teilbereich der Ringbodenfliche mit Kon-
zentrierelektroden ausgestattet. Sie werden dazu eingesetzt, Organismen durch Dielektropho-
rese im Nahbereich des Detektors einzufangen bzw. sie ndher an ihn heranzufiihren, um die
lokale Konzentration n um weitere zwei bis drei Gré3enordnungen zu steigern. Um eine repra-
sentative Probenmenge sicherzustellen, wird der Radius der MeRzelle - wie blich - mit zumin-
dest 5 mm angesetzt. Dem steht gegeniiber, da® die Wirkweite dielektrophoretischer Bewegung
im vorliegenden Fall auf weniger als ein Millimeter beschrankt ist. Diese Beschrankung ergibt
sich daraus, daB zur Erzeugung ausreichend starker Felder erhebliche Stromdichten aufkom-
men, denen durch korrosionsbesténdige, robuste Elektrodenelemente zu begegnen ist, was
wiederum die Starke der resultierenden Feldgradienten beschrénkt.

Bei der praktischen Umsetzung des Verfahrens wird die Stromdichte so dosiert, daf} lokale
thermische Effekte fir die untersuchte Organismenart noch tolerierbar ausfallen. Die resultie-
renden lokalen Stromungseffekte erweisen sich dabei als Vorteil, indem sie eine Mitbewegung
von Organismen bewirken. Letztere geraten damit letztlich in den Fangbereich der Die-
lektrophorese, was einer indirekten VergréRerung der Wirkweite gleichkommt. Erfindungsge-
maR ist als Option vorgesehen, die Stromungen durch im Bodenbereich wirksame aktive Ele-
mente zu verstéarken, wozu Heizdrahte, Ultraschallgeber oder auch Laserlichtimpulse eingesetzt
werden kénnen. Derartige Methoden kénnen im Gbrigen auch die vertikale Konzentration unter-
stitzen.

Prinzipiell wiare es mdglich, die Wirkweite (theoretisch gesehen beliebig) zu vergréfRern, indem
ein aus vielen knapp benachbarten Einzelelektroden bestehendes Elektrodensystem eingesetzt
wird, wie es bei dielektrophoretischen Wanderwellensystemen genutzt wird. Dabei fallen aber
Mikroelektroden mit Abstanden der GréRBenordnung der Zelldurchmesser an, d.h. von Mikrome-
tern. Im Sinne eines wie hier angestrebten robusten Routineverfahrens mit groer Probenmen-
ge ware dies a priori inattraktiv - abgesehen von der Tatsache, daR ein mit so geringem Elekt-
rodenabstand aufgebautes Feld auch in vertikaler Richtung nur einige ym wirksam ware, wéh-
rend die effektive Raumhthe h - Elektrodenebene bis Mikrofilter - im vorliegenden Fall typi-
scherweise etwa 300 ym betragt. ‘

Beziglich der Detektion ist erfindungsgemafl vorgesehen, einen Detektor im Nahbereich der
Endkonzentration anzusetzen. Im Falle einer elektrischen Detektion ist ein Elektrodenpaar -
oder zwei Elektrodenpaare gemafl der AT-Patentschrift Nr. 391.798 in jenem Bereich vorgese-
hen, in dem aufgrund maximaler Organismenkonzentration n maximale Konzentration auch von
Stoffwechselprodukten auftritt. Als Alternative werden zur dielektrophoretischen Konzentration
vorgesehene Elektroden fiir die Aufgabe der Detektion mitverwendet. Im Falle einer optischen
Konzentration ist ein optischer Detektor - z.B. das Ende eines Lichtleiters - im Bereich maxima-
ler Konzentration n vorgesehen. Die Lichtquelle kann im Sinne eines Reflexionsverfahrens
ortsgleich ausfallen, im Sinne eines Durchlichtverfahrens kann sie z.B. von unten durch den
Boden einer durchsichtigen MeRzelle erfolgen.

Die praktische Umsetzung des Verfahrens ist in Figur 1 anhand eines Beispiels einer entspre-
chenden Vorrichtung bei Einsatz der Impedanzmethode skizziert. Die aus Kunststoff gefertigte
MeRzelle 1 besteht aus einem Zellrohr 2 und einem darin eingepreften Zellboden 3. In der
Zelle befindet sich eine Wasserprobe 4 mit schematisch - bereits konzentriert - angedeuteten
Mikroorganismen 5. Die Zelle ist nur zu etwa zwei Drittel gefillit, was die vertikale Aufsetzbarkeit
des Sinkfilters 6 ohne Verkanten gewahrleistet. Das - schon fast véllig abgesenkt skizzierte -
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Sinkfilter besteht aus einem, dem Zellrohr 2 mit guter Passung, jedoch geringer Reibung ent-
sprechenden, Filterrohr 7, einem Massenring 8 und einem Filterring 9, welcher das Mikrofilter
10 eben aufspannt. Letzteres weist fiir den vor allem anfallenden Einsatzbereich des Nachwei-
ses von koliformen Keimen eine Maschenweite von etwa 1 Mikrometer auf. Seine Absenkung
bewirkt, daB die Organismen in den Zentralbereich der Deckflache des Zellbodens 3 getrieben
werden.

Wie Figur 2 im naheren Detail veranschaulicht, umfallt das Elektrodensystem beim gezeigten
Beispiel vier Einzelelektroden 11, 12, 13, 14 mit durch den Zellboden 3 gefuhrten Kontaktdrah-
ten bzw. -stiften. Ein Ziel der Vorrichtung ist es, bei Annaherung des Filters 10 an den Bodenbe-
reich moglichst viele Organismen a priori in das Zentrum zu lenken, um sie dielektrophoretisch
einzufangen und zu binden. Dies wird einerseits dadurch erzielt, da® der Filterring 9 gegentiber
dem AuBendurchmesser nur etwa halben Innendurchmesser aufweist, womit die mit dem Ab-
sinken verbundene Lokalstrémung die Organismen in das Zentrum dréngt. Dariiber hinaus liegt
die Ausgangsspannung des Hochfrequenzgenerators 15 an den beiden Ringelektroden 11 und
12, wobei 11 erhaben ausgefiihrt ist und damit die Hohe h des Bodenbereiches definiert. Mit
einer Frequenz der GrofRenordnung von kHz erzeugen die beiden Elektroden ein elektrisches
Feld im peripheren Bodenbereich, das hierhin driftende - bzw. auch im Sinne des Anwachsens
der Kultur neu entstehende - Organismen im Sinne der negativen Dielektrophorese aus dem
Bereich zumindest teilweise verdrangt. Unterstiitzt durch thermische Strémungen und auch
durch Eigenbewegung geraten damit zunehmend viele Organismen in den EinfluBbereich der
uber den Hochfrequenzgenerator 16 mit Spannung versorgten zentralen Elektroden 13 und 14.
Der von ihnen erzeugten Feldstarke kommt eine Frequenz der GréRenordnung 1 MHz zu.
Damit kommt es zur positiven dielektrophoretischen Wirkung. Dies bedeutet, daR erfolgreich
eingefangene Organismen in die Bereiche maximalen Feldgradientens gelenkt werden. Damit
landen sie letztlich an der Oberfldche der beiden Elektroden 13 und 14, dem eigentlichen Ziel-
gebiet des gesamten Konzentrationsverfahrens.

Mit dem weiter oben erwahnten Zellradius R von 5 mm getroffenen geometrischen Verhaltnis-
sen ergeben sich der Absténde der Elektroden 11 und 12 bzw. 13 und 14 zu anndhernd 1 mm,
was hinsichtlich der Wirkweite einen Maximalwert darstellt. Erfindungsgemaf ist vorgesehen,
diese Abmessungen des Elektrodensystems auch dann nicht anzuheben, wenn Mef3zellen von
gréflerem R zum Einsatz kommen. In der Peripherie befindliche Organismen bleiben so zwar
ungenutzt, bei festgehaltener Héhe h fuhrt dies aber zu keiner Verldngerung der Detektionszeit
T, da die Ausbeute der elektrischen Konzentration ja unveréndert ausféllt. Vielmehr ergibt sich
sogar eine Verringerung von T, wenn entsprechend der Erh6hung von R auch eine - nahelie-
gende - Erhéhung der Flissigkeitshéhe H erfolgt, da die vertikale Konzentration wirksamer
ausfallt. So eignet sich das Verfahren auch zum - in der Norm vorgesehenen - Nachweis ein-
zelner Keime in 100 ml umfassenden Proben von Trinkwasser. In diesem Fall ist allerdings
vorzusehen, daB im Rahmen der Filterabsenkung kein Verlust an Organismen auftritt. Erfin-
dungsgemaf wird dies durch Einsatz eines Mikrofilters 10 von nur 0,45 pym Maschenweite und
optimaler Passung des Sinkfilters 6 erzielt, wobei die erschwerte Absenkung vorzugsweise
manuell oder mechanisch unterstiitzt erfoigt.

Bei der abgebildeten Variante erfolgt die Erfassung der Impedanz Z mittels der auch zur Fel-
derzeugung genutzten Elektroden 13 und 14. Genutzt werden Wechselwirkungen der entste-
henden Metabolite mit den Elektrodenoberflachen - bzw. die durch sie bedingte lokale Verénde-
rung der Medienleitfahigkeit, wobei sich eine MeRfrequenz der Gréenordnung 1 kHz anbietet.
Z wird durch das Uber eine HF-Sperre 17 angeschlossene Impedanzmefgerat 18 und den
daran liegenden Rechner 19 ermittelt. Uber eine durch einen Kalibriervorgang ermitteite Kalib-
rierkurve wird T schlieBlich in bekannter Vorgangsweise in die gesuchte Anfangskonzentration
na umgesetzt.

Statt dem Einsatz einer HF-Sperre 17 ist erfindungsgemaR als Variante vorgesehen, die beiden
Elektroden 13 und 14 Uber Relais nur kurzzeitig an den Impedanzmesser 18 zu schalten, ohne
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daR die lokale Bindung der Organismen in wesentlicher Weise verloren geht. Eine andere Vari-
ante besteht darin, zwischen den Elektroden 13 und 14 eine weitere Ringelektrode vorzusehen,
die ausschiieflich zur Detektion - gemeinsam mit der Zentralelektrode 14 - genutzt wird. Erfah-
rungsgemal ist auch an einer derartigen zuséatzlichen Elektrode eine positiv-dielektro-
phoretische Wirkung zu erwarten, was sich damit erklért, daf der Ring als eine relativ starken
Gesamtstromanteil aufnehmende, passive Strombriicke fungiert.

Figur 3 zeigt eine mogliche Variante fiir optische Detektion. Dabei ist die schon erwahnte Mog-
lichkeit illustriert, die zur elektrischen Konzentration und zur Detektion bendtigten Komponenten
nicht am Zellboden 3 anzuordnen, sondern an der unteren Deckflache des Filterringes 9, wel-
cher im skizzierten Fall mit einer Bohrung sehr geringen Durchmessers versehen wird. In der
Bohrung wird in abgedichteter Weise das Ende eines kabelartigen Verbundes 20 angeordnet,
welcher entsprechend der Detailansicht in Figur 4 aus drei Komponenten besteht: (i) einem
zentral angeordneten Lichtleiter 21, (ii) Stromleitern 22 zur Einspeisung des zur positiven Die-
lektrophorese bendétigten Hochfrequenzstromes und optional (iii) elektrisch isolierende Fasern
23 zur Zugentlastung. Der Lichtleiter 21 endet vorzugsweise planar mit der unteren Deckflache
des Filterringes 9. Die Stromleiter 22 hingegen sind um etwa 300 pm verléngert ausgefihrt und
ragen somit in den Bodenbereich hinein bis hin zum Zellboden. ErfindungsgemaR sind die
Enden V-férmig mit einem Offnungswinkel der GréRenordnung 30 Grad nach auRen gebogen.
Somit ergibt sich ein vertikal nach oben gerichteter Gradient der elektrischen Feldstérke E.
Damit wird erreicht, dafl im Bodenbereich befindliche Organismen dielektrophoretisch an die als
Detektor fungierende Endflache des Lichtleiters 21 getrieben werden. Im skizzierten Fall ist eine
durchsichtige Mef3zelle 1 vorgesehen, welche von einer unter der MefRzelle angeordneten
Lichtquelle 24 bestrahlt wird. Letztere kann dabei fiir eine gréRere Anzahl von Zellen Verwen-
dung finden. Die Konzentration von Organismen an der Endfldche des Lichtleiters 21 fiihrt zu
erhohter Absorption A und somit zur Verringerung der detektierten Lichtintensitét, wobei auch
Fluoreszenz- oder Lumineszenzmethoden genutzt werden kénnen. Letztlich wird Gber die Licht-
leiterelektronik 25 ein Detektionssignal s abgeleitet, welches vom Rechner 19 weiterverarbeitet
wird.

Gegentiber der klassischen Tribungsmethode ergibt das hier beschriebene Verfahren wesent-
lich verkurzte Detektionszeit T, wozu drei Mechanismen beitragen: (1) die Konzentration durch
das Sinkfilter, (2) die dielektrophoretische Konzentration und (3) der Umstand, da® das Detekti-
onssignal s nicht aus einer Streuung an Organismen resultiert sondern aus einer "Abdeckung"
der Lichtleiterendflache durch hier stark konzentrierte Organismen. Wéhrend die Triibungsme-
thode eine a priori klare Probenfliissigkeit voraussetzt, bleibt die Wirksamkeit des vorliegenden
Verfahrens auch bei eingeschréankt triben Proben aufrecht.

Bei der praktischen Umsetzung des Verfahrens wird im allgemeinen eine groRere Anzahl von
gleichzeitig untersuchten MeRzellen anfallen. In bekannter Weise werden sie z.B. in einem
Thermoschrank, einem Wasserbad oder einem Thermoblock untergebracht. Zur Verwaltung
wird - wie bei bekannten ahnlichen Verfahren - ein Multiplexersystem, z.B. unter Einsatz von
Relais, vorgesehen. Insbesondere bei elektrischer Detektion kann aber auch ein mechanisch
bewegtes Forderbandsystem zum Einsatz kommen, wie es in der AT-Patentschrift Nr. 409.190
beschrieben ist.

Patehtanspriiche:

1. Verfahren zur raschen Detektion von Mikroorganismen in einer bebriiteten MeRzelle waR-
riger Probenflissigkeit dadurch gekennzeichnet, dal® die Organismen 5 in einem ersten
Verfahrensschritt durch ein Sinkmikrofilter 6 vertikal hin zum Zellenboden 3 konzentriert
werden, in einem zweiten durch Konzentrierelektroden 11-14 unter Einsatz der Die-
lektrophorese in den Nahbereich eines Miniaturdetektors gelenkt werden und in einem drit-
ten Schritt mittels des letzteren detektiert werden.
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2. Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet,
daR das Sinkfilter einen Ring 9 aufweist, dessen Bodenflache ein Mikrofilter 10 aufspannt,
das eventuell vorhandene Organismen zum Zellboden treibt.

3. Vorrichtung zur Durchfilhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet,
daR der ebene Zellboden oder ein Teilbereich der Ringbodenfliche mit den Konzentrier-
elektroden ausgestattet ist, die positiv- oder negativ-dielektrophoretische Gradientenfelder
aufbauen und so beeinflussen, daB sie in den Nahbereich des Miniaturdetektors getrieben
werden.

4. Vorrichtung zur Durchfilhrung des Verfahrens nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet,
daR im Bodenbereich durch aktive Geber Fliissigkeitsstromungen erzeugt werden, um die
Wirkweite der Dielektrophorese zu erhéhen.

5. Vorrichtung zur Durchfithrung des Verfahrens nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet,
daR als Miniaturdetektor zwei Elektroden 13,14 eingesetzt sind, zwischen denen die elekt-
rische Impedanz erfalt wird oder daR ein optischer Detektor eingesetzt ist und die lokale
Lichtabsorption erfal3t wird.

Hiezu 3 Blatt Zeichnungen
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