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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung
1. Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet
der mikrobiologischen Pathologie und ist insbeson-
dere auf ein neuartiges mikrobiologisches Kultivie-
rungsverfahren und begleitende Vorrichtungen ge-
richtet, die von Patientenvollblut Gebrauch machen.

2. Beschreibung des verwandten Fachgebiets

[0002] Dem Lehrbuch der Mikrobiologie Biology of
Microorganisms von Madigan, Martinko und Parker
ist zu entnehmen, dass "die wichtigste Tatigkeit des
Mikrobiologen in der Medizin die Isolierung und Iden-
tifizierung der Wirkstoffe ist, die Infektionskrankheiten
verursachen". Man nennt dies die Reinkulturmethode
der gangigen Praxis, wobei so vorgegangen wird,
dass eine Probe oder Blut des Patienten kultiviert
wird, wodurch Pathogene isoliert und identifiziert
werden, und das resultierende Inokulum zur Herstel-
lung einer Reinkultur verwendet wird, die dann auf
ihre Empfindlichkeit gegeniber Antibiotika oder an-
deren Arzneistoffen getestet werden kann.

[0003] Obwohl man viel aus dieser klassischen Me-
thode gelernt hat, weist sie groRe Einschrankungen
auf. Die komplexe Wechselbeziehung aller unter-
schiedlichen Mikroben in einem Patienten mit allen
hilfreichen und schadlichen Elementen in diesem
Wirt werden nicht als Teil eines Ganzen angesehen.
In der Forschung ist das Studium von Teilen von Nut-
zen, aber zur wirksamen Behandlung eines individu-
ellen Patienten muss die ganze Person zum Zeit-
punkt der Untersuchung betrachtet werden. Wir mis-
sen erkennen, dass der Mensch eine Mischkultur ist
und dass Reinkulturen Arzten nicht die notwendigen
Informationen zur Behandlung von Patienten geben.
Dies ist lebenswichtig zu einer Zeit, wie war sie jetzt
erleben, wo Pathogene resistent gegen Antibiotika
sowie virulenter werden.

[0004] Dieses Problem wurde in der Mikrobiologie
schon lange erkannt, aber Nahrlésungskulturen und
Mischkulturen wurden fir zu komplex und zu schwer
zu behandeln gehalten, um damit zu arbeiten. Der
Einsatz von Agarkulturmedien ist schwierig, und der
Umgang mit Blutkuchen ist schwierig, so dass in der
Regel Antikoagulanzien benutzt werden. Da Labora-
torien ferner weit weg sind, sind Konservierungsmit-
tel und Kuhlung notwendig. So sind wir durch unna-
turliche Bedingungen, das Verlangen nach Bequem-
lichkeit und das Vertrauen auf Reinkulturen unvermo-
gender geblieben, wirksam auf die Pestilenz unseres
Zeitalters zu reagieren.

[0005] Das hierin beschriebene Verfahren beriick-

sichtigt den ganzen Menschen, verwendet Vollblut
und Probe — nicht Inokulum — und geht direkt zur Hei-
lung Uber, wobei es sich nicht mit der Identifizierung
oder Isolierung von Pathogenen aufhalt. Das Verfah-
ren ist eine grundlegende Vereinfachung der Mikrobi-
ologie/Pathologie (Mikropathologie). Die hierin be-
schriebenen Vorrichtungen erlauben eine geeignete
Verwendung des Verfahrens und schitzen das Per-
sonal vor dem potentiell gefahrlichen Blut des Patien-
ten. Die Verfligbarkeit eines Verfahrens, das tatsach-
lich bestimmen kann, ob ein Patient ein Antibiotikum
bendtigt, und welches, kann die Verfahrensweise
verandern, wie Antibiotika und andere Arzneistoffe
verschrieben werden.

Das Problem

[0006] Die Menschen werden krank durch Pathoge-
ne, Mikroben wie z. B. Bakterien, Viren, Protozoen,
Pilze, Hefepilze etc. Heilende Wirkstoffe, z. B. chemi-
sche Wirkstoffe und Antibiotika, beispielsweise Peni-
cillin, werden verwendet, um das Wachstum von Pa-
thogesn(en) zu unterdriicken oder sie abzutéten. Die
bekannte Empfindlichkeit eines ubertragenen Krank-
heitserregers gegen ein spezifisches Antibioti-
kum(-ka) erlaubt es, den Patienten mit diesem Antibi-
otikum oder einer Kombination daraus mit hoher Hei-
lungswahrscheinlichkeit zu behandeln. Das Dilemma
des Arztes besteht darin zu bestimmen, welches An-
tibiotikum oder welche Medikation wohl wirksam ist.
Aber noch vor der Uberlegung, welches Antibiotikum,
muss der Arzt bestimmen, ob tUberhaupt ein Antibio-
tikum angezeigt ist. Viren und Allergien kdnnen bak-
teriellen Infektionen &hneln, werden aber nicht durch
Antibiotika gelindert, die den Zustand tatsachlich ver-
schlimmern kénnen. Zudem ist das unnétige Ver-
schreiben von Antibiotika Teil der Ursache fur die Re-
sistenzentwicklung von Pathogenen.

[0007] Gegenwartig wird ein Patient mit typischen
Symptomen mit dem Antibiotikum behandelt, das in
der Vergangenheit wirksam gewesen ist. Jedoch sind
viele Pathogene resistent gegen Antibiotika gewor-
den, die friher wirksam waren. Da die gangige Ver-
fahrenstechnik dem Arzt kein praiktisches Mittel bei
der Aufgabe gibt zu bestimmen, ob ein Antibiotikum
angezeigt ist oder welches der vielen alten oder neu-
en Antibiotika wirksam ware, trifft der Arzt gewohnlich
eine fundierte Annahme und pickt einfach eines her-
aus, in der Hoffnung, dass es hilft. Der Patient wird
zur Wirksamkeitsprifschale. Immer 6fter ist heute ein
friher wirksames Antibiotikum flir Patienten unwirk-
sam. Alternativ kann der Arzt dem Patienten Blut
oder eine Probe entnehmen — aus dem Urin, Kot, Ra-
chenabstrich, Sputum, Liquor cerebrospinalis, oder
Eiter — und zur Kultur und Bestimmung der Empfind-
lichkeit irgendwelcher entdeckter Pathogene gegen-
Uber Antibiotika an das Labor schicken. Oder der Arzt
kann den Patienten zu einem Laborsammelzentrum
schicken, um eine geeignete Probe beizubringen.
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[0008] Laboratorien sind jetzt hochautomatisiert.
Maschinentechnologie und Fachpersonal sind sehr
teuer, woraus ein Zentrallabor mit vielen peripheren
Sammelzentren resultiert. Folglich ist das tatsachli-
che Labor oft weit weg vom Arzt oder Patienten, und
der Transport der Proben nimmt betrachtliche Zeit in
Anspruch. Folglich werden Blut und Proben gewdhn-
lich bis zum Erhalt und Prifbeginn gekuhlt. Gewohn-
lich werden auch Blutzusatzstoffe wie z. B. Antikoa-
gulanzien, Konservierungsmittel etc. verwendet. Die
Entfernung des Labors erlaubt es nicht, frisch abge-
nommenes, unverfalschtes Vollblut und frische Pro-
ben bei Kérpertemperatur, natirlichen menschlichen
Bedingungen, bei der Kultur und Empfindlichkeits-
prufung zu verwenden.

[0009] Gegenwartig wird im Labor die Probe, an-
ders als Blut, in einem sterilen Nahrmedium platziert,
gewohnlich Agar in einer Schale, um das (die) die
Krankheit verursachende(n) Pathogene) zu vermeh-
ren. Verdachtige Kolonien von Pathogenen werden
identifiziert und dem Arzt Bericht erstattet, der dann
basierend auf der bekannten bisherigen Empfindlich-
keit dieses Mikrobentyps Arzneistoffe verschreiben
kann. Die Studie kann weiter getrieben werden. Kolo-
nien kénnen isoliert und Inokulum auf eine sterile
Agarschale ubertragen und erneut kultiviert werden
und dann diese Reinkultur auf ihre Empfindlichkeit
gegen spezifische Antibiotika getestet werden. Lei-
der nehmen die notwendigen Schritte zum Bekom-
men einer Reinkultur betrachtliche Extrazeit in An-
spruch.

[0010] Wenn Blut kultiviert wird, werden flissige
Wachstumsmedien oder Nahrlésung verwendet, um
ein vollstandiges Vermischen von Blut und Medium
zu gestatten. Aber der fliissige Zustand erlegt seine
eigenen Einschrankungen auf. Das Blut ist Gber das
ganze Medium hinweg vermischt und nicht innerhalb
eines Raumes enthalten, wo Pathogenkolonien leich-
ter nachweisbar sind. Auch gibt es bei Nahrlésung
keine feste Oberflache, wie sie von Agar bereitge-
stellt wird, um sie mit der Probe des Patienten zu be-
streichen. Auch kénnen einige Mikroben wachsen,
wenn die Probe zu Nahrlésung und Blut gegeben
wird, aber Pathogene, die Luft zum Wachstum brau-
chen, kénnen unterdrickt werden, und kdnnen infol-
gedessen nicht entdeckt werden, auller es werden
spezielle Schritte unternommen, um die Nahrldsung
zu beliften. Auch enthalten die meisten im Handel er-
haltlichen flussigen Blutndhrmedien Antikoagulanzi-
en, um zu verhindern, dass Blut gerinnt und klumpt.
Folglich wiirde das Nahrmedium den naturlichen Zu-
stand verandern, selbst wenn Vollblut ohne gerin-
nungshemmendes Mittel an das Labor geliefert wir-
de, und den Versuch vereiteln, einen Ersatzwirt ohne
kinstliche Additive zu erzeugen. Das Verfahren der
vorliegenden Erfindung wird durch die natirliche Ge-
rinnung nicht gestort.

[0011] Gegenwartig werden Pathogene, die ausge-
hend von Nahrlésung vermehrt werden, identifiziert,
isoliert und auf Sammelgefale Ubertragen, wo Kolo-
nien von Mikroben unter kontrollierten Bedingungen
manipuliert werden kénnen, einschlief3lich des Tes-
tens auf Antibiotikaempfindlichkeit. Es sind viele
Schritte und viel Zeit, Mihe und Erfahrung erforder-
lich. Deshalb wird diese Methode wenig verwendet,
auller bei den Uberaus ernst erkrankten, gewoéhnlich
im Krankenhaus befindlichen Patienten.

[0012] Gegenwartig wird das Verfahren des Mi-
schens des unverfalschten Vollbluts eines Patienten
mit Nahrmedium, wie z. B. Agar, und Zusetzen einer
Probe fur das Wachstum von Pathogenen und Antibi-
otikaempfindlichkeit nicht verwendet. Es gibt eine
Reihe von Faktoren, die die direkte Zugabe von Blut
zu Nahrmedium abschwachen. Es ist schwierig, mit
Agar zu arbeiten; bei Temperaturanderungen wird es
entweder hart oder flissig. Falls Erhitzen erforderlich
ist, werden viele Pathogene im Blut abgetétet und
kénnen spater nicht entdeckt werden. Zur Herstel-
lung einer Gielplatte zum Untersuchen der Empfind-
lichkeit gegen Antibiotika wird Inokulum dem Agar bei
+45°C zugeflgt, der tiefsten Temperatur, bei der Agar
flissig ist. Diese Temperatur ist unnaturlich fir den
menschlichen Korper, so dass viele Pathogene, die
bei normaler Kérpertemperatur, 35-37°C, gut gedei-
hen, abgetttet werden. Empfindliche anaerobe Pa-
thogene und einige Viren sterben bei Kontakt mit Luft
ab. Andere empfindliche Mikroben sterben beim An-
farben eines Objekttragers. Demnach ist die gangige
Verfahrenstechnik nicht in der Lage, viele empfindli-
che Pathogene ohne Weiteres zu kultivieren und
nachzuweisen.

[0013] Der Umgang mit menschlichem Blut ist in
diesem Zeitalter todlicher Pathogene wie z. B. Hepa-
titis B, AIDS (HIV) u. a. nicht ohne Risiko. Wenn die
Oberflache von Agar mit einer Probe eines Patienten
bestrichen und das Blut des Patienten unter Verwen-
dung gebrauchlicher Mittel, z. B. einer Spritze/Nadel,
mit dem Agar vermischt wirde, ware das Personal
der Gefahr eines Nadelstichs und den Pathogenen
des Patienten ausgesetzt. Hierin werden Vorrichtun-
gen beschrieben, die dieses Risiko vermeiden oder
verringern.

[0014] Gegenwartig kdnnen kleine Papierscheiben,
die mit unterschiedlichen Antibiotika in verschiede-
nen Starken getrankt sind, einzeln von Hand auf der
Oberflache von Agar platziert werden, wo sich Patho-
gene vermehren. Falls der spezielle Krankheitserre-
ger gegen das Antibiotikum auf der Scheibe empfind-
lich ist, erscheint dann Uberall auf der Scheibe eine
deutliche "Hemmzone", da der Krankheitserreger ab-
getotet oder unterdriickt wird. Dies ist keine prakti-
sche Methode in der Praxis des Arztes, und folglich
wird derzeit wenig Gebrauch davon gemacht. Im La-
bor kdnnen viele Scheiben gleichzeitig mit einem
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Spezialapparat auf der Oberflache von Agar platziert
werden. Aber im Labor sind Blut und Proben eben
nicht frisch und wimmeln von Mikroben. Hierin wer-
den einfache Vorrichtungen beschrieben, die die An-
tibiotikumbestimmung in der Praxis des Arztes er-
leichtern, wo Vollblut und Proben frisch sind, was die
Kultivierung empfindlicher Organismen erlaubt.

[0015] Das US-Patent 4,421,849 von Breuker be-
schreibt ein Verfahren zum Screenen oder Identifizie-
ren von Mikroorganismen durch Vorsehen von zwei
Schichten Nahrmedium, die einander berlhren, aber
durch ein Membranfilter getrennt sind, so dass wenn
Organismen in eine Schicht implantiert werden, Pro-
dukte ihrer Vermehrung zur Detektion in die andere
Schicht diffundieren. Diese Entgegenhaltung zeigt
keine Diskontinuitat auf, in die Blut oder Zellen Uiber
einen Zugang oder andere Eintragsapparaturen inji-
ziert werden. Das US-Patent Nr. 2,144,255 von Car-
penter und das franzdsische Patent Nr. 2 639 957
von Labarthe zeigen eine solche Eintragsapparatur
auf, aber die Einrichtung ist nicht mit einer Diskonti-
nuitat verbunden.

[0016] Die US 3,692,493 von Terasaki offenbart ei-
nen in Kammern eingeteilten Misch- und Versand-
beutel mit separaten, hintereinander geschalteten
Behaltnissen, mit dem das Separieren von Blutbe-
standteilen erreicht wird. Hierin ist eine etwas ahnli-
che Vorrichtung aufgezeigt, die die Form eines Beu-
tel-in-Beutels annehmen koénnte, aber allgemeiner
ein Behaltnis in einem Behaltnis umfasst. Diese Vor-
richtung ist dazu gedacht, Patientenzellen und/oder
Blut mit Nahrmedium und anderen Additiven zu ver-
binden, um Blut oder Zellen wahrend des Versandes
zur weiteren Verwendung zu praparieren.

[0017] Das US-Patent Nr. 4,187,861 von Heffernan
zeigt ein biegsames Blutréhrchen mit einem einzigen
Stopfen. Dies ist einem von der vorliegenden Anmel-
dung aufgezeigten biegsamen Blutrhrchen ein we-
nig ahnlich, zeigt aber nicht die Ventilanordnungen
der vorliegenden Anmeldung.

Nachteile der gebrauchlichen Verfahrenstechnik

(a) Die gebrauchliche mikrobiologische Verfah-
renstechnik gibt dem Arzt kein praktisches Mittel
zu bestimmen, ob ein Antibiotikum angezeigt ist
und wenn ja, welches. Folglich werden Patienten
Antibiotika gegeben, die wirksam waren, oft in der
Hoffnung, eine Infektion zu kurieren, die sich als
Virusinfektion herausstellt oder wenigstens eine
mdgliche bakterielle Sekundarinfektion zu verhin-
dern. Der wahllose Einsatz von Antibiotika und
ahnlichen Wirkstoffen bewirkt jedoch allmahlich,
dass Patienten allergisch gegen diese Wirkstoffe
werden, wahrend die Mikroben resistent werden.
Es gibt zwei gefahrliche Folgen: der Patient wird
nicht von der Infektion geheilt, und der Patient
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wird ein Wirt, der unwissentlich ein Trager sein
und resistente Pathogene Ubertragen kann. Das
Verfahren der Verwendung natrlich vermehrter
Medien zum Herstellen einer Patientenreplika er-
laubt die Bestimmung des richtigen Wirkstoffs (d.
h. Antibiotikaempfindlichkeit) zum Einsatz bei indi-
viduellen Patienten, weil sowohl bekannte als
auch unbekannte Faktoren im Blut des Patienten,
die beeinflussen, wie ein Krankheitserreger auf
ein verabreichtes Antibiotikum reagiert, in diesem
neuartigen Verfahren zur Bestimmung der Antibi-
otikaempfindlichkeit automatisch berlcksichtigt
werden.

(b) Mit dem unverfalschten Vollblut eines Patien-
ten Iasst sich schwer arbeiten, weil es koaguliert
und sich schnell zersetzt. Folglich werden gegen-
wartig Additive, z. B. Antikoagulanzien und Kon-
servierungsmittel, und Kiuhlung verwendet, aber
dies verandert den naturlichen Zustand des Bluts
und schrankt dessen Kultivierungsmdglichkeit
ein. Das hierin beschriebene Verfahren mit den
begleitenden Vorrichtungen weist diesen Nachteil
nicht auf.

(c) Proben werden in der Regel zur Analyse zu La-
boratorien transportiert, aber viele Pathogene
sind empfindlich und tberstehen die Fahrt nicht.
Substanzproben werden von der Praxis des Arz-
tes abgeholt und in sterilen Behaltnissen zum La-
bor transportiert, aber nicht unter natirlichen Be-
dingungen. Viel Zeit kann vergehen, bevor mit
dem Kultivierungsprozess begonnen wird. Patho-
gene, die nicht robust genug sind, unter diesen
anomalen Bedingungen zu liberleben und sich zu
replizieren, kdnnen nicht identifiziert werden.

(d) Viele Pathogene vermehren sich nicht in den
Nahrmedien, die derzeit tblicherweise verwendet
werden. Beispielsweise wird Schafsblut, das er-
warmt wurde, um Eisen freizusetzen, mit Nahrme-
dien vermischt, was als Schokoladenagar be-
zeichnet wird, um das Wachstum bestimmter Pa-
thogene zu erleichtern. Die Sterilitdt kann auf-
rechterhalten werden. Steriles abgetotetes
Schafsblut repliziert jedoch frisch abgenommenes
unverfalschtes menschliches Vollblut bei Kérper-
temperatur nicht, insbesondere all die unter-
schiedlichen Elemente im Blut eines bestimmten
Patienten zu dem Zeitpunkt, wo der Patient gera-
de eine spezielle Krankheit durchmacht.

Ferner ist flissigen Wachstumsmedien, Nahrl6-
sung, normalerweise ein gerinnungshemmendes
Mittel zugesetzt, wodurch der komplexe naturliche
Zustand des Bluts verandert wird. Es ist bekannt,
dass das gerinnungshemmende Mittel einen be-
stimmten Prozentsatz einiger Mikroben in der
Nahrldsung abtdtet. So kdnnen gangige Nahrl6-
sungsmethoden die Blutkultivierung anspruchs-
voller Organismen verhindern.

Andere Agartypen verwenden ebenfalls Blut als
einen ihrer Bestandteile. Das Blut ist jedoch nicht
das Blut des Patienten, enthalt nicht alle naturli-



DE 698 31 794 T2 2006.07.06

chen Elemente, wurde erwarmt und ist steril und
kann infolgedessen kein Abdruck dieses be-
stimmten Patienten zu diesem speziellen Zeit-
punkt der Krankheit sein. Bei der Standard-GieR-
plattenmethode wird das Inokulum 45+°C-Agar
zugefugt, wodurch viele empfindliche Mikroben
abgetdtet werden, die auf3erhalb des Korpertem-
peraturbereiches, 35-40,5°C, nicht U(berleben
kdnnen. Wenn das Blut des Patienten Uber ca.
40,5°C erhitzt wird, beginnt das Blut, sich zu zer-
setzen, wird dabei auch steril und vereitelt so den
Versuch, Pathogene zu kultivieren.

(e) Pathogene, die sich im Labor vermehren, rea-
gieren im Patienten nichtimmer gleich, wie die all-
gemeine Erfahrung der Vergangenheit anzeigt.
Wie oben erwahnt, weist ein kranker Patient eine
einzigartige Mischung von Elementen auf, von de-
nen die meisten dem Arzt unbekannt sind. Ein An-
tibiotikum, das bei den meisten Menschen wirk-
sam sein kann, kann bei anderen nicht wirksam
sein, und die gangige Verfahrenstechnik bietet
keinen Weg an, dies zu bestimmen, aulRer durch
Behandeln des Patienten. Aber die Patienten, die
sofort wirksamer Antibiotika am meisten bedurfen,
sind am wenigsten in der Lage, diesen Prozess
des Experimentierens auszuhalten.

(f) Selbst wenn sie erfolgreich ist, erfordert die
gangige Verfahrenstechnik der Reinkultur, d. h.
spezifische ldentifizierung und Isolierung, viel
Zeit, um zu bestimmen, welches Antibiotikum
wirksam sein wird. Fur einige Patienten kann ein
geretteter Tag ein gerettetes Leben sein. Fr viele
mit chronischen Krankheiten, wie z. B. AIDS, kann
die Sterblichkeit durch wirksame Behandlung ei-
ner Sekundarinfektion herabgesetzt werden. Fir
alle ist eine um einen Tag friihere Einleitung eines
wirksamen Antibiotikums bzw. Medikation ein Tag,
an dem sich ihre Krankheit nicht verschlimmert;
die Aufnahme in ein Krankenhaus mit ihren Be-
gleitkosten und -risiken kann vermieden werden.
Allerwenigstens kdnnen die Patienten ihr aktives
Leben friher wieder aufnehmen, einschlieRlich
der Rickkehr an den Arbeitsplatz. Die Verzdge-
rung einer wirksamen Behandlung ist sehr teuer,
sowohl fur den Einzelnen als auch fir den Staat.

(g) Gegenwartig werden viele Patienten getestet,
nachdem sie bereits Antibiotika, Arzneien etc.
nehmen. Dies wird als ein Problem angesehen,
weil die gegenwartig genommenen Arzneien die
Pathogene unterdriicken und deren Isolierung in
Reinkultur schwierig oder unmdglich machen kon-
nen. Bei den hierin beschriebenen Verfahren und
Vorrichtungen ist der aktuelle naturliche Zustand
des Patienten erwunscht, einschlie3lich irgend-
welcher genommener Arzneien. Der Erhalt von
Reinkulturen ist kein unerlassliches Ziel mehr; je-
doch kdénnen die herkémmliche Identifizierung
und Empfindlichkeitsprifung unter Verwendung
der vorliegenden Erfindung weiterhin in zwei
Schritten durchgefiihrt werden.

(h) Wenn Tumoren gegenwartig aus dem Koérper
entfernt werden, werden sie gewohnlich ein Stuick
weit verfalscht, bevor sie untersucht oder kultiviert
werden, z. B. durch Einfrieren, Kiihlen, Konservie-
rungslésungen etc. Folglich sind Untersuchungen
der Tumorzellen oder der Zellen des Patienten
oder anderer Faktoren ungenau oder unvollstan-
dig. Die hierin beschriebenen Verfahren und Vor-
richtungen verwenden Proben im natirlichen Zu-
stand und unter naturlichen Bedingungen und eli-
minieren infolgedessen diese Einschrankungen.
Beispielsweise kann eine Beutel-in-Beutel-Vor-
richtung als Transportvorrichtung verwendet wer-
den, um Tumoren unter natirlichen Bedingungen
unter Verwendung des Blutes des Patienten zum
Labor zu schaffen. Ferner kann der Forschungs-
prozess im Krebslabor im Beutel mit Additiven be-
ginnen, wie z. B. Collagenase, um Krebszellen zu
separieren. Eine derartige Vorrichtung erlaubt je-
dem Krebspatienten den Zugang zur Erfahrung
eines Krebsforschungszentrums, selbst wenn die-
ses Zentrum fern sein mag.

(i) Es besteht die Gefahr einer lebensbedrohli-
chen Infektion fir das Gesundheits- oder Labor-
personal, das mit menschlichem Blut umgeht, ins-
besondere wenn Nadeln verwendet werden. Un-
ter Verwendung der gangigen Verfahrenstechnik
waren die aus dem Verfahren dieser Anmeldung
erhaltenen Resultate wohl nur das Produkt von
Experten in Laboratorien, nicht von Arzten in ihren
Praxen, wo Blut und Proben frisch, unverfalscht,
intakt und mit Kérpertemperatur vorliegen. Ohne
die vorliegende Erfindung waren diese in einem
Zeitalter zunehmend resistenter und virulenter
Pathogene so wertvollen Ergebnisse unerreich-
bar.

j) Die Platzierung von Antibiotikascheiben auf
Nahrmedien einzeln und von Hand ist zeit- und ar-
beitsaufwendig und erhéht gleichzeitig die Infekti-
onsgefahr, so dass der Arzt fir die Antibiotika-
empfindlichkeitspriifung fast immer das Labor be-
nitzt. So beschranken die gangigen Methoden
den Arzt auf den Einsatz eines Labors, selbst
wenn ideale Bedingungen von Blut und Probe in
seiner Praxis verfugbar sind.

(k) Alle Antibiotika und Arzneistoffe sind nicht
ohne Weiteres auf Scheiben verfiigbar, und selbst
wenn dies so ist, sind sie relativ teuer. Eine hierin
beschriebene Vorrichtung kann Flissigkeiten zum
Prifen der Empfindlichkeit verwenden, ein-
schliellich Pillen und Kapseln nach deren Auflo-
sung.

DIESER ANMELDUNG ENTSPRECHENDE DEFI-
NITIONEN

Nahrmedium — ein Medium zum Vermehren lebender
Organismen, z. B. menschliche Zellen oder Mikro-
ben, wie z. B. Bakterien, Viren etc., welches die Vor-
aussetzungen fiir Wachstum bereitstellt. Es kdnnen
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Substanzen zugefliigt werden, um das Medium er-
starren zu lassen oder das Wachstum zu verstarken
oder zu unterdriicken oder fiir jeden anderen Zweck.
Typischerweise ist das Nahrmedium erstarrter Agar
(Agarose), dem verschiedene Nahrstoffe und Wachs-
tumsfaktoren zugesetzt wurden. Irgendeine andere
Art Tragermedium, wie z. B. Gelatine, Acrylamid, Cel-
lulose, Kohlenhydratgummis etc., kann ebenfalls ver-
wendet werden.

Vollblut — Blut im nattirlichen Zustand, das alle hilfrei-
chen und schadlichen Elemente enthalt, ob bekannt
oder unbekannt, wie z. B. Gerinnungsfaktoren, Pa-
thogene, Antikorper etc.

Replika — ein exaktes Modell eines Originals in allen
wesentlichen Aspekten.

Mikropathologischer Abdruck — ein Nahrmedium, das
Blut eines Patienten enthalt und alle Elemente ein-
schliefdt, die von Natur aus im Blut dieser Person vor-
handen sind, auf natirlichen menschlichen Stan-
dards gehalten, aseptisch und ein Versuchsmodell
zum Studium bereitstellend; in der vorliegenden Er-
findung wird eine mikropathologische Patientenrepli-
ka unter Verwendung intakten Patientenblutes gebil-
det, das als Surrogat fiir die verschiedenen Wachs-
tumsfaktoren, Nahrstoffe, Pathogene und anderen
Elemente dient, die in dem gerade replizierten Pati-
enten vorhanden sind.

Blutzusatzstoffe - Antikoagulanzien, Konservie-
rungsmittel und andere Substanzen, die einem Pati-
enten entnommenem Blut zugefligt werden, um die-
ses Blut zur spateren Analyse oder Behandlung stabil
zu machen.

Antikoagulans — eine Substanz, die verhindert, dass
Blut gerinnt, wie z. B. Heparin, Oxalat, Citrat, Ethylen-
diaminessigsaure (EDTA) oder Natriumpolyanethol-
sulfonat (SPS).

Aseptisch — sterile Bedingungen, z. B. Bedingungen,
bei denen keine Fremdorganismen, wie z. B. Bakteri-
en, zugesetzt sind.

Probe — jegliche Substanzprobe von Kdrpergewebe
aulder Blut, z. B. Urin, Stuhl, Rachenabstrich, Spu-
tum, Liquor cerebrospinalis, Eiter, Krebszellen etc.;
zur Klarheit wird in dieser Patentanmeldung Blut von
Probe besonders unterschieden.

Inokulum — Mikroben, die ausgehend von einer Probe
oder Patientenblut vermehrt werden (d. h. die ur-
springlich in der Probe oder dem Blut vorhanden wa-
ren), die unter Verwendung der gangigen Methoden
der Mikrobiologie oder des Patientenreplikaverfah-
rens der vorliegenden Erfindung identifiziert und iso-
liert werden.

Pathogene — Mikroben wie z. B. Bakterien, Viren,
Protozoen, Pilze, Hefepilze etc., die Krankheit verur-
sachen.

Resistenz — die Fahigkeit eines Krankheitserregers,
sich zu verandern, so dass er nicht mehr anfallig fur
(ein) spezielles) Antibiotikum(-ka) oder ahnliches in-
fektionshemmendes Mittel ist.

Gielplatte — ein Kulturgefa®, wo Agarkulturmedien
(oder ahnliche erstarrungsfahige Medien) und Inoku-

lum vermischt worden sind, typischerweise bei 45°C
oder dariber.

Mikrobe — ein mikroskopischer Organismus, allge-
mein pathogen im Kontext der vorliegenden Erfin-
dung, einschlieRlich Bakterien, Pilze, Protozoen und
Viren.

AUFGABEN UND WESEN DER ERFINDUNG

[0018] Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist
die Bereitstellung einer verbesserten Art, Mikroben
direkt aus dem Blut eines Patienten zu vermehren,
mit oder ohne eine zusatzliche Probe, und dadurch
zu bestimmen, ob eine Medikation, z. B. ein Antibio-
tikum, angezeigt ist, und wenn dies angezeigt ist, zu
bestimmen, welches) Antibiotikum(-ka) fiir einen be-
stimmten Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt
mit groRerer Geschwindigkeit und Empfindlichkeit
wirksam sein wird als die gangige Verfahrenstechnik.

[0019] Eine andere Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung ist das Testen von Arzneistoffen, Antibiotika
etc., um die kleinste wirksame Dosis fir einen be-
stimmten Patienten zu bestimmen, indem der spezi-
fischen Chemie des bestimmten Patienten, wie sie
durch das eigene Blut des Patienten symbolisiert ist,
erlaubt wird, den Test zu beeinflussen oder Arznei-
stoffe, Antibiotika etc. zu testen, um durch Mitteln der
Ergebnisse einer Vielzahl von Patienten eine Stan-
darddosis zur allgemeinen Verwendung zu bestim-
men.

[0020] Noch eine andere Aufgabe der vorliegenden
Erfindung ist die Vermehrung von Krebszellen
und/oder weilen Blutkdrperchen etc., wie sie durch
die eigene individuelle Chemie des Patienten beein-
flusst wird, indem Zellen aus einem Tumor oder Blut
eines Patienten fur vielfaltige Zwecke eingesetzt wer-
den. Beispielsweise kénnen die Krebszellen durch
Verwenden einer Patientenreplika zur Behandlung
von Krebs verwendet werden, um das Ansprechen
dieses Patienten auf die Behandlung zu bestimmen
oder einen Impfstoff zu erzeugen; und diese und wei-
tere Aufgaben werden gel6st durch ein geschichtetes
Nahrmedium, wo festes Nahrmedium so gebildet
wird, dass eine Diskontinuitat zwischen den Schich-
ten vorhanden ist. In Ubereinstimmung mit der Dis-
kontinuitat wird ein Infusionszugang bereitgestellt, so
dass eine frische, unverfalschte Substanzprobe von
Patientenblut in die Diskontinuitat infundiert werden
kann, um eine dinne Schicht Blut zwischen den
Schichten von Nahrmedium zu bilden. Die dinne
Blutschicht macht die Forderung nach einem gerin-
nungshemmenden Mittel Uberflissig, weil sie eine
Kultivierung im Blut beférderter Pathogene ohne Ver-
wendung einer Nahrlésung ohne Weiteres zulasst.
Ferner konnen Antibiotika oder andere Wirkstoffpro-
ben auf der Oberflache des Nahrmediums Uber der
Blutschicht platziert werden, so dass das Antibioti-
kum sich durch das Nahrmedium ausbreiten und die
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Empfindlichkeit der im Blut beférderten Pathogene
enthullen kann.

[0021] Andere Substanzproben von Pathogenen
oder Geweben kénnen auf der Oberflache des Nahr-
mediums platziert werden. Ein Verfahren zur Auffri-
schung einer Schicht mit einer periodischen Serum-
infusion und dadurch Replizieren eines Abschnitts
des lymphatischen Systems ist ebenfalls beschrie-
ben. Das Resultat ist, dass Auswirkungen von im Blut
des Patienten vorhandenen Wirkstoffen oder Wachs-
tumsfaktoren beobachtet werden kdénnen und da-
durch der eingeschlossenen Blutschicht/Wachstums-
medium/Serumschicht/Probe ermdglicht wird, als bi-
ologische Replika des Patienten zu wirken.

[0022] Die vorliegende Erfindung stillt das lange
empfundene Verlangen, einen In-vitro-Labortest zu
besitzen, der die Bedingungen in einem bestimmten
Patienten exakt widerspiegelt. Dementsprechend lie-
fert eine Antibiotikabestimmung unter Verwendung
dieser Erfindung schneller mehr Informationen. Nicht
nur dass Empfindlichkeit und Resistenz sichtbar sind,
einige Mikroben haben doch tatsachlich gelernt, in
Anwesenheit mancher Antibiotika gut zu gedeihen,
wahrscheinlich weil das Antibiotikum andere harmlo-
se Mikroben unterdrickt, die mit der tUbertragenen
pathogenen Mikrobe konkurrieren. Dieser Effekt, der
nur bei den durch die vorliegende Erfindung bereitge-
stellten Mischkulturbedingungen zu sehen ist, setzt
den Patienten einer ungeheuren Gefahr aus, weil die
"Therapie" in Wirklichkeit das Pathogen begunstigt.

KURZBESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0023] Die Aufgaben und Merkmale der vorliegen-
den Erfindung, die fur neuartig gehalten werden, sind
in aller Einzelheit in den angehangten Anspriichen
dargelegt. In den folgenden Zeichnungen sind glei-
che Strukturen durch gleiche Zeichen angedeutet.

[0024] FEig. 1 zeigt eine Spritze mit Nadel, die dazu
verwendet wird, Blut eines Patienten in das Nahrme-
dium zu injizieren, und zeigt einen Tropfen des Blutes
in das Medium eingebettet;

[0025] Fig. 2 zeigt einen Rechen zum Aufbrechen
der Oberflache von Gelkulturmedien zum Einmi-
schen von Blut, Probe oder einer anderen Substanz
in die Nahrmedien;

[0026] Fig. 3 zeigt einen Hohlrechen, der an eine
Bluttransportvorrichtung angeschlossen ist (wie z. B.
die in Fig. 8-Fig. 10 gezeigten) oder mit einer Punk-
tionsspritze oder Spritze verbunden ist;

[0027] Fig. 4 zeigt eine Draufsicht eines rechtecki-
gen KulturgefaRes mit Rundecken, das mit Mitteln
zum Infundieren von Blut in die Schale ausgestattet
ist;

[0028] Fig.5 zeigt eine Seitenansicht der Schale
gemal Fig. 4 mit einem lose aufliegenden Oberteil
ausgestattet;

[0029] Fig. 6 veranschaulicht eine Draufsicht einer
Schale mit geschichtetem Nahrmedium, wobei ein
Roéhrchen Blut in die Schale einleitet, um es zwischen
den Schichten davon zu verteilen;

[0030] Fig. 7 ist eine Draufsicht einer Schale und
zeigt eine Punktionsspritze beim Einspritzen von Blut
in ein langgestrecktes Réhrchen, das mit einer Viel-
zahl von Léchern ausgefuhrt ist, um Blut zwischen
die Nahrmedienschichten zu leiten;

[0031] Fig. 8 zeigt eine Vorrichtung fir den Trans-
port von Patientenblut zur Verwendung in dem ge-
schichteten Nahrmedium gemaR Fig. 6;

[0032] Fig.9 zeigt eine Abwandlung der Vorrich-
tung gemaR Fig. 8;

[0033] Fig. 10 zeigt eine andere Vorrichtung zum
Beférdern von Patientenblut zur Verwendung in dem
geschichteten Nahrmedium gemaR Fig. 6;

[0034] Fig. 11 zeigt noch eine andere Bluttransport-
vorrichtung, die so gestaltet ist, das sie direkt an die
geschichteten Nahrmedien der vorliegenden Erfin-
dung anschlief3bar ist;

[0035] Fig. 12 zeigt eine Beutel-in-Beutel-Vorrich-
tung zur Verwendung mit dem Verfahren der vorlie-
genden Erfindung;

[0036] Fig. 13 zeigt ein Gitter, das auf das geschich-
tete Kulturgefal der vorliegenden Erfindung passend
hergestellt und dazu gedacht ist, eine Vielzahl von
antibiotikumgetrankten Scheiben oder andere Wirk-
stoffproben in gleichmafligen Abstanden auf der Me-
diumoberflache zu platzieren;

[0037] Fig. 14 zeigt den Gitterscheibenhalter ge-
man Eig. 13 in groRerer Einzelheit;

[0038] Fig. 15 ist eine Seitenansicht des Scheiben-
halters gemal Fig. 14 und zeigt eine Dornspitze, die
unter der Mitte jeder gehaltenen Scheibe in die Nahr-
medien hinein vorsteht, wodurch Blut innerhalb der
Diskontinuitédt jede Antibiotikumprobe kontaktieren
kann;

[0039] Fig. 16 zeigt eine Nadel und Spritze mit Blut,
die zum Platzieren eines Tropfens Blut auf einer An-
tibiotikumscheibe oder einer anderen Substanzprobe
verwendet wird;

[0040] Fig. 17 zeigt ein Gitter mit Kreuzelementen,
die die Oberflache eines geschichteten Nahrmedi-
ums der vorliegenden Erfindung in Abschnitte eintei-
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len, um Zonen fir die Wirkstoffprobenaufbringung auf
der Oberflache abzugrenzen;

[0041] Fig. 18 zeigt ein Réhrchen mit Gummistop-
fen an beiden Enden zur Verwendung mit der vorlie-
genden Erfindung;

[0042] Fig. 19 ist das Pendant zu der in Fig. 10 ge-
zeigten Vorrichtung, nur dass das zweifach zuge-
stopselte Blutentnahmerdhrchen gemaf Fig. 18 ver-
wendet ist;

[0043] Fig. 20 zeigt eine Vorrichtung ahnlich der in
Fig. 11 gezeigten, mit Hinzuflgung eines zweifach
zugestopselten Roéhrchens und einer Vakuumréhr-
chen-Blutentnahmevorrichtung;

[0044] Fig. 21 zeigt eine Vorrichtung ahnlich der in
Fig. 19 gezeigten, ohne Halteréhrchen;

[0045] Fig. 22 zeigt ein biegsames Rohrchen fir die
Blutentnahme, mit einem einzigen Stopfen und ei-
nem fakultativen Ventil;

[0046] Fig. 23 zeigt ein biegsames Blutentnahme-
rohrchen ahnlich dem gemaR Fig. 22, verbunden mit
einem Blutverteilerrechen ahnlich demjenigen ge-

maf Fig. 3;

[0047] Fig. 24 zeigt einen Reif oder Doppelreif, des-
sen Boden mit einem Sieb bedeckt ist, so dass Nahr-
medium darauf geschittet werden kann;

[0048] Fig. 25 zeigt eine Querschnittansicht eines
KulturgefalRes, das einen Doppelreif wie in Eig. 24
enthalt, in das eine Schicht Nahrmedium geschittet
worden ist;

[0049] Fig. 26 zeigt einen Ring aus elastischem Ma-
terial (d. h. einen O-Ring), der an eine Gitterschicht
angeformt ist, um anstelle des Reifs gemal Eig. 24
verwendet zu werden;

[0050] Fig. 27 zeigt ein Kulturgefal®, das mit einer
Innennut zur Aufnahme des Ringes gemal Fig. 26
modifiziert ist;

[0051] Fig. 28 zeigt ein Kulturgefal®, das mit einer
Leiste um die AuRenkanten des Bodens modifiziert
ist, so dass Nahrmedium bis zu der Leiste, aber nicht
daruber hinaus geschiuttet werden kann;

[0052] Fig. 29 zeigt eine Schale mit einer Innennut,
die von der zweiten Schicht Nahrmedium besetzt ist,
um das Durchsickern von Blut an den Innenseitenfla-
chen der Schale nach oben zu verhindern;

[0053] Fig. 30 zeigt eine Schale mit einer Innenaus-
kragung, die mit dem Boden verbunden ist, um das
Durchsickern von Blut zu verhindern;

[0054] Fig. 31 zeigt eine andere Ausfiihrungsform
der Schale gemafR Fig. 30;

[0055] Fig. 32 zeigt eine Draufsicht eines Labors in
einem Beutel und zeigt ein geschichtetes Kulturge-
faRk, ein Prufgitter und andere Bestandteile des Sys-
tems;

[0056] Fig. 33 zeigt eine Vorrichtung zur leichten
Einbringung von Frischblut-Substanzproben in eine
Vielzahl von Schalen der aktuellen Erfindung;

[0057] Fig. 34 zeigt einen Querschnitt eines versie-
gelten Kulturgefalles der vorliegenden Erfindung,
das ein Priifgitter enthalt, das ohne Offnen der Scha-
le mit dem Nahrmedium in Kontakt gebracht werden
kann;

[0058] Fig. 35 zeigt eine Draufsicht eines Schalen-
deckels mit einer Vielzahl von Einspritzéffnungen,
der die Injektion von Wirkstoffproben auf die Oberfla-
che der obersten Nahrmediumschicht erlaubt; und

[0059] Fig. 36 zeigt einen Querschnitt einer scha-
lenartigen Vorrichtung der vorliegenden Erfindung,
die zwei Deckel und eine Innennut zur Aufnahme ei-
nes Ringes aufweist, der zwei Membranschichten mit
einer Einrichtung zum Infundieren von Flussigkeit in
den versiegelten Raum zwischen den Membranen
festhalt.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER BEVOR-
ZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0060] Die folgende Beschreibung wird bereitge-
stellt, um jedem Fachmann auf diesem Gebiet die
Durchfiihrung und Verwendung der Erfindung zu er-
moglichen und legt die Methoden dar, die von den Er-
findern als am besten zur Ausfiihrung ihrer Erfindung
betrachtet werden. Verschiedene Modifikationen
werden flr den Fachmann jedoch ohne Weiteres
sichtbar sein, weil die Hauptwesensmerkmale der
vorliegenden Erfindung hierin speziell zur Bereitstel-
lung eines verbesserten Kultivierungsverfahrens und
zugehoriger Vorrichtungen definiert wurden, um ohne
Weiteres Pathogene aus unverfalschtem Vollblut zwi-
schen Schichten von festem Nahrmedium zu kultivie-
ren. Beispielsweise kann eine Beutel-in-Beutel-Vor-
richtung zum Transportieren und Bearbeiten von Tu-
morproben fur das Krebsforschungslabor verwendet
werden, wo die geschichtete Vorrichtung dann dazu
verwendet wird, Krebszellen eines Patienten mit den
durch das Blut des Patienten angereicherten Medien
zu vermehren und dadurch den mikropathologischen
Abdruck eines Patienten bereitzustellen. In &hnlicher
Weise kénnen die Vorrichtungen zum Kaultivieren
oder Aktivieren der Leukozyten eines Patienten ver-
wendet werden oder zum Transportieren von Patien-
tenblut zu einer Forschungsstatte verwendet werden.
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ERZEUGUNG EINER PATIENTENREPLIKA

[0061] Das Ausgangsverfahren, das hierin be-
schrieben wird, ist die Erzeugung eines Versuchsab-
drucks eines Patienten durch Verwenden von frisch
abgenommenem, unverfalschtem Vollblut des Pati-
enten als einen Bestandteil eines Nahrmediums und
somit Bereitstellen samtlicher Gerinnungsfaktoren,
Mikroben, Antikoérper, pH und nutzlicher oder schad-
licher Elemente, die tatsachlich in dem bestimmten
Patienten vorhanden sind. Die Patientenreplika kann
fur vielfaltige Zwecke verwendet werden, wie z. B.
Vermehren von Krebszellen zur Erzeugung eines
Impfstoffs gegen diesen Krebs oder zur Bestimmung
anderer Informationen Uber den Krebs. Der Abdruck
ist auch von Nutzen zum Vermehren von Mikroben in
einer Probe von dem Patienten und Bestimmen der
Empfindlichkeit der Mikroben gegentber einem Heil-
mittel, wie z. B. ein Antibiotikum. Andere mégliche
Verwendungen einer Patientenreplika sind die Diag-
nostizierung einer Krankheit, die Behandlung einer
Krankheit, die Bestimmung des Stadiums einer
Krankheit, die Bestimmung des Zustands eines Pati-
enten wahrend des Verlaufs einer Krankheit oder
wahrend des Therapieverlaufs etc.

[0062] Beispielsweise wird Vollblut von einem Pati-
enten frisch abgenommen mit Kérpertemperatur un-
verfalscht, z. B. ohne Additiv wie z. B. gerinnungs-
hemmendes Mittel oder Konservierungsmittel etc.
Nahrmedien aseptisch zugefligt, bevor sich das Blut
zersetzt. Dieses Gemisch wird dann bei Koérpertem-
peratur, bevorzugt 35 bis 37°C inkubiert. Zudem kann
eine Probe von dem Patienten verwendet werden
oder nicht und das Gemisch periodisch mit dem Se-
rum des Patienten aufgefrischt werden. Organismen,
die in dieser natirlichen Mischung und Temperatur
wachsen, sei es von Blut oder Probe, kénnen dann
mit beliebigen Mitteln fur einen beliebigen Zweck un-
tersucht werden. So kann bestimmt werden, dass ein
Antibiotikum nicht wirksam sein wird. Alternativ kann
die Wirksamkeit eines Antibiotikums in der einzigarti-
gen Mischung biologischer Elemente eines individu-
ellen Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt be-
stimmt werden. Dies vermeidet das nur zu alltagliche
Problem, wo ein spezielles Antibiotikum gegen eine
Reinkultur eines Krankheitserregers wirksam ist,
aber bei Verabreichung an einen Patienten wegen ei-
ner gewissen Eigenheit der individuellen Chemie des
Patienten unwirksam ist. Auch enthalten Patienten
keine Reinkulturen. Das Ziel ist, die Wirkstoffemp-
findlichkeit vor dem Hintergrund der Chemie des Pa-
tienten und mit den Wechselwirkungen der ganzen
Vielfalt gutartiger und schadlicher Mikroben zu unter-
suchen, die in dem Patienten vorhanden sein kon-
nen.

[0063] Gemal der gegenwartigen Verfahrenstech-
nik bestimmen Laboranten bei der Untersuchung ei-
ner Probe auf Pathogene, welche Art Krankheitserre-

ger aus der Probe sich vermehrt hat und geben ihn
dann an. Arzte nehmen an, dass Wirkstoffe, die diese
spezielle Art Krankheitserreger schon friiher abgeto-
tet haben, ihn wieder abtéten. Resistente Pathogene
machen dieses System zunichte. Untersuchungen,
bei denen so verfahren wird, dass eine Reinkultur
von Pathogenen aus dem Inokulum isoliert und dann
die Reinkultur auf ihre Wirkstoffempfindlichkeit getes-
tet wird, brauchen mehr Zeit. Das hierin beschriebe-
ne Verfahren geht direkt zur Behandlung tber, wobei
der Krankheitserreger weder isoliert noch identifiziert
wird, sondern nur identifiziert wird, was ihn abtotet.
Das Verfahren beflrwortet den Einsatz einer Misch-
kultur und stellt auf diese Weise eine neue Methode
in der Mikrobiologie dar. Nichtsdestoweniger kénnen
Pathogene zu Forschungszwecken auch auf die her-
kdmmliche Art und Weise identifiziert und auf ihre
Empfindlichkeit getestet werden, indem sie aus einer
Patientenreplika der vorliegenden Erfindung subkulti-
viert werden.

[0064] Wie oben erdrtert, ist es hinlanglich bekannt,
dass Vollblut des Patienten oft Pathogene enthalt, die
sich von einem Infektionsherd aus im Blut vermehren
oder in das zirkulierende Blut geschwemmt werden
kénnen. In einem Versuch, diese Pathogene zu iso-
lieren, wird Vollblut deshalb oft kultiviert. Ferner ent-
halt Vollblut Unmengen irgendwelcher Wirkstoffe, die
dem Patienten verabreicht werden sowie einen gan-
zen Wirt aus naturlichen Wachstumsfaktoren und an-
deren Substanzen, die das einzigartige biochemi-
sche Profil des Patienten ausmachen. In der Theorie
sollten diese Faktoren zur Bestimmung der Existenz
von Pathogenen und ihrer Wirkstoffempfindlichkeit
nitzlich sein. Herkémmliche Methoden zur Kultivie-
rung von Pathogenen aus Blut bauen auf eine flissi-
ge Nahrlésungskultur. Dies erfordert die Zugabe von
Antikoagulanzien zur Vermeidung von Klimpchenbil-
dung in der Nahrlésung. Da das Vollblut ferner in der
Nahrlésung verdinnt wird, kénnen empfindliche Pa-
thogene abgetdtet oder unterdriickt werden. Der Ein-
satz von Konservierungsmitteln und Kuhlung kann
die Ergebnisse zuséatzlich verdrehen. Auch gibt es
keinen geeigneten Weg, dass natirliche im Vollblut
vorhandene Patientenfaktoren genutzt werden kon-
nen, um das Wachstum von Pathogenen aus einer
Patientenprobe zu beeinflussen. Ein erstes Ziel der
vorliegenden Erfindung ist es, die Kultivierung von
Pathogenen aus unverfalschtem Vollblut zu erlau-
ben. Ein zweites Ziel ist es, in dem unverfalschten
Vollblut vorhandene Faktoren auf die Kultivierung
von Pathogenen aus einer Patientenprobe einwirken
zu lassen. Ein drittes Ziel liegt in der Krebsthera-
pie/-forschung, wo die Erfindung unter Verwendung
der geschichteten Kulturgefale zur Vermehrung von
Krebszellen und/oder weiRen Blutkdrperchen ver-
wendet werden kann.

[0065] Die einfachste Vorrichtung zum Erreichen
des ersten Ziels ist ein Sammelgefal3, wie z. B. eine
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Schale, in der frisch abgenommenes, unverfalschtes
Vollblut mit einem Nahrmedium mit oder ohne Additiv
vermischt ist (nicht gezeigt). Die Nahrmedien kdnnen
von beliebiger Art sein, z. B. Pulver oder Kérnchen
zum Mischen mit einer wassrigen Losung. Das resul-
tierende Gemisch kann dann als Einzelschicht ver-
wendet werden, oder das Gemisch kann in ein Sam-
melgefald, wie z. B. eine Kulturschale, auf eine be-
reits eingegossene Nahrmedienschicht geschuttet
werden. Eine Patientenprobe kann auf die Oberseite
der ersten Schicht, zwischen die erste und zweite
Schicht oder in das Gemisch zugefiigt werden oder
nicht.

[0066] Ein Problem ist, dass Gelagar, das ge-
brauchlichste Nahrmedium, dem Mischen entgegen-
wirkt, so dass es sehr schwierig ist, das Vollblut direkt
in normales Medium zu mischen. Wenn der Agar
durch Erwarmen geschmolzen wird, besteht erhebli-
che Gefahr, dass empfindliche Pathogene bescha-
digt oder abgetotet werden. Deshalb ist es notwen-
dig, eine Art Instrument oder Vorrichtung zu haben,
um das Mischen des Agar mit dem Medium zu unter-
stltzen. Ein Beispiel eines derartigen Instruments ist
eine Nadel/-Spritzenkombination, die dazu verwen-
det worden sein kann, dem Patienten das Blut tat-
sachlich abzunehmen. Wie in Eig. 1 gezeigt, kann die
Punktionsspritze 10 einfach kleine Tropfen Blut in die
Oberflache des Agar injizieren. In Eig. 1 wird Blut 14
in einer Spritze 12 durch eine Nadel 16 in ein festes
Nahrmedium 18 injiziert, das in einer Schale 22 ent-
halten ist, wodurch Tropfen 24 von Blut abgesetzt
werden, das dann mit derselben Nadel 16 in den
Agar eingemischt werden kann. Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass es aufgrund der Vertei-
lung des Blutes in dem Medium mdglich ist, auf Anti-
koagulanzien zu verzichten, von denen bekannt ist,
dass sie das Wachstum von Pathogenen verandern
und oft unterdriicken. Das heil’t, das verteilte Blut ist
nicht in der Lage, signifikante Klimpchen zu bilden
(z. B. groRe Klimpchen, bei denen es eine Trennung
zwischen Klimpchen und Serum gibt). Jedoch ist die
ohne Weiteres auf diese Weise eingebrachte Ge-
samtblutmenge relativ klein. Andere Methoden sind
notwendig, wenn gréRere Gesamtmengen Blut ver-
wendet werden sollen. Im Klartext, wenn die gesuch-
ten Pathogene in niedriger Konzentration vorhanden
sind, sind die Chancen, das Pathogen zu finden, um
so grolier, je groRer die verwendete Blutmenge ist.

[0067] Fig. 2 zeigt einen Minirechen 27 mit einem
Griff 26 und Zinken 28, die das Gel aufbrechen und
das durch ein beliebiges geeignetes Mittel aufge-
brachte Blut mischen. Der Rechen kann aus jedem
Material hergestellt sein, das leicht zu sterilisieren ist.
Jedoch sollten die Zinken 28 ausreichend stumpf
sein, um ein versehentliches Durchstechen der Haut
zu vermeiden. Zur Sicherheit sowie Wirtschaftlichkeit
ist es klug, den Rechen 27 aus einer Art weichem
Kunststoff/biegsamem Material wie Polyurethan zu

fertigen, obwohl andere Stoffe, wie z. B. Glas oder
Metall, ebenfalls verwendet werden kdénnen. Ein an-
deres Beispiel ist ein Hohlrechen 32, Fig. 3, der zwei
Funktionen kombiniert, d. h. Aufbrechen des Gels bei
gleichzeitiger Verteilung des Blutes, das in das Gel
eingemischt werden soll. Dieser Hohlrechen 32 kann
durch ein Verbindungsstiick 34 direkt an einem Ende
des Giriffs 26, einer Nadel/Spritzenkombination, einer
Spritze oder einem dinnen Réhrchen angebracht
sein, wie in anderen Zeichnungen hierin gezeigt. Fa-
kultativ kann ein Ventil verwendet werden, um den
Durchfluss zu steuern. So wird das Blut durch den
hohlen Griff 26 getrieben und flieRt aus Offnungen 36
im Querelement 38 und wird durch die stumpfen Zin-
ken 28 vermischt. Dieser Rechen bietet nicht nur Ein-
fachheit und Bequemlichkeit, sondern ist sicherer fir
Leute, die mit Blut umgehen, als Nadeln und die da-
mit verbundene Gefahr von Nadelstichen.

[0068] Obwohl die gerade beschriebenen Rechen
zur Verteilung von Blut in ein halbfestes Nahrmedium
hinein verwendet werden kdnnen, kann es sein, dass
das Blut nicht gleichmafig verteilt wird und noch die
Méoglichkeit von Klimpchenbildung besteht. Die be-
vorzugte Art, das unverfalschte Blut zu verteilen, be-
steht in der Verwendung eines geschichteten Kultur-
gefales, wie in Eig. 4-Fig. 6 gezeigt. In Eig. 4 ist
eine Schale 22 mit oder ohne Deckel 23 mit einem
Zugang 42 ausgefihrt, um Blut durch eine oder mehr
Seite(n) und zwischen Schichten von Nahrmedien
darin zu leiten. Eine rechteckige Schale mit runden
Ecken wird bevorzugt, weil die Schalen effektiver zu-
sammengepackt werden kénnen und einen vergro-
Rerten Oberflachenbereich fiir das Wachstum von
Mikroben bieten, aber eine runde Standard-Petri-
schale oder jede andere Gestaltung mit oder ohne
Rundecken geht genauso. Dieses Kulturgefall kann
in einer Reihe von unterschiedlichen Arten verwen-
det werden.

Beispiel #1: Verwendung eines geschichteten Kultur-
gefalles

[0069] In Fig. 5 wird ein hartbares Nahrmedium wie
Agar, allgemein mit solchen Additiven, wie sie fir das
Wachstum von Pathogenen notwendig sind, in eine
Schale 22 geschuttet und dann gekuhlt, so dass dar-
aus eine Gelschicht 44 wird. Dann wird eine zusatzli-
che Schicht Nahrmedium auf die erste Schicht ge-
schuttet, wodurch eine zweite Schicht Nahrmedium
46 geschaffen wird, und auf den Gelzustand gekuhlt.
Auf diese Weise hergestellt, verbinden sich die zwei
Schichten Nahrmedium nicht und erzeugen dadurch
einen potentiellen Raum bzw. eine potentielle Dis-
kontinuitat 47 zwischen sich. Die jetzt zwei Schichten
Nahrmedium enthaltende Schale 22 kann gelagert
werden, bis sie bendtigt wird. Wenn die unverfalschte
Blutprobe durch den Zugang 42 injiziert wird, breitet
sie sich zu einer ebenen Blutschicht aus, die zwi-
schen die zwei Schichten 44, 46 von Medien ge-
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zwangt wird. Obwohl Mikroklimpchen auftreten kon-
nen, weil die Blutschicht diinn und eben ist, bilden
sich keine groRen Klimpchen. Wegen des engen
Kontaktes mit den Nahrmedien wird irgendwelchen
Mikroben im Blut ein ausgezeichnetes Milieu zur Ver-
fligung gestellt, in dem sie sich vermehren kénnen,
wahrend eine Oberseite 48 blutfrei bleibt. Kolonien
von Pathogenen sind in der diinnen Blutschicht ganz
leicht zu beobachten. Ferner diffundieren Wachs-
tumsfaktoren oder Inhibitoren etc. in der Blutprobe
des Patienten in die Nahrmedien und kénnen das
Wachstum von Organismen beeinflussen, die in Kon-
takt mit den Medien platziert sind. Aus diesem Grund
ist die zweite Schicht 46 vorzugsweise ganz dinn,
um die Geschwindigkeit dieser Diffusion zu maximie-
ren. Obwohl auf die obere Schicht 46 als "geschuttet"
Bezug genommen wurde, kdnnte sie auch als Mem-
bran oder Plasmagitterschicht, wie sie gegenwartig
zur Behandlung von Verbrennungen verwendet wird,
aufgespruht oder aufgelegt werden. Die geschichtete
Struktur lasst die Oberseite 48 blutfrei bleiben, so
dass die Oberseite 48 der Nahrmedien mit einer Pro-
be des Patienten, Sputum etc., bestrichen werden
kann, ohne dass die Gefahr besteht, dass irgendwel-
che dort wachsenden Mikroben aus dem Patienten-
blut stammen. Eine blutfreie Oberflache kann auch
dadurch erhalten werden, dass eine Schale auf den
Kopf gestellt wird, um das Nahrmedium freizugeben,
was den unberihrten Boden des Mediums als blut-
freie Oberflache bereitstellt. Alternativ kann keine Pa-
tientenprobe verwendet werden und die Analyse sich
nur auf das Blut des Patienten konzentrieren. Fig. 6
zeigt die geschichtete Schale 22, wobei der Injekti-
onszugang 42 mit einem kurzen Verteilungsréhrchen
43 ausgestattet ist, um das Blut 14 zwischen den
Schichten weiterzuverteilen oder periodisch frisches
Serum zu verteilen.

[0070] Um den Einsatz des geschichteten Kulturge-
faRes kurz zu wiederholen: dem Patienten wird Blut
abgenommen und ohne Additive sofort aseptisch mit
beliebigen Mitteln zu dem an der Schale 22 angeord-
neten Infusionszugang 42 ubertragen. Der Infusions-
zugang 22 kann mit einem Ventil ausgestattet sein,
um einen Ruckfluss der Blutprobe zu verhindern,
oder nicht. Beispiele von Vorrichtungen, die zur Blut-
Ubertragung verwendet werden koénnen, sind in
Fig. 7-Fig. 11 gezeigt. In Fig. 7 ist der Injektionszu-
gang 42 mit einem relativ langen Verteilungsréhrchen
43 ausgestattet (verglichen mit Fig. 6), das eine Viel-
zahl von Verteilungsléchern 46 zum Ausbreiten des
Blutes 14 zwischen den Schichten aufweist. Das Blut
des Patienten wird durch eine solche Vorrichtung
durch eine oder mehr Seite(n) davon in die Schale 22
Ubertragen und in den potentiellen Raum 47 infun-
diert, der aus einer Diskontinuitdt zwischen den
Schichten von Nahrmedien darin gebildet ist und so
die Schichten trennt. Die geschichteten Medien kén-
nen vorab in einem Inkubator bei Kérpertemperatur
gelagert werden, so dass empfindliche Pathogene

keinen Temperaturschock davontragen, wenn eine
Blutprobe in die Schale eingebracht wird. Das Ergeb-
nis ist eine Schicht aus Vollblut mit Kérpertemperatur
zwischen zwei Schichten Kulturmedium, mit einer auf
der blutfreien Oberflache 48 der oberen Schicht 46
platzierten Probe oder ohne. Es ist wichtig, dass Pa-
tientenblut nicht entlang der Seitenwande der Schale
entweicht und auf diese Weise die Oberseite 48 er-
reicht. Dieses Entweichen kann durch spezielle,
nachstehend erdrterte Strukturen oder den Einsatz
von Mediumformeln oder Anschwemmfiltrationen auf
der Schale verhindert werden, welche die Anbindung
der Nahrmedien an die Schale verbessern. Wie fir
den Fachmann wohl selbstverstandlich ist, sollte die
Schale 22 mit einem Deckel 23 verschlossen sein,
um die Sterilitdt zu erhalten. Vorzugsweise ist der De-
ckel 23 optisch klar, um die Beobachtung des Krank-
heitserregerwachstums zuzulassen. Es ist von er-
heblichem Vorteil, den Deckel 23 mit einer Dichtung,
einem O-Ring, Klebstoff oder anderen Befestigungs-
mitteln an seinem Platz zu "verriegeln". Dies verhin-
dert unabsichtliches Offnen der Schale 22 und er-
moglicht ferner die Luftdichtigkeit der Vorrichtung hin-
sichtlich der Kultivierung anaerober Organismen. Zur
aeroben Kultur wird in dem Deckel ein Filter instal-
liert, der Luft durchlasst, nicht aber Mikroben. Ferner
kann die Schale 22 ziemlich grof3 ausgefiihrt sein, um
eine relativ groRe Blutprobe entgegenzunehmen und
mehrere Untersuchungen gleichzeitig zu gestatten,
wie bei einer Forschungseinrichtung. Die Schale
kann auch einen Deckel aufweisen, Fig. 35, mit einer
Vielzahl von Einspritzéffnungen, die eine manuelle
oder automatisierte Applikation von Wirkstoffen zu
Prufzwecken erleichtern.

[0071] Die resultierende Schale mit Blutschicht/Ge-
misch wird bei Koérpertemperatur inkubiert, ca.
35-37°C, bei welcher Temperatur einige der Blutfak-
toren in beide Nahrmediumschichten diffundieren.
Vermehrungsfahige Pathogene, egal ob aus der Pro-
be oder dem Blut, vermehren sich dann auf oder in
dieser Blut/Nahrmedium-Mischung. Die Antibiotika-
empfindlichkeit kann direkt durch Platzieren von An-
tibiotikumproben auf der Oberflache 48 getestet wer-
den, wodurch ein Antibiotikaempfindlichkeitstest an
einem Abdruck des aktuellen Patienten entweder in
den zwei Standardschritten Identifizierung und Emp-
findlichkeitsprifung oder in einem einzigen Schritt
unter Verwendung einer Mischkultur bereitgestellt
wird. Ferner kann periodisch Serum infundiert wer-
den. Das System wird als Abdruck angesehen, weil
es Wachstumsfaktoren und Inhibitoren aus dem Blut
des Patienten enthalt, die auf den einzigartigen bio-
chemischen Status dieses bestimmten Patienten hin-
deuten.

[0072] In Eig. 8 wird ein typisches Vakuumréhrchen
53 gefullt mit Blut 14 verwendet, um frisch abgenom-
menes Blut in das geschichtete Kulturgefa® 22 zu
verbringen. Ein biegsames Abflllréhrchen 59 ist mit
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dem Infusionszugang 42 und dem Blutréhrchen 53
mittels einer Nadel 56 verbunden, die durch den
Stopfen (Serumkappe) 54 des Blutréhrchens 53 ein-
geflhrt wird. Eine Spritze 12 mit einer angebrachten
Nadel 16 wird zum Injizieren von Luft 13 in das auf
dem Kopf stehende Blutréhrchen 53 verwendet, wo-
durch das Blut 14 durch das Abfillréhrchen 59 und
zwischen die Schichten von Nahrmedien in der Scha-
le 22 getrieben wird. Fig. 9 zeigt eine im Wesentli-
chen ahnliche Anordnung, auf3er dass ein spezielles
Halteréhrchen 58 verwendet wird, das mit Nadeln 16
und 56 (und fakultativ dem Abfullréhrchen 59) fertig
bestuckt ist. In dieser Anordnung wird die Spritze
(und das Abfullréhrchen 59, falls nicht bereits ange-
bracht) mit dem Halteréhrchen 58 verbunden und das
Blutréhrchen 53 dann in das Halterdhrchen 58 einge-
fuhrt und auf die Nadeln 16, 56 heruntergedriickt, so
dass sie den Stopfen 54 durchstechen. Diese Anord-
nung macht es unmdglich, dass sich das Personal
versehentlich selbst mit den Nadeln sticht, da die Na-
deln von dem Halteréhrchen 58 vollstdndig um-
schlossen sind. Fig. 10 zeigt eine ahnliche Anord-
nung, wo das Abfullréhrchen 59 mit einer stumpfen
Nadel 60 ausgestattet ist, die ideal zur Injektion von
Blut durch den Infusionszugang 42 ist. Die stumpfe
Nadel 60 ist nicht in der Lage, einen Nadelstich zu
verursachen (d. h. die menschliche Haut zu durch-
dringen), so dass sie im Gebrauch sicher ist. Fig. 11
zeigt eine spezielle Spritze/Halteréhrchen-Kombina-
tion 57, die mit einer stumpfen rechtwinkligen Nadel
62 ausgestattet ist, die zur Einfihrung in den Infusi-
onszugang 42 ausgelegt ist.

[0073] Es gibt viele mogliche Abwandlungen. Die
zweite Schicht Nahrmedium kann aus einem ande-
ren Material hergestellt sein als die erste Schicht. Die
zwei Schichten kénnen unterschiedliche Arten von
Wachstumsmedien sein, von denen die untere
Schicht 44 Bestandteile enthalt, die insbesondere
wachstumsférdernd fir im Blut beférderte Pathogene
sind, wahrend die obere Schicht 46 Nahrstoffe ent-
halt, die wachstumsfordernd fiir in der Probe des Pa-
tienten vermutete Pathogene sind, die anschlieRend
auf der Oberseite 48 platziert wird. Um das Separie-
ren von Schichten oder Adhasion an den Seiten der
Schale zu férdern, kann der Anteil an Gelbildner (z.
B. Agar) an den Nahrmedien vergrofiert und/oder an-
dere Additive verwendet werden. Auch Membranen
kdnnen verwendet werden. Doppelmembranen in ei-
ner "Schale" mit zwei Deckeln, Fig. 36, ermdglichen
die Infusion von Blut zwischen die Membranen und
beide Aulienflachen der Membranen, die fiir die Auf-
bringung einer Probe oder von Krebszellen verfligbar
sind, und die Auffrischung der Kultur mit Serum auf
der anderen Oberflache oder einen anderen Zweck.

[0074] Das Inokulum kann auf der Oberseite plat-
ziert werden. Periodisch kann frisches Serum zur
Auffrischung der Oberflache oder des in die Diskonti-
nuitdt infundierten Zellmaterials zugefiigt werden.

Dann kénnen verschiedene Chemikalien oder ande-
re Substanzen fir einen beliebigen Zweck aufge-
bracht werden, wie z. B. Antibiotikaempfindlichkeits-
prifung, wie es auf diesem Fachgebiet hinlanglich
bekannt und in anderen Experimenten hierin be-
schrieben ist. Wie auf diesem Fachgebiet hinlanglich
bekannt ist, kbnnen Untersuchungen dieser Art auto-
matisiert sein.

Beispiel #2: Verfahren zur Herstellung nicht anhaf-
tender Schichten

[0075] Wenn man, wie zuvor erlautert, eine erste
Schicht geschmolzenes Medium (z. B. Agar) ein-
schittet und gelieren lasst, wird eine anschlielend
auf die Oberseite dieser Schicht geschittete zweite
Schicht i. A. nicht daran anhaften. Es gibt jedoch
mehrere Strategien, die Nichtadhasion der Schichten
sicherzustellen; das Folgende ist eine Beschreibung
eines Weges zur Herstellung eines funktionierenden
Zweischicht-KulturgefalRes der vorliegenden Erfin-
dung. Der erste Schritt ist, in die Seite einer
150-mm-Kunststoff-Petrischale ein Loch zu bohren,
das als Eingussoéffnung fungiert. Dieses Loch wird
dann mit einem Gummiseptumteil oder Gummistop-
fen von geeigneter Grolle zugestdpselt. 60 ml Muel-
ler-Hinton (oder anderes geeignetes Nahrstoffmedi-
um) werden unter sterilen Bedingungen in die Schale
geschittet und gelieren gelassen.

[0076] Als Nachstes (siehe Fig. 24) wird ein eng sit-
zender Doppelreif 116 beinahe wie ein Stickrahmen
so ausgeflihrt, dass er eng in die modifizierte Schale
passt. Eine Methode, jeden der zwei Reife zu formen,
ist die Verbindung der Enden eines Polycarbonat-
streifens von geeigneter Grofle mit einem Lésungs-
mittelzement wie z. B. PS Weld-On 3. Eine Seite der
Reife kann so eingekerbt sein, dass sie Uber den In-
fusionszugang passt (nicht gezeigt). Formaldehyd-
freies Nylongewebe (Siebfeinheit: '/, Zoll) wird straff
in einen groRen Stickrahmen gespannt. Das ge-
spannte Netzgewebe wird dann zwischen den oben
beschriebenen Doppelreifen festgehalten und eine
Rasierklinge oder ahnliches Werkzeug verwendet,
um den Doppelreif mit seinem eingeschlossenen
Netzgewebe zurechtzuschneiden, so dass sich die in
Fig. 24 gezeigte Struktur ergibt. Die Reife 116 und
das umschlossene Netzgewebe 114 werden durch
allgemein benutzte Verfahren wie Radiation oder
Ethylenoxid sterilisiert. Die Reife werden mit der
Netzgewebeseite nach unten in einer sterilen Petri-
schale von geeigneter GroRRe platziert und ungefahr
45 mil steriler Mueller-Hinton-Agar (bei ca. 48°C) in
die Reife hineingeschuttet und héarten gelassen.
Dann wird die eine Agarschicht einschlieBende Rei-
fanordnung oben auf die Agarschicht in der ersten
Schale gesetzt (wobei die Nut die Eingussoéffnung
aufnimmt).

[0077] Wie in Fig. 25 gezeigt, stellt dies ein Zwei-
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schicht-KulturgefalR 22 bereit, bei dem die zwei
Schichten 44, 46 korperlich getrennt sind und so eine
perfekte Diskontinuitat fur die Injektion von unver-
falschtem Patientenblut liefern. Fir diesen Zweck
kann eine breite Vielfalt unterschiedlicher Siebfein-
heiten, Siebe, Membranen oder Netzgewebe ver-
wendet werden. Diese Stoffe stellen im Wesentlichen
eine Diskontinuitdt zwischen den Medienschichten
bereit und wirken dabei als Strukturverstarkung (wie
die Armierung in Beton) zur Stabilisierung der oberen
Mediumschicht. Die Blutinjektion kann durch Einfih-
ren einer Nadel von 19 g x 7/;" durch die Eingussoff-
nung ganz einfach durchgefliihrt werden; die auf die-
se Weise vorbereitete 150-mm-Schale nimmt dann
wenigstens 3 ml Blut auf. Im Anschluss an die Injek-
tion kann das Kulturgefa® bei Kérpertemperatur inku-
biert werden (ungefahr 37°C). Die Schalen kdénnen
mit einem sauerstoffabsorbierenden Stoff in einem
anaeroben Inkubator oder in einem Plastikbeutel
platziert werden, um das Wachstum anaerober Orga-
nismen zu erleichtern. Nach geeigneter Inkubation
(z. B. 24 Std.) werden die Schalen auf Krankheitser-
regerwachstum untersucht. Fir die Antibiotikaemp-
findlichkeitsuntersuchung koénnen Kolonien isoliert,
auf eine andere Schale Ubertragen und dann "Kirby
Bower"-Scheiben (die ein Antibiotikum enthalten) auf
den obersten Flachen des Mediums platziert und wei-
tere 24 Std. inkubiert werden. Die Antibiotikaschei-
ben kénnen zu Beginn der Inkubation platziert wer-
den und dadurch das Gesamtverfahren erheblich
verkurzen. Dies ist insbesondere wirksam, wenn es
eine groRe Anzahl im Blut beférderter Pathogene
gibt, wie bei Septikamie.

[0078] Obwohl eine Reihe unterschiedlicher Netz-
gewebe fur dieses Verfahren geeignet ist, werden die
von Tetko hergestellten Prazisionssiebe besonders
bevorzugt. Dieses Gewebe weist dulerst prazise Off-
nungen mit einem grofRen Prozentsatz von offenen
Flachen auf (d. h. die Stréange, die das Sieb bilden,
sind sehr duinn). Beispielsweise enthalt ein bevorzug-
tes Gewebe 52% offene Flache bei einer PorengréiRe
von 105 pym. Das Kulturgefal® kann ganz leicht zu-
sammengesetzt werden, so dass der Infusionszu-
gang die Blutprobe an der Unterseite des Siebes ver-
teilt. Durch Auswahlen viel kleinerer Porengrof3en ist
es moglich, die Blutzellen auf die Unterseite des Sie-
bes zu beschranken, wahrend Serum und Plattchen
frei durch die Sieboberseite hindurch passieren kon-
nen. Es ist ebenfalls mdglich, die zwei diskontinuier-
lichen Medienschichten zu giel3en, indem eine ent-
sprechend bemessene Gewebescheibe oben auf ei-
ner abgebundenen ersten Schicht platziert wird, eini-
ge Tropfen Pufferlésung zugegeben werden, um die
Sieboéffnungen mit Fluid zu flllen, und dann eine
zweite Mediumschicht auf die oberste Flache des
Gewebesiebes geschittet wird. Dies macht den Dop-
pelreif Uberfllissig, erfordert aber erhebliche Sorgfalt,
um zu vermeiden, dass die Gewebescheibe frei
schwimmt.

[0079] Wie oben erwahnt, ist es ein signifikantes
Ziel der vorliegenden Vorrichtung zu verhindern,
dass Blut durch Durchsickern entlang der Schalen-
wand die Oberseite 48 erreicht. Die Reife verhindern
das Durchsickern von Blut. Es ist auch mdglich, einen
O-Ring oder eine ahnliche Dichtung zu verwenden,
um das Durchsickern von Blut zu verhindern. Zu die-
sem Zweck kann die Schale mit einer Nut zur Lage-
rung des O-Rings versehen sein. Vorzugsweise ist
der O-Ring 112 an den Aufenrand einer Gewebe-
scheibe 114 angeformt (siehe Fig. 26, Fig. 27). Der
O-Ring wirkt wie die Reife, um das Gewebe straff zu
halten und verhindert das Entweichen von Blut die
Schalenwande hinauf, solange das Blut entlang der
Unterseite des Gewebes infundierf wird. Der O-Ring
kann einen Draht oder Kunststoffreif umschlie3en,
um weiter sicherzustellen, dass das Gewebe ausrei-
chend straff gehalten wird. Andere Gewebe (z. B. Fa-
servlies) oder sogar semidurchlassige Membranen
kénnen zur Teilung der zwei Kulturschichten verwen-
det werden. Mit einer semidurchlassigen Membran
sind die Blutzellen und viele der Pathogene nicht in
der Lage, zum Zeitpunkt der Infusion durch die Mem-
bran zu dringen. Die Pathogene durchdringen wah-
rend der Vermehrung beide Schichten, aber ein Ent-
weichen zur obersten Flache zum Zeitpunkt der Infu-
sion muss vermieden werden, weil dies eine auf der
obersten Flache platzierte Probe beeintrachtigt. Wie
erwahnt, kann eine Membrandoppelschicht durch ei-
nen O-Ring verbunden sein, der an einer Innennut ei-
ner Schale befestigt sein kann. Diese Vorrichtung ist
insbesondere bei einer "Schale" mit zwei Deckeln
von Nutzen, Fig. 36, worin ein Zugang zu den Au-
Renflachen beider Seiten der Doppelmembran ver-
fugbar ist. Wenn eine derartige Membran Nahrmedi-
en enthalt, ist kein festes Nahrmedium notwendig.

[0080] Der wesentliche Punkt ist, dass zwischen
den zwei Medienschichten eine Diskontinuitat zur
Aufnahme der Blutinjektion ausgebildet ist und dass
eine gewisse Struktur enthalten ist, um das Durchsi-
ckern von Blut entlang der senkrechten Wande der
Schale zu verhindern. Eig. 28 zeigt eine Schale 22
mit einer Randleiste 122 am Boden. Durch Gielden
der Bodenschicht des Nahrmediums 44 genau bis
zur Oberkante der Leiste 122 (iberzieht die obere Me-
diumschicht 46 die Leiste und verhindert dadurch die
Leckage von Blut die inneren Seitenwande der Scha-
le 22 hinauf. Fig. 29, Fig. 30 und Fig. 31 zeigen an-
dere Strukturen zum Verhindern von Leckage.
Fig. 30 und Fig. 31 zeigen Randvorspriinge 128,
129, die wie die Leiste 122 wirken, mit dem zusatzli-
chen Merkmal, dass ein Teil 46' der oberen Medium-
schicht 46 sich tatsachlich hinter den Randern der
unteren Schicht 44 "krauselt". In Fig. 29 ist eine Um-
fangsnut 124 mit Medium der oberen Schicht 46 ge-
fullt, wodurch eine seitliche Leckage verhindert wird.

[0081] Die Schichten sind als gegossenes Agarme-
dium beschrieben worden. Es gibt jedoch eine Reihe
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von Technologien zum Zichten von Mikroorganis-
men auf verschiedenen anderen Nahrstoffsubstra-
ten; oft Karten aus einem klaren oder durchsichtigen
kunststoffartigen Material (siehe beispielsweise
US-Patent Nr. 5,232,838 von Nelson et al.). Diese
Medien kénnen dehydratisiert sein, was die Zufuhr
von Wasser erfordert, oder hydratisiert und zweckge-
recht sein. Die diskontinuierlichen Schichten der vor-
liegenden Erfindung kdnnen auch durch Stapeln von
Scheiben dieser oder ahnlicher Nahrmedien erstellt
werden.

Beispiel #4: Behaltnis in einem Behaltnis. z. B. Beu-
tel-in-Beutel

[0082] Eine Schicht aus Nahrmedien wird in eine
Schale geschuttet und gelagert. Wie in Fig. 12 ge-
zeigt, ist ein Beutel in einem Beutel 91 so ausgefiihrt,
dass ein AuRenbeutel 92 eine wassrige Losung ent-
halt, z. B. isotope Kochsalzlésung oder steriles Was-
ser etc. mit oder ohne andere Additive. Ein Innenbeu-
tel 94 enthalt trockene Nahrmedien, z. B. Pulver,
Kérnchen etc. mit oder ohne andere Additive. Bei Be-
darf kdnnen die Beutel auf Raumtemperatur oder be-
vorzugt 35-37°C, aber nicht tUber 40,5°C gebracht
werden. Das frisch abgenommene und unverfalschte
Vollblut eines Patienten wird von einer mit Blut gefiill-
ten Spritze oder einer beliebigen der hierin darge-
stellten und beschriebenen verwandten Vorrichtun-
gen durch Injektion durch einen Infusionszugang 42
hindurch der wassrigen Lésung in dem AuRRenbeutel
zugefligt. Dann werden das Blut und die wassrige L6-
sung vermischt, woraufhin der Innenbeutel gesprengt
wird und das Pulver in den AuRenbeutel freisetzt, das
dann mit der wassrigen Blutlésung darin vermischt
wird. Es kénnen Mehrfach-Innenbeutel vorgesehen
sein, die jeweils unterschiedliche Substanzen bein-
halten, so dass unterschiedliche Stoffe zu unter-
schiedlichen Zeiten nach Bedarf in die Losung freige-
setzt werden kénnen.

[0083] Das jetzt flissige Blut/Nahrmedien-Gemisch
wird ausgequetscht oder auf andere Weise dazu ge-
bracht, durch eine Auslasséffnung 96 in ein Sammel-
gefald oder auf die Oberflache der ersten Nahrme-
dienschicht in einem konventionellen Kulturgefal® zu
flieBen. Das Blut/Nahrmedien-Gemisch geliert dann
und bildet eine zweite Schicht &hnlich derjenigen im
Experiment #2 oben. Alternativ kann das Gemisch
zwischen zwei Schichten von Nahrmedien infundiert
werden, wie im Experiment #1 oben beschrieben.
Dies erlaubt das Einschlie®en jeglicher im Blut befor-
derter Pathogene in einem speziellen Nahrmedium,
was zur Kultivierung einiger "wahlerischer" Mikroben
von Nutzen sein kann. Eine Patientenprobe kann zur
ersten Nahrmediumschicht, zum Inhalt des Beutels
oder zur Oberflache der zweiten Schicht hinzugefigt
werden oder nicht. Dann wird die Vorrichtung fir ae-
robe oder anaerobe (z. B. mit Stickstoff geklarte) In-
kubation eingerichtet, wie oben beschrieben.

[0084] Viele andere Abwandlungen sind méglich. Im
Innenbeutel kdnnen steriles Gelatinepulver und Addi-
tive statt pulverisierter Nahrmedien verwendet wer-
den. Zur Durchfiihrung dieses Verfahrens kann Nahr-
mediengranulat oder steriles Gelatinegranulat ver-
wendet werden. Alternativ kdnnen Schaumbildner
verwendet werden, um einen halbfesten Schaum als
Nahrmedium zu erzeugen. Der Beutel kann so aus-
geflhrt sein, dass die Gefahr von Nadelstichen beim
Personal bei der Ubertragung von Blut in den Beutel
vermieden wird (z. B. kann der Infusionszugang 42
mit einem ringférmigen Schutz umgeben sein, um ein
versehentliches Durchstofen der intakten Vorrich-
tung mit der Nadel zu verhindern). Ferner kann die
Beutel-in-Beutel-Vorrichtung als Transportvorrich-
tung fir Patientenblut verwendet werden. Zu diesem
Zweck kann mehr Flissigkeit hinzugefligt werden,
um die Medien davon abzuhalten, in dem Beutel zu
gelieren, was die Ubertragung auf die zuvor beschrie-
bene geschichtete Vorrichtung bei Ankunft im Labor
erleichtert. Andererseits kdnnen flissige Medien ver-
wendet werden, die nicht gelieren. Mit dem Beutel
kann eine Probe geschickt werden, um spéater in der
geschichteten Kulturvorrichtung verwendet zu wer-
den. Auf diese Weise kdnnen natlrliche Temperatur-
bedingungen, 35-37°C, ohne Einsatz von Antikoagu-
lanzien oder Konservierungsmittel aufrechterhalten
werden.

[0085] Der Beutel-im-Beutel kann bei der Krebsdia-
gnose, Behandlung und Forschung flr unterschiedli-
che Zwecken verwendet werden, z. B. als Transport-
vorrichtung fur einen chirurgisch exzidierten Tumor
oder Teil des Tumors. Der Beutel kann Gewebekul-
turmedien, Antibiotika, Wasser oder Kochsalzldsung
etc. enthalten. Ein Tumor kann mit einem Skalpell in
Stlicke geschnitten und dann ein Gewebezerkleine-
rer verwendet werden, um die Tumorstiicke auf eine
GroRe weiter zu verkleinern, die es erlaubt, Tumorge-
webe durch einen Infusionszugang in den Beutel hin-
einzuspritzen. Die weitere Praparation der Tumorzel-
len kann in dem Beutel auf dem Weg zum Krebslabor
durch Zufligen eines Enzyms wie Collagenase zum
Separieren der Krebszellen vom Stitzgewebe oder
durch Verwendung anderer Additive durchgefuhrt
werden. Durch Zufligen von Blut des Patienten,
Wachstumsmedien etc. in den Beutel, periodisches
Auffrischen des Beutels mit dem Serum des Patien-
ten nach Bedarf und Halten der Temperatur auf
35-37°C koénnen die natirlichen Bedingungen des
Patientenreplikaverfahrens erreicht und dadurch ein
maximales Uberleben und Wachstum von Krebszel-
len flr spatere Laborbestimmungen erleichtert wer-
den.

[0086] Zwei Beutel-im-Beutel kénnen ebenfalls ver-
wendet werden, einer fiir zwischen die Nahrmedium-
schichten zu infundierendes Patientenblut und ein
zweiter Beutel, der die Tumorzellen enthalt, die dann
auf der blutfreien obersten Schicht 48 platziert oder
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zwischen die Schichten infundiert werden, abhangig
vom Tumortyp etc. Ein zusatzlicher Beutel kann zum
Transport separierter weilRer Blutkdrperchen verwen-
det werden, die beispielsweise mit Interleukin Il akti-
viert werden sollen, oder fiir andere Diagnose- oder
Behandlungszwecke. Wieder kann der Beutel abhan-
gig von der gegebenen Anwendung Mehrfachkam-
mern und/oder Mehrfach-Innenbeutel aufweisen.

[0087] Der/die Beutel sollten so verpackt sein, dass
sie auf 35-37°C gehalten werden, und durch einen
Uber-Nacht-Dienst zu einem beliebigen Krebslabor
im Land transportiert werden, wo sie in einem Zu-
stand ankommen, der die Zellen und Chemie des Pa-
tienten Uberaus genau repliziert, und eventuell teil-
weise zur Analyse vorbereitet (z. B. durch Enzymbe-
handlung), was einen Labortag einspart und den Be-
ginn der spezifischen Behandlung einen Tag fruher
ermdglicht.

[0088] Nach Ankunft im Labor kénnen die separier-
ten Krebszellen auf die oberste Nahrmedienschicht
in einer geschichteten Schale infundiert werden, wo-
bei das Blut des Patienten zwischen Nahrmedien-
schichten der Schale infundiert/injiziert wird, wodurch
ein mikropathologischer Abdruck eines Patienten er-
stellt wird. Alternativ kann die Krebszellen/Blut/Nahr-
medien/Wasser-Kombination zwischen Nahrmedien-
schichten in der Schale infundiert werden und die
Schale in verschiedenen Ausfihrungsformen ver-
wendet werden, um Krebszellen mit Chemothera-
peutika zu testen, die richtige Dosis des/der wirk-
samsten Mittels) zu bestimmen oder weil3e Blutkor-
perchen des Patienten (T-Zellen oder B-Zellen) zu
zuchten, weifde Blutkérperchen mit Additiven zu be-
handeln, wie z. B. Aktivatoren (beispielsweise Inter-
leukin IlI), einen Impfstoff zu erzeugen oder fir ir-
gendeinen anderen Zweck. Abhangig vom speziellen
Ziel kann die Diskontinuitat zwischen Schichten oder
die Oberflache der Nahrmedien verwendet werden.
Zum Auffrischen der Krebszellen mit der einzigarti-
gen Chemie des Patienten und Nahrstoffen kann pe-
riodisch frisches Blut abgenommen, Serum separiert
und oben auf die wachsenden Krebszellen, zwischen
die Schichten, in eine Nahrlésung etc. infundiert wer-
den. Patientenreplikabedingungen ohne schadliche
Additive und die Aufrechterhaltung einer Temperatur
zwischen 35-37°C werden empfohlen.

[0089] Jedes Behaltnis in einem Behaltnis kann zur
Durchfuhrung dieses Verfahrens verwendet werden,
wie z. B. ein Réhrchen in einem Réhrchen oder eine
Box in einer Box oder eine beliebige Kombination se-
parater Abteilungen, die das Mischen der einzelnen
Elemente auf Wunsch erlauben. Beutel werden be-
vorzugt, weil ihre Elastizitdt das Mischen der Nahr-
medien und der Blutprobe erleichtern. Trockenmittel,
Desikkantien, kdnnen dem Innenbeutel (Behaltnis)
gaf. zugeflgt werden, aber solche Austrockenmittel
sind in einem separaten wasserdampfdurchlassigen,

aber flussigkeitsundurchlassigen Beutel (Behaltnis)
abgeschirmt und sicher eingeschlossen, wodurch ge-
wahrleistet wird, dass keinerlei Austrockenmittel in
das Blutgemisch freigesetzt wird, wenn das Trocken-
pulver oder Kérnchen freigesetzt werden.

[0090] Es gibt viele Orte auf der Welt, wo unsaubere
Lebensbedingungen Teil der Ursache fir Epidemien
sind. Unter solchen Bedingungen Pathogene zu
zichten und ein heilendes Antibiotikum zu bestim-
men, wirde ein modernes Labor und sehr gut ausge-
bildetes Personal erfordern, und das ist dort selten
verfugbar. Selbst wenn es woanders verfugbar ware,
verbietet die Quarantane oft ein Hinausschicken der
Patientenproben. Und wenn sie hinausgeschickt wer-
den, sind die Substanzproben gekuihlt, konserviert
etc., nicht in ihrem natlrlichen Zustand. Patientenre-
plika-Verfahren und -Vorrichtungen kdnnen als "Kof-
ferlabor" angesehen werden, ein ganz eigenstandi-
ges System, leicht transportabel, preiswert, das die
Bestimmung der Ursache/Heilung einer anstecken-
den Krankheit selbst dort erméglicht, wo die Luft nicht
sauber ist, ob im Herzen von Afrika, einem Labor in
den Vereinigten Staaten oder einer Arztpraxis. Wie in
Fig. 32 gezeigt, ist ein geschichtetes Kulturgefal 22
der vorliegenden Erfindung im Innern eines sterilen
"Taschenlabors" 102 zusammen mit einer Reihe von
sterilen Einweginstrumenten 104 gezeigt. Der Labor-
beutel 102 ist versiegelt und steril und mit einem In-
jektionszugang 42 ausgestattet, durch den eine Sprit-
zennadel eingefuhrt werden kann, beispielsweise um
Blut in die geschichtete Schale 22 zu injizieren oder
eine Probe vermischt mit sterilem Wasser oder flissi-
gem Medium zu injizieren. Zur Erleichterung der
Handhabung der Schale 22 oder der Instrumente 104
kann der Laborbeutel 102 mit einem eingeformten
Daumen- und Fingerteil 106 ausgestattet sein. Der
Laborbeutel wird zum aeroben Gebrauch mit einem
Mikrobenfilter beltiftet und zum anaeroben Gebrauch
versiegelt, fakultativ unter Zugabe von Stickstoff.

Beispiel #5: Zweifach zugestopseltes Rdéhrchen

[0091] Durch die Standard-Venenpunktion unter
Verwendung eines Vakuum enthaltenden Réhrchens
kann Blut in ein zweifach zugestopseltes Roéhrchen
eingezogen werden, wie in Fig. 18 gezeigt, und dann
mit einer Vorrichtung wie in Fig. 19-Fig. 21 oder je-
der anderen geeigneten Vorrichtung zu einem Kultur-
gefal Ubertragen werden. Ein zweifach zugestopsel-
tes Réhrchen 52 besteht aus einem mehr oder weni-
ger zylindrischen Rohrchen, vorzugsweise aus Glas
oder irgendeiner optisch transparenten Substanz, mit
einer Offnung an jedem der beiden Enden. Die Off-
nungen sind durch elastische Gummistopfen 54 ver-
schlossen. Diese Stopfen kdnnen Serumkappen
sein, die mit einer Nadel ohne Weiteres durchstochen
werden kénnen, wie auf diesem Fachgebiet hinlang-
lich bekannt ist. In einer Ausfiihrungsform enthalt das
Réhrchen 52 ein Vakuum, so dass es bei Anbringung
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an einer Standard-Venenpunktionsanordnung Blut
"einsaugt". Wie in Fig. 19 gezeigt, kann das Doppel-
stopfenréhrchen 52 auch mit einer Anordnung aus
Spritze und Nadel verwendet werden (&hnlich
Fig. 10, die Ausflihrungsform mit einfach zugestop-
seltem Roéhrchen). Fig. 21 ist ebenfalls ahnlich, au-
Rer dass das spezielle Halteréhrchen 58 weggelas-
sen ist. Das zweifach zugestopselte Réhrchen macht
die Gestaltung vieler Vorrichtungen mdglich, die fur
vielfaltige Zwecke verwendet werden, z. B. um den
Umgang mit Blut zu vereinfachen und so die Sichrheit
zu erhdéhen. Fig. 20 zeigt eine Spritze/Halterdéhr-
chen-Kombination, wie in Fig. 11 verwendet. Hier je-
doch gestattet das zweifach zugestdpselte Rohrchen
ohne Weiteres den Einsatz einer Vakuumrdhr-
chen-Blutentnahmevorrichtung 64 mit einteiliger Na-
del 16. Die Vorrichtung 64 wird in eine Vene einge-
fuhrt, wie auf diesem Fachgebiet hinlanglich bekannt
ist, dann wird ein Vakuumréhrchen 52 in die Vorrich-
tung 64 eingefiihrt, wobei ein Ende der Nadel 16
durch den Gummistopfen 54' sticht. Nachdem sich
das Roéhrchen 52 mit Blut flllt, wird es in die spezielle
Halteréhrchen/Spritze 57 eingeflihrt und das Blut di-
rekt in das geschichtete Kulturgefal® injiziert. Dies
kann in rascher Folge geschehen, so dass Blut im
Wesentlichen ohne Zeitverzug in die Kultur einge-
bracht wird.

Beispiel #6: Biegsames Blutentnahmerdhrchen

[0092] In ein biegsames Réhrchen 72, Fig. 22, das
bereits an ein Kulturgefal angeschlossen ist, kann
mittels einer Verteilungsspitze 76, die den Infusions-
zugang (nicht gezeigt) durchdringt, Blut eingezogen
werden. Dieses biegsame Réhrchen erlaubt das so-
fortige Herausdriicken des Blutes in das angeschlos-
sene Kulturgefal® auf dhnliche Art und Weise wie in
Fig. 4-Fig. 9 und Fig. 11, wodurch die Exposition
von Personal und Infektion der Medien oder des Blu-
tes ausgeschaltet werden. Das Blut wird mittels Va-
kuum auf ahnliche Art und Weise in das biegsame
Rohrchen 72 eingezogen wie mit den bereits erdrter-
ten normalen Vakuumblutréhrchen. Jedoch ist das
Roéhrchen 72 aus einem biegsamen Kunststoffmate-
rial hergestellt, so dass durch Zusammendriicken
des Réhrchens Blut abgegeben wird. Ein fakultatives
integriertes Ventil 74 ist aus elastischen Klappen fast
wie eine Herzklappe ausgefuhrt und verhindert ein
unabsichtliches Tropfen des Blutes. In Fig. 23 ist das
biegsame Réhrchen 72 mit dem Hohlrechen 32 ge-
mal Fig. 3 verbunden.

Beispiel #7: Antibiotikaempfindlichkeitsprufung in der
Praxis des Arztes

[0093] In allen friiheren Beispielen kann ein Gitter,
Fig. 13 und Fig. 17, verwendet werden, um viele An-
tibiotikum- oder andere chemische Substanzproben
direkt auf der Kultur zu platzieren. Die chemischen
Substanzproben kénnen in flissiger Form oder aus-

gehend von Pulver oder Pille nach deren Auflésung
oder auf Scheiben aufgebracht werden, wie es ge-
genwartig auf diesem Fachgebiet Ublich ist. Fig. 13
zeigt eine Gesamtansicht eines Gitters 82, das Anti-
biotikumtestscheiben in einem zweischichtigen Kul-
turgefal® der vorliegenden Erfindung stiitzen soll. Das
Gitter ist so ausgeflihrt, dass es fir das Kulturgefafy
passt, und an jedem Schnittpunkt der Gitterkreuzele-
mente 83 ist ein Halter 84, der so bemessen ist, dass
er eine im Handel erhaltliche Antibiotikatestscheibe
enthalt. Wie in Fig. 15 und Fig. 16 gezeigt, steht ein
konusférmiger Vorsprung 88 von dem Halter 86 nach
unten ab. Der Vorsprung 88 weist Offnungen 86 darin
auf, um das Antibiotikum von den Scheiben in das
Nahrmedium diffundieren zu lassen. Der konusformi-
ge Vorsprung 88 durchdringt die oberste Schicht und
kann eine direktere Wechselwirkung zwischen der
Antibiotikumprobe und dem Blut in der Diskontinuitat
ermdglichen, falls nétig. Um wirksame Antibiotika-
scheiben herum entwickelt sich eine Hemmzone, wie
auf diesem Fachgebiet hinlanglich bekannt ist. In ei-
nigen Fallen kdnnen vorteilhafte Ergebnisse erhalten
werden, indem ein frischer Tropfen Patientenblut di-
rekt auf eine Antibiotikumscheibe 87 gegeben wird
(siehe Fig. 16). Dies ist insbesondere bei bestimm-
ten aeroben Pathogenen wirksam, die sich eventuell
nicht so wirksam vermehren, wenn sie zwischen den
Agarschichten eingezwangt sind.

[0094] Das Gitter 82 kann mit bereits eingesetzten
Testscheiben vorgepackt kommen, oder es kdnnen
leere Halter verwendet werden, um die Hinzufligung
von Kundenscheiben zu erlauben. Eine besonders
vorteilhafte Anordnung (Eia. 34) fur die Praxis des
Arztes umfasst ein geschichtetes Kulturgefafld 22 mit
einem versiegelten Deckel (z. B. mit einer Dichtung
oder einem O-Ring 107 oder Paraffin etc. befestigt,
um die Schale gasdicht zu machen und sie nicht
ohne Weiteres zu 6ffnen ist). Die Schale 22 ist mit ei-
nem Probenzugang 108 (baugleich mit dem Infusi-
onszugang 42) und einem Pruifgitter 82 ausgestattet,
das mit einer Platte mit Antibiotikumtestscheiben vor-
beladen ist. Der Probenzugang 108 kann auch als
Luftschleuse wirken, um die Schale 22 bei anaerober
Kultur etc. zu spulen. Bei aerober Kultur ist der De-
ckel mit einem Filter versehen, der Luft zulasst, aber
Mikroben ausschlief3t. Das Gitter 82 ist im Deckelteil
23 der Schale 22 eingehangt, so dass es die Nahr-
medienschichten 46 nicht berthrt. Die Vorrichtung
wird verwendet, indem eine frische Substanzprobe
Patientenblut durch den Infusionszugang 42 hin-
durch infundiert wird. Entweder vor oder nach dieser
Infusion kann eine flissige Patientenprobe (z. B. ein
in sterilem Wasser verwirbelter Rachenabstrich)
durch den Probenzugang 108 hindurch injiziert und
Uber die Oberseite 48 der Nahrmedien verteilt wer-
den. Diese Injektion findet durch die offenen Gitter-
quadrate des hangend angeordneten Priifgitters 82
statt. Zur richtigen Zeit wird die Schale 22 so manipu-
liert, dass sie das Gitter 82 freigibt, so dass es mit
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dem Nahrmedium 44 in Kontakt geht. Im Falle eines
runden KulturgefaBes kann das Gitter mit Vorsprin-
gen hangend angeordnet sein, die in Nuten fur Bayo-
nettscheibenbefestigung passen. Durch einfaches
Verdrehen des Schalendeckels 23 kann das Gitter 82
geldst werden. Oder das Gitter 82 kann permanent
am Schalendeckel 23 befestigt sein, der durch einen
O-Ring 107 zwischen dem Deckel 23 und der Schale
22 an seinem Platz gehalten wird. Wenn man auf den
Deckel 23 drickt (Pfeil in Fig. 34), gleitet dieser her-
unter und bringt das Gitter 82 in Kontakt mit dem
Nahrmedium. Zudem kann eine derartige Vorrichtung
in einem sterilen Labor in einem Beutel 102 einge-
schlossen sein (siehe Fig. 32), so dass die Schale 22
steril gedffnet werden kann, um das Einsetzen oder
Anpassen des Gitters 82 zu ermoglichen. Zur Seg-
mentierung der Oberflache des Nahrmediums und
Abgrenzung der Wirkstoffaufbringungsflache kann
ein einfaches Gitter verwendet werden, Fig. 17.

Zusammenfassung des sicheren Verfahrens

[0095] Die vorliegende Erfindung eignet sich fir Un-
tersuchungsverfahren, wo im Wesentlichen keine
Gefahr besteht, dass das Personal unabsichtlich po-
tentiellen Pathogenen ausgesetzt ist. Dies ist uner-
lasslich fir die Akzeptanz seitens praktischer Arzte
und Zulassung durch staatliche Stellen.
1. Mit einem Testbesteck ausgestattet nimmt der
Arzt eine Probe (z. B. Rachenabstrich), gibt sie in
ein Réhrchen mit sterilem Wasser und schuttelt
es, um irgendwelche vorhandenen Mikroben zu
suspendieren. Der Arzt deponiert diese fllssige
Substanzprobe dann auf der Oberseite der Vor-
richtung der vorliegenden Erfindung (vorzugswei-
se durch Injektion durch einen Probenzugang hin-
durch, so dass die Schale nicht gedtffnet werden
muss).
2. Ein Skalpvenenset (wie in Fig. 33 gezeigt) oder
eine ahnliche Vorrichtung wird verwendet, um
eine Patientenblutprobe mit der kleinstmdglichen
Gefahr einer versehentlichen Exposition zu erhal-
ten. Ein Reihe von Nadeln 16, die an miteinander
in Verbindung stehenden Langen des Schlauch-
systems 59 angebracht sind, werden zuerst mit ei-
ner Reihe von KulturgefalRen 22 der vorliegenden
Erfindung verbunden. Vorzugsweise werden we-
nigstens zwei Schalen 22 benutzt (eine fur aerobe
und eine fur anaerobe Kulturbedingungen). Eine
Spritze 12 wird angebracht und das Schlauchsys-
tem 59 durch eine Reihe von Ventilen 116 kontrol-
liert. Schlief3lich wird eine der Nadeln 16 in eine
Vene im Arm 114 eines Patienten gesetzt. Die
richtigen Ventile 116 werden geéffnet und Blut in
die Spritze 12 eingezogen. Dann werden die Ven-
tile 116 umgeschaltet und gestatten die Injekti-
on/Infusion von ca. 3 ml Frischblut in jede der
Schalen 22.
3. Die Blutsammelvorrichtung wird in einem Be-
haltnis fur biologisch gefahrlichen Abfall sorgfaltig

entsorgt.

4. Auf Wunsch werden die Schalen entsprechend
behandelt, um ein Antibiotikumtestgitter mit dem
Nahrmedium in Kontakt zu bringen (siehe beglei-
tende Erorterung zu Fig. 34).

5. Die Schalen werden gekippt, um das Blut zu
verteilen, falls notwendig, und in geeigneten Inku-
batoren platziert. Fiir die anaerobe Schale kénnen
entweder anaerobe Inkubatoren verwendet wer-
den, oder die Schale kann im Innern eines anae-
roben Beutels in einem normalen Inkubator plat-
ziert werden, wie auf diesem Fachgebiet hinlang-
lich bekannt ist. Substanzproben-Luftschleusen
(wie oben erwahnt) kénnen verwendet werden,
um die anaerobe Schale zu reinigen, falls er-
wlinscht. Versiegelte aerobe Schalen werden
durch einen Mikrobenfilter hindurch bellftet.

6. Nach der Vermehrung der Pathogene (8-24
Std.) werden die Ergebnisse interpretiert, ohne
die Schale jemals zu 6ffnen, wodurch die Gefahr
einer Krankheitserregerexposition beseitigt wird.
Dann werden die Schalen auf sichere Art und
Weise entsorgt (z. B. vor der Entsorgung autokla-
viert). Falls eine detailliertere Diagnose erwlinscht
ist, kann die gesamte versiegelte Schale zur Sub-
kultivierung an ein Labor geschickt werden, wo sie
dann unter vollkommen sicheren Bedingungen
gedffnet wird. So erlaubt die vorliegende Erfin-
dung eine schnelle und hochentwickelte Analyse
in der Praxis des Arztes, ohne jegliche Gefahr,
sich den kultivierten Pathogenen auszusetzen.

[0096] Das oben beschriebene Verfahren der
Mischkultur und Vorrichtungen ermdglicht es einem
Arzt oder anderem Personal zu bestimmen, ob ein
Antibiotikum etc. angezeigt ist, und falls ja, welches)
wirksam sein wird/werden, wahrend die sachverstan-
digen, muhevollen und zeitraubenden Schritte der
Pathogen-ldentifizierung und -Isolierung unter Ver-
wendung der gangigen Verfahrensmethode der Er-
zeugung einer Reinkultur eliminiert werden. Bei vie-
len Patienten wird die Erfindung zeigen, dass das
vorgeschlagene Antibiotikum nicht hilfreich ist (oder
tatsachlich schadlich sein kann, indem es das
Wachstum eines Pathogens stimuliert), so dass der
Arzt in einer Entscheidung, nicht zu verschreiben, un-
terstltzt wird. In ahnlicher Weise wird der Patient da-
rin bestarkt, kein nutzloses oder schadliches Antibio-
tikum zu verlangen. Die Gesamtpatientenzahl profi-
tiert von den Kosteneinsparungen und der Verlang-
samung der Geschwindigkeit, mit der Pathogene we-
gen des exzessiven Verschreibens von Antibiotika
resistent werden.

[0097] Die in dieser Spezifikation verwendeten Wor-
te zur Beschreibung der Erfindung und ihrer verschie-
denen Ausfiihrungsformen sind nicht nurim Sinne ih-
rer allgemein definierten Bedeutung zu verstehen,
sondern sollen auch die spezielle Definition in dieser
Beschreibung einschlief3en. Die dargestellte Ausfih-
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rungsform ist nur zu Beispielszwecken dargelegt
worden, und dies sollte nicht als Einschrankung der
Erfindung genommen werden.

Patentanspriiche

1. Vorrichtung der Art, wie sie zum Kultivieren
von Pathogenen in einem sterilen Behaltnis verwen-
det wird, das Schichten von festem Nahrmedium mit
einer nach aulen weisenden Oberflache in Kontakt
mit der Atmosphare innerhalb des Behéltnisses ent-
halt, wobei die Vorrichtung auch Mittel zum Infundie-
ren von Patientenblut und/oder -zellen aufweist, wo-
bei durch das Unvermdgen einer ersten Schicht des
festen Nahrmediums, an einer zweiten Schicht des
festen Nahrmediums anzuhaften, eine Diskontinuitat
gebildet ist, dadurch gekennzeichnet, dass das Mit-
tel zum Infundieren auf die Diskontinuitat abgestimmt
ist, so dass eine Schicht Patientenblut und/oder Pati-
entenzellen in die Diskontinuitat eingespritzt werden
kann und dabei die nach auRen weisende Oberflache
blut- oder zellfrei bleibt, um eine Patientenprobe auf-
zunehmen.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei das sterile
Behaltnis luftdicht ist und ferner einen Zugang ent-
halt, der mit der Atmosphare Uber der nach aufen
weisenden Oberflache in Verbindung steht.

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei der Zu-
gang als Luftschleuse wirkt, um die Zufuhr oder Ent-
ziehung von Gasen zu gestatten.

4. Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei der Zu-
gang zur Injektion einer Probe verwendet wird.

5. Vorrichtung nach Anspruch 2, wobei das sterile
Behaltnis einen Deckel aufweist, der einen Mikroben-
|uftfilter enthalt.

6. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei ein De-
ckel des sterilen Behaltnisses eine Vielzahl von Ein-
spritzé6ffnungen aufweist.

7. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Dis-
kontinuitat durch eine Gewebeschicht gebildet ist.

8. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Dis-
kontinuitat durch eine semipermeable Membran-
schicht gebildet ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 7, wobei das sterile
Behaltnis eine Innennut zur Aufnahme der Gewebe-
schicht oder zur Aufnahme eines das Gewebe hal-
tenden Ringes aufweist.

10. Vorrichtung nach Anspruch 8, wobei das ste-
rile Behaltnis eine Innennut zur Aufnahme der semi-
permeablen Membranschicht oder zur Aufnahme ei-
nes die Membran haltenden Ringes aufweist.

11. Vorrichtung nach Anspruch 1, die ferner ein
zweites steriles Behaltnis umfasst, welches das steri-
le Behaltnis umgibt.

12. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei das Mit-
tel zum Infundieren ein Réhrchen einschliefl3t, um in-
fundierte Blut- und/oder Patientenzellen zu einem
Mittelbereich der Diskontinuitat zu bringen.

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, wobei das
Rohrchen in einer Wand davon eine Vielzahl von Lo6-
chern aufweist, um die Verteilung infundierter Blut-
und/oder Patientenzellen zu erleichtern.

14. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei das ste-
rile Behaltnis eine durchgehende Seitenwand und
zwei Deckel umfasst und wobei die Diskontinuitat
durch Membran- oder Gewebeschichten gebildet ist,
die innerhalb eines Ringes gehalten sind, der sich in
eine Innennut auf einer Innenflache der Seitenwand
einpasst, wobei die Seitenwand auf die Diskontinuitat
abgestimmte Mittel zum Infundieren aufweist, und
wobei die Seitenwand jedes Ende davon verschlie-
Rende Deckel aufweist, die Zugang zu beiden Seiten
der darin gehaltenen Schichten gestatten.

15. Verfahren zur Kultivierung von Pathogenen
oder Zellen in einer ein Doppel individueller Patien-
tenfaktoren bildenden Umgebung, das die Schritte
umfasst:

— Bereitstellen eines Sterilkulturgefalles, das wenigs-
tens zwei Schichten festes Nahrmedium enthalt, das
eine nach aufRen weisende Oberflache in Kontakt mit
der Atmosphare innerhalb der Schale und eine Dis-
kontinuitat zwischen den Schichten aufweist;

— Einspritzen von unverfalschtem Patientenblut
und/oder Patientenzellen in die Diskontinuitat durch
einen darauf abgestimmten Zugang, wodurch eine
Schicht Blut- und/oder Patientenzellen gebildet wird
und die nach auften weisende Oberflache frei von in-
jizierten Blut- und/oder Patientenzellen bleibt;

— Inkubieren der Schale unter glinstigen Bedingun-
gen fur Krankheitserreger- und/oder Zellwachstum;
und

— Untersuchen der Schicht Blut- und/oder Patienten-
zellen auf Anzeichen von Krankheitserreger-
und/oder Zellwachstum.

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei eine
Substanzprobe eines Tumors eines Patienten auf der
nach auf3en weisenden Oberflache platziert wird.

17. Verfahren nach Anspruch 15, wobei eine
Substanzprobe eines Tumors eines Patienten vor
Verwendung in dem Verfahren in einer Behalt-
nis-in-Behaltnis-Vorrichtung transportiert wird.

18. Verfahren nach Anspruch 15, wobei eine
Substanzprobe eines Tumors eines Patienten mit Ad-
ditiven vermischt wird.
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19. Verfahren nach Anspruch 15, wobei Zellen
aus einem Tumor eines Patienten in die Diskontinui-
tat eingespritzt werden.

20. Verfahren nach Anspruch 15, wobei eine Pa-
tientenprobe auf der nach aufen weisenden Oberfla-
che platziert wird, so dass sich von der Schicht in die
Diskontinuitat ausbreitende Stoffe das Wachstum in
der Probe beeinflussen kénnen.

21. Verfahren nach Anspruch 15, wobei eine
Substanzprobenmischung auf der nach auflen wei-
senden Oberflache platziert wird, so dass sich von
der Substanzprobenmischung ausbreitendes Materi-
al das Krankheitserreger- oder Zellwachstum beein-
flussen kann.

22. Verfahren nach Anspruch 15, wobei ein Gitter
auf der Oberseite platziert wird, um Zonen darauf zu
begrenzen und einzuteilen.

23. Verfahren nach Anspruch 15, wobei auf der
Oberseite eine Gittervorrichtung platziert wird und
auf der Gittervorrichtung Substanzprobenmischun-
gen platziert werden, so dass sich von den Mischun-
gen ausbreitendes Material das Krankheitserreger-
oder Zellwachstum in der Schicht in der Diskontinui-
tat beeinflussen kann.

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei das sich
von einer Wirkstoffprobe ausbreitende Material durch
Loécher hindurchtritt, die auf eine Vielzahl von Spitzen
bezogen sind, die unter der Gittervorrichtung zu der
Diskontinuitat hin verlaufen.

25. Verfahren nach Anspruch 15, das ferner ei-
nen Schritt Auf-den-Kopf-Stellen des Behaltnisses
umfasst, um das feste Nahrmedium aus dem Behalt-
nis zu lésen, wodurch ein unberihrter Boden des fes-
ten Nahrmediums freigelegt wird, der eine blutfreie
Oberflache bereitstellt.

26. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die
Schritte Bereitstellen eines Sterilkulturgefales, Inji-
zieren von Blut- und/oder Patientenzellen, Inkubieren
der Schale und Untersuchen des Inhalts automati-
siert sind.

27. Ausrustung zur Kultivierung von Pathogenen
bei gleichzeitiger Minimierung der Exposition des
medizinischen Personals, die umfasst:

— ein Blutentnahmebesteck bestehend aus:

— einer Vielzahl von Hohlnadeln, die mit einem mitein-
ander in Verbindung stehenden Schlauchsystem ver-
bunden sind;

— Ventilmitteln zur Steuerung des Blutflusses durch
das Schlauchsystem;

— einer Spritze zum Herausziehen oder Hineindru-
cken von Blut durch das Schlauchsystem; und

— eine Kultivierungsvorrichtung bestehend aus:

— einem sterilen Behaltnis;

— wenigstens zwei Schichten festes Nahrmedium mit
einer nach au’en weisenden Oberflache in Kontakt
mit der Atmosphare innerhalb des Behaltnisses und
mit einer Diskontinuitat zwischen den Schichten; und
— Mitteln zum Infundieren, die durch ein Schlauchsys-
tem an die Spritze angeschlossen und auf die Dis-
kontinuitat abgestimmt sind, so dass Blut in die Dis-
kontinuitat eingespritzt werden kann, ohne die nach
aullen weisende Oberflache mit Blut zu verunreini-
gen; und

— Mittel zum Platzieren einer Patientenprobe auf der
nach aufl’en weisenden Oberflache des festen Nahr-
mediums.

Es folgen 14 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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