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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine
Vorrichtung zur Detektion und zum Identifizieren von
Biopartikeln.

[0002] In verschiedenen Branchen, wie z.B. der
pharmazeutischen oder der Lebensmittelindustrie,
finden Produktionen und Forschung unter Reinraum-
bedingungen statt, wobei hohe Reinheitserfordernis-
se einzuhalten sind. Es besteht daher Bedarf an In-
formation Gber die aktuell vorhandene Partikelbelas-
tung im gesamten Produktionsbereich, um das Kon-
taminationspotential durch Mikroorganismen zu kon-
trollieren bzw. die Einhaltung der Reinheitsanforde-
rungen quantitativ zu verifizieren.

Stand der Technik

[0003] Bislang erfolgt die Uberwachung der Biopar-
tikelkontamination von Produktionsbereichen meist
anhand von konventionellen molekularbiologischen
Methoden. Bei den konventionellen Methoden wird
die Probe auf verschiedene Nahrmedien aufge-
bracht, da wverschiedene Mikroorganismen unter-
schiedlichen N&hrmedien bendtigen, diese bebriitet,
die Mikroorganismen gezahlt und anhand ihrer Mor-
phologie sowie dem Wachstum unter variablen Um-
gebungsbedingungen identifiziert. Frilhestens nach
einem Zeitraum von ca. 2 bis 5 Tagen lassen sich aus
den Labor-Ergebnissen Riickschlisse auf die Artund
Haufigkeit vorhandener Kontaminationen von einem
weiter zurickliegenden Zeitpunkt ziehen. Im allge-
meinen ist auch keine Einzelmethode, sondern nur
die Kombination mehrerer Methoden in der Lage, die
Mikroorganismen eindeutig zu identifizieren.

[0004] Bei einem weiteren Verfahren werden einzel-
ne Zellen mit Vitalfarbstoffen gekennzeichnet und die
angefarbten Zellen mit Hilfe eines Laserscanners de-
tektiert. Problematisch erweist sich hier, dass die Vi-
talitét der Zellen nach der Anfarbung nicht mehr ge-
geben ist und der Anfarbeprozess manuell durchge-
fuhrt werden muss. Ein automatisiertes Umgebungs-
monitoring ist so nicht méglich.

[0005] Bei einem weiteren bekannten Verfahren
wird eine Fluoreszenzanregung von Partikeln ge-
nutzt, die angesaugt und durch einen speziellen Trig-
germechanismus im Flug angeregt werden. Das Ver-
fahren beinhaltet keinerlei Probenvorbereitung und
liefert unmittelbar Ergebnisse. Problematisch erweist
sich hier der Verlust der untersuchten Partikel. Er-
kannte biotische Partikel kénnen keiner weiterfiihren-
den Identifizierung zugefihrt werden.

[0006] Die DE 197 17 749 offenbart ein Verfahren
zur Grofenbestimmung und Online-Differenzierung
von luftgetragenen biotischen und abiotischen Konta-
minationen mit Hilfe von optischen Partikelzahlern in

Kombination mit einer Veranderungseinheit. Eine ge-
notypische Unterscheidung der Mikroorganismen
kann mit diesem Verfahren nicht erzielt werden.

[0007] Die WO 98/48243 offenbart ein Verfahren zur
Detektion von Partikeln auf technischen Oberflachen
uber Streiflicht, wobei eine Unterscheidung bzw.
Identifizierung der Biopartikel nicht gegeben ist.

[0008] Die US 5,701,012, WO 96/18205 und WO
97/28439 offenbaren Fluoreszenzverfahren bei de-
nen nach UV-Licht-Anregung von Stoffwechselpro-
dukten in biologischen Zellen das emittierte Fluores-
zenzlicht detektiert wird. Ein Echtzeit-Verfahren zur
Bestimmung der PartikelgrélRen kombiniert mit der
Detektion von biclogisch aktiven, vitalen Kontami-
nanten wird in der US 5,701,012 beschrieben. Die
Partikelgréfle wird hierbei durch die unterschiedli-
chen Flugzeiten der Partikel aufgrund ihrer Masse er-
mittelt (Aerodynamic Particle 3izing - APS). An-
schliefend werden die Zellinhaltsstoffe wie NADH
und Riboflavin per UV-Licht angeregt und das Fluoc-
reszenzlicht detektiert. Eine genotypische Bestim-
mung der biologischen Materialien ist mitdiesem Ver-
fahren nicht maglich.

[0009] Es ist ferner bekannt, mit schwingungs-spek-
troskopischen Methoden die chemische Zusammen-
setzung einer Biokontamination zu identifizieren. Das
untersuchte Probenvolumen liegt im Bereich von
1um?®, d. h. fiir die Identifizierung missen Mikrokolo-
nien gezlchtet werden. Die Untersuchung von ein-
zelnen Mikroorganismen mit konfokaler Ra-
man-Spektroskopie auf Calciumfluoridsubstraten
wurde berichtet. SERS bzw. SERRS wurde zur Spek-
troskopie von Einzelzellen sowie zur Identifizierung
von DNA-Fragmenten eingesetzt.

[0010] In der WO 03/060444 wird ein Verfahren und
eine Vorrichtung zur Identifizierung von pathogenen
Mikroorganismen auf einer Oberfliche beschrieben,
das unter anderem Raman-3Spektroskopie zur |ldenti-
fizierung der Mikroorganismen einsetzt. Mit diesem
Verfahren wird ein integriertes Spektrum Gber einen
Oberflichenbereich erzeugt und daraus die vorkom-
menden pathogenen Mikroorganismen bestimmt. Es
ist jedoch mit diesem Verfahren nicht mdglich, die An-
zahl der Mikroorganismen zu bestimmen und gezielt
einen einzelnen Mikroorganismus aus der vorhande-
nen Mehrzahl zu identifizieren.

[0011] Aus der WO 02/097409 ist ein Verfahren zur
automatisieten Erkennnung, spektroskopischen
Analyse und Identifizierung von Partikeln bekannt.

[0012] Die EP 0685 731 A1 offenbart ein Verfahren,
bei dem auf einem Silizium-Wafer befindliche Partikel
zunachst mit einem Partikelzdhler grob lokalisiert
werden. AnschlieBend erfolgt ein Transfer der Probe
zu einem Analysator, um Partikel weiter zu untersu-
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chen
Aufgabenstellung

[0013] Es ist Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren
und eine Vorrichtung bereitzustellen mit dem bzw. mit
der zeitnahe Identifizierung von Biokontaminationen
auf einfache schnelle und zuverldssige Weise még-
lich ist.

[0014] Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren
nach Patentanspruch 1 bzw. durch eine Vorrichtung
nach Patentanspruch 12. Weiterbildungen der Erfin-
dung sind in den Unteransprichen angegeben.

[0015] Die Erfindung weist den Vorteil auf, dalk ein-
zelne aus einer Mehrzahl zu untersuchender Biopar-
tikel, wie z.B. einzelne Bakterien, in einem Zeitraum
von wenigen Minuten detektierbar und identifizierbar
sind. Eine Unterscheidung zwischen biotischen und
abiotischen Partikeln ist méglich. Bei der Analyse
kénnen selektiv die interessierenden Partikel be-
trachtet werden, wodurch sich die Gesamtanalyse-
zeit deutlich reduzieren IaRt.

[0016] Der Einsatz wvon hochstsensitiver Ra-
man-Spektroskopie (Raman, Resonanz-Raman,
UV-Resonanz-Raman) erlaubt den spezifischen
Nachweis geringster Stoffmengen. Es ist keine Pro-
benvorbereitung und kein Zichten erforderich. Fer-
ner werden die Biopartikel bei der Detektion und der
Identifizierung nicht zerstért. Die Identifizierung der
einzelnen Mikroorganismen erfolgt an Hand charak-
teristischer Markermolekile wie z. B. DNA bzw. Pro-
teinen. Durch die gezielte Analyse einzelner Partikel
ist es mdglich, die S3pektroskopieparameter optimal
an die Streucharakteristiken individueller Organis-
men anzupassen, wodurch die Analysezeit optimiert
wird. Das Verfahren ist daher nahezu unabhingig
von Wachstumsphasen bzw. Umwelteinflissen. Der
Zeitgewinn gegeniber konventionellen Methoden ist
somit aullerordentlich hoch. Im Vergleich zu konven-
tionellen mikrobioclogischen Methoden erfolgt die
Identifizierung etwa 1000 mal schneller. So werden
konventicnell z.B. etwa 3000 Minuten benétigt , wah-
rend etwa 3 Minuten mit dem erfindungsgemafien
Verfahren bendtigt werden.

[0017] Falls eine weiterfiihrende Untersuchung er-
forderlich ist, kbnnen einzelne Partikel abgenommen
werden und entsprechend weiterverarbeitet werden,
z.B. mit SERS oder SERRS coder durch klassische
mikrobiclogische Verfahren.

[0018] Die Erfindung eignet sich fir den automati-
sierten Betrieb in Produktionsbereichen wie z.B. der
pharmazeutischen Produktion, der Lebensmittelher-
stellung, der Wasserversorgung und -aufbereitung.
Durch die zeithahe Analyse lassen sich die Kosten
und Risiken, die durch Produktionsausfalle oder Pro-

duktverderb entstehen, minimieren.
Ausfiihrungsbeispiel

[0019] Weitere Merkmale und ZweckmaBigkeiten
der Erfindung ergeben sich aus der Beschreibung
von Ausflihrungsbeispielen anhand der Figuren. Von
den Figuren zeigen:

[0020] Eig. 1 eine schematische Darstellung der er-
findungsgematien Vorrichtung;

[0021] Eig.2 eine schematische Darstellung der
Beleuchtungseinrichtung der Vomichtung nach

Fig. 1;

[0022] Fig. 3a) bis 3c) Abbildungen des Substrats
mit Partikeln;

[0023] Eig. 4 Raman-Spekiren einzelner Bakterien,
die mit der erfindungsgemalen Vorrichtung aufge-
nommen wurden;

[0024] Eig.5 die durchschnittliche Erkennungsrate
von Bulk-Spekiren eines dicken Bakterienausstrichs
auf der Trageroberflache zum Vergleich mit dem er-
findungsgemaften Verfahren;

[0025] Fig. 6 die durchschnittliche Erkennungsrate
von Spektren einzelner Bakterien gemafn dem Identi-
fizierungsschritt des erfindungsgeméafien Verfahrens.

[0026] Fig. 7a} SERS-Spektren von zerstorten E.
coli in ansteigender (b-e) Konzentration der Zellsus-
pensionen im Silberkolloid;

[0027] Eig. 7b SERS-Spektren van flnf verschiede-
nen Spezies; und

[0028] Eig. 8 UV-Raman-Spekiren einer Auswahl
an Mikroorganismen, die mit der erindungsgemalien
Vorrichtung gemessen wurden.

[0029] Wie aus Fig. 1 ersichtlich ist, weist die Vor-
richtung 100 in einer Ausfihrungsform einen Trager
1 mit einem darauf aufgebrachten Substrat 2 auf. Das
Substrat 2 ist vorzugsweise als eine Filtermembran
z.B. aus polymerem Material oder aus Metall ausge-
bildet, auf die die zu untersuchenden Partikel aufge-
bracht worden sind, z.B. durch Abscheidung aus der
Luft. Die Partikel umfassen in der Regel biotische und
abiotische Partikel. Ferner umfalit die Vorrichtung
100 eine Detektionseinheit 3 zum Bestimmen der Po-
sition und der Formfaktoren von einzelnen Bioparti-
keln auf dem Substrat 2 und zur Differenzierung zwi-
schen bictischen und abiotischen Partikeln. Es ist au-
Rerdem eine Identifizierungseinrichtung 4 vorgese-
hen zum Identifizieren des Partikels, bei biotischen
Partikeln der Spezies bzw. des Stamms. Die Detekti-
onseinheit 3 beinhaltet eine optische Einheit 5 mit
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VergréfRerungsfunktion, eine Beleuchtungseinheit 6
und eine Bildaufnahmeeinrichtung 7.

[0030] Wie aus Eig. 2 ersichtlich ist, ist die Beleuch-
tungseinheit 6, bestehend aus einer Lichtquelle 6a,
Linsen &b, Anregungsfiltern 6¢ und Lichtleitern 6d
derart ausgebildet, dal die Lichtleiter 6d ringférmig
oberhalb des Substrats 2 angeordnet sind und ein
streifender Lichteinfall des Beleuchtungslichts 8 un-
ter einem vorgegebenen Einstrahlwinkel a auf die
Oberflache erfolgt. Der Einstrahlwinkel a ist der Win-
kel zwischen der Haupteinstrahlrichtung und dem
Trager 1. Er liegt bevorzugt zwischen etwa 20° bis
etwa 30°. Als Lichtquelle 6a wird z.B. eine UV- Licht-
quelle mit hoher Lichtausbeute im UVA- Bereich ein-
gesetzt.

[0031] Zur Erzeugung wvon wellenldngenspezifi-
schem UV-Licht sind vor die UV-Lichtquelle 6a wahl-
weise schaltbare Anregungsfilter 6¢ vorgesehen.

[0032] Das von den Partikeln auf dem Substrat 2
gestreute oder durch Fluoreszenzanregung tber das
Beleuchtungslicht 8 emittierte Licht 9 wird Gber die
optische Einheit 5 der Bildaufnahmeeinrichtung 7 zu-
geleitet. Die optische Einheit § beinhaltet eine Zwi-
schenlinse 5a und ein mehrfachvergréfterndes Ob-
jektiv 5b. Zur Selektion von Fluoreszenzlicht, das von
den Partikeln ausgesandt wird, sind wahlweise in den
Strahlengang schaltbare Fluoreszenzfilter 8¢ vorge-
sehen.

[0033] Die Bildaufnahmeeinrichtung 7 ist vorzugs-
weise als hochauflosende CCD-Kamera, mit einer
Auflésung von z.B. 2k x 2k Pixeln, ausgebildet und
erzeugt ein vergroRertes Bild des Substrats.

[0034] Zur Ausgabe und Weiterverarbeitung des Bil-
des ist eine Datenverarbeitungseinrichtung 10 mit
Bildschirm vorgesehen. Auf der Datenverarbeitungs-
einrichtung 10 ist ein Auswerteprogramm zur Bestim-
mung der Koordinaten, sowie zur Bestimmung der
Abmessungen der detektierten Partikel auf dem Sub-
strat 2 installiert.

[0035] Die optische Einheit 5 die Detekticnseinheit 3
und der Trager 1 sind relativ zueinander Gber eine
Pasitioniereinheit 11 positionierbar, z.B. in x-, y- und
z-Richtung verfahrbar. Bevorzugt wird der Trager1 in
x-y-Richtung verfahren und die optische Einheit 5 in
z-Richtung bewegt.

[0036] Die Identifizierungseinrichtung 4 umfaiit ei-
nen Laser 12, ein Spektrometer 13, einen Autofokus-
detektor 14, eine elektronische Steuer- und Versor-
gungseinheit 15 fir den Laser und den Autofokusde-
tektor, Spiegel 16, 17, 18 und eine mit dem Spektro-
meter gekoppelte Notch-Filtereinheit 19 sowie Faser-
kopplungen 20 zwischen der Notch-Filtereinheit 19
und dem Spektrometer 13. Der Laser 12 ist bevor-

zugt ein im UV-Bereich emittierender Laser, aber
auch frequenzverdoppelte NdYAG mit einer Wellen-
lange von 532 nm sind verwendbar. Andere Laserty-
pen sind je nach Anwendung ein setzbar. Der Laser-
strahl wird Gber die Spiegel 16, 17, 18 in die optische
Einheit § eingekoppelt und ber diese auf das Subst-
rat 2 fokussiert. Mithilfe der Positioniereinheit 11 ist
die optische Einheit § so relativ zu dem Substrat 2 po-
sitionierbar, daf® der Laserstrah| auf jede vorgegebe-
ne Stelle auf dem Substrat 2 fokussierbar ist.

[0037] Der mit der Steuereinheit 15 und der Positic-
niereinheit 11 verbundene Autofokusdetektor 14 er-
hilt Gber die dichroitischen Spiegel 17, 18 einen Teil
des vom Partikel auf dem Substrat reflektierten La-
serlichts. Die von dem Autofokusdetektor 14 gemes-
sene Intensitdt hingt vom Grad der Fokussierung
des Lasers auf das Partikel ab. Durch systematische
vertikale Verschiebung der Detektionseinheit 3 und
durch Messung der jeweils erzielten Signalstérke lant
sich die optimale Fokuspaosition einstellen.

[0038] Das von den Partikeln auf dem Substrat 2
aufgrund der Einstrahlung mit dem Laserstrahl er-
zeugte Raman-3treulicht wird dber den dichroiti-
schen Spiegel 19 aus dem zur Bildaufnahmeeinrich-
tung 7 filhrenden Strahlengang ausgekoppelt und
iiber die Notch-Filtereinheit 19 dem Spekirometer 13
zugefihrt, mit dem ein Raman-Spektrum gemessen
und an die Datenverarbeitungseinrichtung 10 weiter-
gegeben wird.

[0039] In der Datenverarbeitungseinrichtung 10 ist
ferner ein Programm vorgesehen, das jedem detek-
tieten Partikel ein gemessenes Raman-3pektrum
zuordnet und diese Information abspeichert und/oder
weiterverarbeitet. Es ist ferner in dieser Datenverar-
beitungseinrichtung oder einer davon getrennten Da-
tenverarbeitungseinrichtung eine Datenbank abge-
legt, die bekannte Raman-Spektren fir eine Vielzahl
von Partikeln und Substanzen enthalt.

[0040] Das erfindungsgeméfie Verfahren und der
Betrieb der Vorrichtung ist wie folgt.

Erster Schritt: Lokalisierung der Partikel

[0041] In einem ersten Schritt werden die auf dem
Substrat 2 befindlichen Partikel Gber die Detektion
des elastisch gestreuten Lichts lokalisiert. Fig. 3¢}
zeigt dabei ein von der Bildaufnahmeeinrichtung 7 in
Form der CCD-Kamera aufgenommenes Bild der
Partikel auf dem Substrat, in diesem Fall einer Edel-
stahloberflache, das mit der erfindungsgemaRen
Streiflichtbeleuchtung erzeugt wurde. Im Vergleich
dazu zeigen FEig. 3a} und Fig. 3b} Bilder, die mit den
herkémmlichen Verfahren, wie Auflicht und Dunkel-
feldbeleuchtung erzeugt wurden. Mittels der Streif-
lichtbeleuchtung lassen sich die Partikel als helle
Punkte deutlich von der Oberfliche unterscheiden.
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Die Oberflache reflektiert aufgrund der flachen Be-
leuchtung kaum. So entsteht ein maximaler Kontrast
zwischen Oberflache und Partikel, was die Lokalisie-
rung aller Partikel erlaubt.

[0042] Uber die Datenverarbeitungseinrichtung 10
werden die Koordinaten und falls erforderlich die Ab-
messungen der detektierten Partikel bestimmt. Eine
Bestimmung der Anzahl der Partikel ist ebenso moég-
lich.

Zweiter Schritt: Differenzierung in biotische und abio-
tische Partikel

[0043] In einem zweiten Schritt wird eine Differen-
zierung der Partikel in biotische und abiotische Parti-
kel Gber Detektierung des Fluoreszenzlichts vorge-
nommen. Fir die Erfassung der biotischen Partikel
wird z.B. die Fluoreszenz universeller Zellinhaltsstof-
fe verwendet. Dazu werden vor die UV-Lichtquelle
geschaltete Anregungsfilter 6¢ in Form von Band-
passfiltern verwendet, mit denen die entsprechenden
Anregungswellenlangen herausgefiltert werden. Das
Fluoreszenzlicht wird dann durch Vorschaltung eines
geeigneten Fluoreszenzfiters Sc in der optischen
Einheit 5 herausgefiltert.

[0044] Die Differenzierung in abiotische und bioti-
sche Partikel wird in einem Ausflhrungsbeispiel an-
hand der Fluoreszenzmessung von in den Zellen bi-
otischer Partikel universell vorkommender Inhaltstof-
fe NAD(P)H und Riboflavin vorgenommen. Das Co-
enzym NAD{P)H hat sein Absorptionsmaximum bei
ca. 334 nm, die Fluoreszenzwellenlange liegt bei ca.
470 nm, was im elektromagnetischen Spektrum im
sichtbaren blauen Bereich liegt. Riboflavin welches
auch ein Coenzym der Zelle ist, wird bei ihrem Ab-
sorptionsmaximum bei ca. 365 nm zu einer Fluores-
zenz bei ca. 515 nm angeregt. Die Detektionseinheit
3 ermdglicht somit die Erfassung und Differenzierung
beider spezifischen Fluoreszenzen der Coenzyme
und die anschlieRende Differenzierung zwischen bio-
tischen und abiotischen Partikeln.

Dritter Schritt: Raman-Spektroskopie einzelner aus-
gewahlter Partikel

[0045] In diesem Schritt wird der Laserstrahl auf ein
einzelnes gewlnschtes Partikel fokussiert. Die Posi-
tionierung des Strahlfokus erfolgt dabei iiber die Po-
sitionierungseinrichtung 11 anhand der zuvor be-
stimmten Koordinaten und gegebenenfalls den Ab-
messungen des Partikels. Uber den Autofokusdetek-
tor 14 wird eine genaue Fokussierung vorgenom-
men.

[0046] Dann wird das Partikel Uber eine vorbe-
stimmte Zeit mit dem Laserstrahl bestrahit

[0047] Das Raman-Streulicht wird iiber die optische

Einheit 5 und die Spiegel 17, 18 und das Filter 19
dem Spektrometer zugefiihrt und ein Raman-Spek-
trum fir das einzelne Partikel aufgezeichnet, was
dann in der Datenverarbeitungseinrichtung 10 abge-
legt und/oder weiterverarbeitet wird.

[0048] AnschlieBend wird fir jedes gewiinschte
Partikel auf dem Substrat ein Raman-Spektrum wie
zuvor beschrieben aufgenommen.

[0049] In einem konkreten Beispiel wurden einzelne
Mikroorganismen mit einer Anregungswellenlange
von 532 nm gemessen. Wenn ein Spektrum eines
Markerpigments detektiet wurde, z.B. Carotinoid,
Uberdeckt das entsprechende Resonanzspektrum
das partikelspezifische Raman-Spektrum. Das Pig-
ment kann aber durch die eingestrahlte Energie bei
dieser Messung zerstért werden. Durch erneutes
Messen der Zelle mit zerstértem Pigment kann dann
das partikelspezifische Spektrum aufgenommen wer-
den. Bei grofien Zellen wurden mehrere Messungen
entlang der Hauptachse vorgenommen, da es sich
hierbei hauptsachlich um eukaryotische Mikroorga-
nismen {Hefen, Pilze) mit Kompartimentierungen der
Zelle handelt.

[0050] Fig. 4 zeigt die gemessenen Raman-Spek-
tren einzelner Bakterien verschiedener Stamme. Die
Integrationszeit, d.h. die Belichtungszeit mit der La-
ser betrug 60s.

Schritt 4: Identifizierung

[0051] Das erhaltene Spektrum wird mittels chemo-
metrischer Verfahren mit bekannten in einer Daten-
bank abgelegten Spektren verglichen und somit eine
Identifizierung des Partikels vorgenommen. Die Iden-
tifizierung von biotischen Partikeln erfolgt dabei an-
hand charakteristischer Markermolekiile, wie z.B.
DNA bzw. Proteinen.

[0052] Fig.5 zeigt die durchschnittiche Erken-
nungsrate von Bulk-Spekitren von Bakterien, die
durch Messung eines Bakterienausstrichs auf der
Trageroberfliche erzeugt sind.

Abwandlungen

[0053] Abwandlungen der grundlegenden Schritte
der Erfindung und der zugehérigen Vorrichtung sind
mdglich.

[0054] In einer Abwandlung erfolgt die Lokalisierung
der Partikel auf dem Substrat unter Verwendung van
sichtbarem Licht anstelle von UV-Licht. In einer wei-
teren Abwandlung wird die zur Lokalisierung und Dif-
ferenzierung eingestrahlte Lichtleistung, insbesonde-
re bei der Verwendung von UV-Licht, so gewahlt, daf
die Vitalitat der biotischen Partikel erhalten bleibt.
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[0055] In einer weiteren Anwandlung ist der Trager
1 gekdhlt, um eine Zerstérung der Partikel aufgrund
von Erwarmung durch die eingestrahlte Leistung zu
verhindern.

[0056] Bei grofen Substraten erfolgt die Lokalisie-
rung bereichsweise. AnschlieRend werden die Bilder
der Bereiche zu einem Gesamtbild zusammenge-
setzt. Somit lassen sich grof!e Flachen untersuchen.

[0057]1 In einer weiteren Abwandlung wird der Diffe-
renzierungsschritt weggelassen. Der Aufwand bei
der Auswertung ist dann gréfter, weil Raman-Spek-
tren von abictischen Partikeln mitaufgenommen wer-
den und die Differenzierung zu biotischen Partikeln
uber die Differenzierung der Raman-Spektren erfol-
gen mui.

[0058] In einer weiteren Abwandlung wird eine ober-
flachenverstarkte Raman-Spektroskopie (Surface
Enhanced Raman Spectroscopy SERS) oder eine
oberflachenverstarkie Resonanz-Raman-Spektros-
kopie (Surface Enhanced Resonance Raman Spec-
troscopy SERRS durchgefiihrt. Dabei wird ein einzel-
ner Mikroorganismus vom Substrat entfernt, z.B. mit-
hilfe eines Mikromanipulators und einer Mikropumpe,
und dieser anschlieliend zerstort, z.B. durch Schock-
gefrieren oder Ultraschall. Anschlielend wird ein
Edelmetallkolloid, vorzugsweise Gold cder Silber, zu-
gegeben und der zerstérte Mikroorganismus im Kol-
loid mit einer geeigneten Anregungswellenlange, z.B.
532, 633, 785 oder 830nm bestrahlt und das Ra-
man-Spektrum aufgenommen.

[0059] Eig. 7a} zeigt SERS-Spektren van zerstorten
E. coli in ansteigender {(b-e) Konzentration der Zell-
suspensionen im Silberkolloid bei einer Integrations-
zeit von 120s. a zeigt das reine Kolloid. Eig. 7b) zeigt
SERS-3pektren von fiinf verschiedenen Spezies.

[0060] Die Aufnahme eines SERS-Spektrums bzw.
eines SERRS-Spektrums erfolgt zusatzlich insbe-
sondere dann, wenn die Aufnahme eines Ra-
man-Spektrums auf dem Substrat in der Vorrichtung
kein eindeutiges Spektrum liefert und eine weitere
Identifizierung erforderlich ist.

[0061] Es ist auch moglich einzelne Partikel nach
der Lokalisierung und Identifizierung in der erfin-
dungsgemaflen Vorrichtung zu entnehmen und fiir
eine weitergehende Untersuchung anzuziichten.

[0062] In einer weiteren Abwandlung wird eine
UV-Raman-Spektroskopie durchgefiihrt. Die Anre-
gungswellenldngen sind in diesem Fall 264, 257,
244, 238 und 229nm. Der Trager 1 ist bevorzugt tief-
gekihlt auf eine Temperatur kleiner als —100°C. Der
Abstand des Mikroskopobjektive der optischen Ein-
heit 5 vom Substrat 2 ist gréler als bei der normalen
Raman-Spektroskaopie. Das Abkiihlen bei der UV-Ra-

man-Spektroskopie hat den Vorteil, dal thermische
Schiden am biotischen Partikel verhindert oder redu-
ziert werden. Das Partikel kann nach der Messung fur
eine Zuchtung verwendet werden.

[0063] Fig.8 zeigt die UV-Raman-Spektren einer
Auswahl an gemessenen Mikroorganismen. Die An-
regungswellenlange betragt beispielhaft 244 nm, die
Laserleistung auf dem Substrat ca. 5-8 mW.

[0064] In einer weiteren Abwandlung wird ein
Bruchteil des Raman-Signals auf eine hochsensitive
Photodiode ausgekoppelt und das entsprechende
MeRsignal als Referenz flr die Einstellung der opti-
malen MeRzeit verwendet.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Identifizieren von Biopartikeln
mit den Schritten:
Lokalisierung einzelner Partikel auf einem Substrat
(2) durch Abbilden wenigstens eines Bereichs des
Substrats durch Bestrahlung mittels Licht von einer
ersten Lichtquelle und Messung des von den Parti-
keln reflektierten Lichts in einer Viorrichtung (100);
Bestrahlung eines lokalisierten Partikels mit einem
von der ersten Lichtquelle verschiedenen Laser und
Erzeugen eines Raman-Spektrums in der Vorrich-
tung (100);
Identifizieren des Partikels durch Vergleich des er-
zeugten Raman-Spektrums mit fiir eine Mehrzahl
von verschiedenen Partikeln abgelegten Ra-
man-Spektren.

2. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dal} eine Differenzierung
durch Messung der Fluoreszenzanregung von uni-
versell in biotischen Partikeln vorkommenden Stof-
fen, bevorzugt von NAD(P)H und/ader Riboflavin, er-
folgt.

3. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens
nach einem der Ansprliche 1 bis 11 mit
einem Substrat (2});
einer Detektionseinheit (3) mit einer ersten Lichtquel-
le zum Lokalisieren van einzelnen Partikeln auf dem
Substrat; und einer Identifizierungseinrichtung (4) mit
einem Laser zum Identifizieren eines einzelnen Par-
tikels Giber Raman-Spektroskopie.

4. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet
durch einen Schritt des Differenzierens zwischen bi-
otischen und abiotischen Partikeln dber Messung
des Fluoreszenzlichts der Partikel bei dem oder nach
dem Schritt des Lokalisierens.

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dald zum Lokalisieren und/oder Dif-
ferenzieren UV-Licht verwendet wird.
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6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet, dalk die Bestrahlung beim
Schritt des Lokalisierens mit Streiflicht erfolgt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dalt die Differenzierung
durch Messung der Flucreszenzanregung von uni-
versell in biotischen Partikel vorkommenden Stoffen,
bevorzugt von NAD (P) H und/oder Riboflavin, er-
folgt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
gekennzeichnet durch einen Schritt des Bestimmens
der Formparameter des einzelnen lokalisierten Parti-
kels.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6,
gekennzeichnet durch einen Schritt des Bestimmens
der Gesamtzahl der lokalisierten Partikel.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, da® der Schritt des Be-
strahlens einen Schritt des Fokussierens des Laser-
strahls auf die Position des einzelnen ausgewahlten
Partikels umfaft.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dal ein Raman-Spektrum,
ein UV-Raman-Spektrum oder ein SERS- oder ein
SERRS3-Raman-Spektrum aufgenommen wird.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, daf} die Bestrahlungsdauer
mit dem Laser auf der Grundlage eines Signals ge-
wahlt wird, das durch Auskoppeln eines Bruchteils
des Raman-Signals und Messen der Stirke des aus-
gekoppelten Signals bestimmt wird.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, daf} die Strahlungsleis-
tung bei dem Schritt des Lokalisierens und/oder bei
dem Schritt des Bestrahlens mit dem Laser so ge-
wahlt wird, dal die Vitalitat der Zellen erhalten bleibt.

14. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens
nach einem der Anspriiche 1 bis 11 mit
einem Substrat (2);
einer Detektionseinheit (3) zum Lokalisieren von ein-
zelnen Partikeln auf dem Substrat; und
einer Identifizierungseinrichtung (4) zum Identifizie-
ren eines einzelnen Partikels Gber Raman-Spekiros-
kopie.

15. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dalt die Detektionseinheit (3) eine
UV-Beleuchtungseinrichtung (6) umfadt mit der das
Substrat {2} unter Streiflichteinfall beleuchtet wird.

16. Vorrichtung nach Anspruch 13 dadurch ge-
kennzeichnet, dal} die Beleuchtungseinrichtung (6)

eine ringfémig Gber dem Substrat vorgesehene
Strahlungsquelle (6d) umfaft.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen

715



DE 10 2004 008 762 B4 2006.10.12

Anhéngende Zeichnungen
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