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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
zum Nachweis von Bakterien, insbesondere ein be-
schleunigtes und hoch-sensitives Verfahren zum Nach-
weis von bakteriellen Erregern, welches auf der Bildung
von spezifischen Bakterien-Bakteriophagen-Komplexen
beruht. Dariiber hinaus werden ein Reaktionsgefal} so-
wie die Verwendung dieses Reaktionsgefalies und eines
Messgerats flr die Durchfiihrung des erfindungsgema-
Ren Verfahrens offenbart.

[0002] Bakterien zeichnen sich oftmals als Erreger
ernstzunehmender Erkrankungen aus. Insbesondere
sind multiresistente Bakterienstamme, welche auch als
"Krankenhaus-Keime" bezeichnet werden, fir eine Viel-
zahl von bakteriellen Infektionen in Krankenh&usern ve-
rantwortlich. Gerade angesichts des demographischen
Wandels und der Méglichkeiten der modernen Intensiv-
medizin, finden sich auf einer Intensivstation zunehmend
altere Patienten, welche besonders anfallig fur Infektio-
nen durch Bakterien sind. Einer der zentralen Bausteine
intensivmedizinischer Therapie bildet die mikrobiol-
ogische Diagnostik. Eine schnelle und korrekte Identifi-
zierung der Erreger einer Infektion beeinflusst in erhebli-
cher Weise nicht nur die Letalitat der Patienten, sondern
ermoglicht auch den keimspezifischen Antibiotikaein-
satz, so dass eine inflationdre Verwendung von Breit-
bandantibiotika und die damit verbundene Selektion mul-
tiresistenter Bakterienstdmme vermieden werden kon-
nen. Allerdings sind die bisherigen Verfahren meist zei-
taufwendig und ebenso kostenintensiv.

So bildet die Blutkultur bisher einen der Hauptpfeiler in
der Diagnosestellung von Blutstrominfektionen. Hierbei
findet die Bebritung in Kulturflaschen unter aeroben und
anaeroben Bedingungen statt. Geeignet sind dazu
neben Blut sterile Flissigkeiten wie Punktate oder Lig-
uorentnahmen. Im Allgemeinen werden etwa 3-4 Kultur-
flaschen mit jeweils 10 ml Vollblut zur Diagnostik bei
Raumtemperatur entnommen. Bebriitet werden die
Blutkulturflaschen in einem halbautomatischen System,
bei denen das zunehmende Wachstum von Bakterien an
der zunehmenden CO,-Produktion oder einer Flaschen-
druckzunahme gemessen wird. Die Routinebebriitung
betragtin den meisten Fallen 48-72 Stunden. Besondere
Probleme bereiten dabeilangsam wachsende Bakterien,
die eine Bebriitung von 5 bis zu 21 Tagen erfordern kén-
nen und somit leicht in der Routine Gbersehen werden.
Aber auch spezielle Nahrmedien oder Farbeverfahren
verkomplizieren und verzdgern eine ausreichende und
schnelle Diagnosestellung. Ist eine Blutkulturflasche
positiv detektiert, wird diese aus dem System selektiert.
Aus dieser Flasche wird eine Probe entnommen und auf
verschiedenen N&hrmedien werden wiederum aerobe
und anaerobe Subkulturen angefertigt. Nach etwa acht
weiteren Stunden kann eine grobe Resistenzbestim-
mung bei begleitender Antibiotikatestung erfolgen.

Eine schnellere Erregeridentifizierung gelingt direkt aus
der positiven Blutkulturflasche innerhalb von 1-2
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Stunden mittels Latexagglutination zum Nachweis von
Antigenen von Streptococcus pneumoniae, Streptococ-
cus agalactiae, Haemophilus influenzae, Neisseria men-
ingitis, E. coli und Salmonella typhi. Nukleinsdurenach-
weisverfahren, wie die DNA-Hybridisierung, Flu-
oreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und spezifische
Nukleinsaureamplifikationstechniken (NAT) werden zur
Bakteridmie- und Sepsisdiagnostik in der jlingeren Zeit
eingesetzt, stehen aber nurin sehr wenigen Laboren zur
Verfiigung. Die Erregerbestimmung gelingt dabei inner-
halb von 1-3 Stunden aus einer positiven Blutkultur-
flasche. Daneben sind in den letzten Jahren einige kli-
nische Labore mit MALDI-TOF (matrixunterstiitzte La-
serdesorption/  lonisation-Time  of  Flight)-Mas-
senspektrometern erweitert worden, welche eine Bak-
terienidentifizierung innerhalb nur weniger Minuten er-
lauben. Allerdings erfordern auch die oben beschrie-
benen modernen Nachweismethoden eine positiv detek-
tierte Blutkulturflasche. Daher kann mittels einer
positiven Blutkultur der Nachweis von bakteriellen Er-
regern in der Regel erstinnerhalb eines Zeitfensters von
24 bis 36 Stunden nach Entnahme der Probe gelingen.
Zum Teil ist es durch PCR-diagnostische Verfahren
moglich, schon innerhalb von 4-6 Stunden nach der En-
tnahme Bakteriennachweise aus Blutproben ohne den
Zwischenschritt der Bebritung einer Blutkultur zu erh-
alten, z.B. fiir Staphylococcus aureus. Die modernsten
Verfahren sind die Multiplex-Amplifikationsverfahren,
welche die haufigsten Erregerarten erfassen kdnnen.
Dazu gehéren beispielsweise LightCycler, SeptiFastund
SepsiTest. Allerdings sind diese Untersuchungen recht
anfallig fir Kontaminationen, was falsche oder falsch
positive Ergebnisse liefert. Nachteilig zeigen sich bei
diesen Verfahren zudem der Arbeitsaufwand und die Ko-
stenstruktur, da fiir die PCR-Diagnostik neben dem Ma-
terial, entsprechendes Fachpersonal sowie eine gee-
ignete Infrastruktur bendtigt werden.

Darliber hinaus ist zu beachten, dass in 2-3 % der Félle
eine positiv detektierte Blutkultur ebenfalls auf eine Kon-
tamination der Probe oder Verarbeitungsfehler nach der
Probenentnahme zuriickgeht. Die Folge sind fehlerhafte
antibiotische Therapien mit unnétigen und zum Teil er-
heblichen Kosten, weshalb ein schnelles, einfach zu
handhabendes und hoch-sensitives Verfahren zum
Nachweis der bakteriellen Erreger wiinschenswert ware.
Beziiglich der Erfordernisse einer hohen Sensitivitat und
Spezifitdt bieten Bakteriophagen (kurz Phagen) einen
vielversprechenden Ansatzpunkt. Bakteriophagen sind
Viren, die sich spezifisch nur gegen Bakterienzellen rich-
ten, diese Uber Oberflachen-Rezeptorstrukturen erken-
nen, daran Schliissel-Schloss-ahnlich binden und in den
nachfolgenden Schritten die genetische und enzyma-
tische Ausstattung der Bakterien fur ihre eigene Verme-
hrung nutzen. Die befallenen Bakterienzellen lysieren
und entlassen zahlreiche neue Phagen. Diese biolo-
gische Prozesskette geht so lange weiter, bis alle fir die
freien Phagen erreichbaren Wirtsbakterienzellen ent-
fernt sind. Phagen befallen fast immer nur Stdmme in-
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nerhalb einer Bakterienart, d.h. sie sind jeweils hoch-spe-
zifisch fir eine bestimmte Bakterienart. Da viele Bak-
terienarten ubiquitér in zahlreichen Habitaten vorkom-
men, kdnnen gleich einem biologischen Prinzip dortauch
ihre komplementaren Phagen vermutet werden. Global
Ubertrifft die von Experten geschétzte Zahl der Phagen
die der Bakterien um das Zehnfache (C. Rohde & J.
Sikorski: Bakteriophagen - Vielfalt, Anwendung und ihre
Bedeutung flr die Wissenschaft vom Leben. Naturwiss.
Rundschau (2011), 64, 5-14). Die gewlinschten Bakte-
riophagen koénnen oft aus allen denkbaren wassrigen
Habitaten durch einfache Beprobung und nachfolgendes
Screening gegen die Zielbakterien gewonnen werden.
Aufgrund der enormen Wirtsspezifitdt und der lytischen
Eigenschaften werden Phagen in der klinischen Forsc-
hung und Analytik bereits vielfaltig verwendet, z.B. in der
Phagentherapie gegen bakterielle Infektionen. Ferner
beschreiben Thanki, Malik, Clokie die Entwicklung eines
biolumineszenten Reporter-Phagen zur ldentifizierung
von Clostridium difficile, bei dem die Gen-Kassetten luxA
und LuxB, welche das Enzym Luziferase codieren, in ein
Plasmid kloniert werden zur Konjugation in einen
Clostridium difficile-spezifischen Phagen und zur homol-
ogen Insertion in das Phagengenom (A. Thanki, D. Malik,
M. Clokie, The Development of a Reporter Phage for the
Identification of Clostridium difficile, Bacteriophages
(2015), Abstract, 25). Die wissenschaftliche Publikation
von Mosier-Boss et al. beschreibt weiterhin den spezi-
fischen Nachweis von Salmonella typhimurium LT2 unter
Verwendung fluoreszenzmarkierter P22-Phagen. Die
Markierung der Phagen ist bei dem beschriebenen
Ansatz komplett auf die Phagen DNA beschrankt (10 min
Inkubation von P22 mit SYBR gold), welche bei Infektion
in das Wirtsbakterium injiziert wird. Die Detektion spez-
ifischer Salmonella typhimurium-P22-Phagen-Kom-
plexe erfolgt nach deren Isolierung mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie. (P.A. Mosier-Boss et al., Use of Fluores-
cently Labeled Phage in the Detection and Identification
of Bacterial Species, Applied Spectroscopy (2003), 57,
1138-1144).

Auch in der Lebensmittelindustrie und bei der Trink-
wasserversorgung ist ein einfacher und sicherer Bakteri-
ennachweis wichtig. Im Trinkwasser kénnen sich Le-
gionella-Stamme bei Temperaturen zwischen 20 und 45
°C vermehren, sodass eine regelmafiige Untersuchung
des Trinkwassers geboten und auch in vielen Landern
gesetzlich vorgeschrieben ist. Die deutsche Trink-
wasserverordnung  schreibt  beispielsweise eine
regelmaRige Untersuchungspflicht auf Legionellen vor.
Esist zu erwarten, dass die gesetzlichen Bestimmungen
weiter verscharft werden. Institute und Behdrden, wie
z.B. Trinkwasserlabore oder Gesundheitsamter sind
demnach bestrebt, einen schnellen, einfachen, sensitiv-
en und sicheren Bakteriennachweis auf Legionella-
Stamme durchzufiihren. Hieran fehlt es derzeit, und eine
Verbesserung ist wiinschenswert.

Andererseits sind durch Lebensmittel Ubertragene bak-
terielle Lebensmittelintoxikationen und Lebensmittel-
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Toxin-Infektionen ein weltweites Problem und verur-
sachen massive wirtschaftliche Schaden. Die lange Zeit-
spanne bis zum sicheren Nachweis der Erreger bedeutet
einen erheblichen 6konomischen und wirtschaftlichen
Verlust, da sich entweder die Lagerzeit der Produkte bis
zum Weiterverkauf verlangert oder es sogar zum Ruckruf
des entsprechenden Lebensmittels kommen kann. Eine
schnellere und sichere Nachweismethode kann hier ein-
en wesentlichen Anteil zur Lebensmittelsicherheit und
der Minimierung wirtschaftlicher Verluste beitragen. Ge-
furchtete Erreger im Lebensmittelbereich sind u.a.
Cronobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Es-
cherichia coli, Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Aerom-
onas spp., Plesiomonas spp., Listeria monocytogenes,
Campylobacterjejuni, oder Bacillus cereus. Ein schneller
Ausschluss oder Nachweis von Erregern in Lebensmit-
teln ist daher fir deren Freigabe essenziell.

Weitere Gebiete, in denen schnelle und einfache Bak-
teriennachweise wiinschenswert sind, beinhalten die
Agrarindustrie, die Veterindrmedizin oder Anwendungen
im militarischen Bereich oder Katastrophenschutz.

Die Veroffentlichung von P.A. Mosier-Boss et al. ("Use
of Fluorescently Labeled Phage in the Detection and
Identification of Bacterial Species", Applied Sectroscopy
2003, 57, 1138-1144) beschreibt den spezifischen Nach-
weis von Salmonella typhimurium L T2 Bakterien mit Hilfe
fluoreszenzmarkierter SYBR Gold P22 Bakteriophagen.
Dabei werden die Bakterien mit den gelabelten Phagen
versetzt, inkubiert und die Suspension schlief3lich durch
einen Whatman-Filter der PorengréRe 0,2 pm filtriert.
Der Uberstand auf dem Filter, d.h. die entstandenen Bak-
terien-Bakteriophagen-Komplexe, werden anschlielfend
unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Weiterhin offenbart WO 2006/105504 A1 ein Verfahren
sowie eine Vorrichtung zum Nachweis von Mikroorgan-
ismen. Dabei umfasst die Vorrichtung markierte Bakte-
riophagen sowie ein Gefall mitzwei Kammern und einem
Trennelement, wobeidas Trennelement die beiden Kam-
mern voneinander trennt. Ferner kann das Trennelement
ein Filter (PorengréRe 0.2 wm) oder eine Membran sein,
welches die markierten Bakteriophagen passieren lasst
wahrend es die Mikroorganismen zurlickhalt. Zudem
kénnen neben Bakterien-Bakteriophagen-Komplexen
der einen Trennfraktion auch ungebundene Bakteri-
ophagen der anderen Trennfraktion detektiert werden.
Dartber hinaus werden in US 2001/0006783 A1 ein Ver-
fahren sowie eine Vorrichtung zum Nachweis von Bak-
terien beschrieben, wobei der Nachweis auf der Mes-
sung der Fluoreszenz von gelabelter Phagen-DNS nach
Injektion in die Bakterien beruht. Dabei wird ein Bakter-
ien-Detektor, welcher ein optisches Detektionsmittel en-
thalt, wie z.B. ein (Fluoreszenz)-Mikroskop, ein (Flu-
oreszenz)-Spektrophotometer oder ein Fluoreszenz-De-
tektor, verwendet. Zudem kénnen die Vorrichtungen ein-
en Bildprozessor zur prozessorgestiitzten Auswertung
der Detektions-Signale enthalten.

Im Hinblick auf die Nachteile der klinischen Nachweis-
verfahren fur Bakterien aus dem Stand der Technik, ins-
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besondere bezlglich Zeitaufwand, Komplexitat und Ko-
stenintensitat, bedarf es einer neuen schnelleren und
spezifischeren Diagnostik fur einen zeitnahen und sele-
ktiven Bakteriennachweis, sei es fir klinische, human-
oder veterindrmedizinische, agrarindustrielle oder mil-
itarische Anwendungen, oder fir die Trinkwasseranaly-
tik, um nur einige spezifische Anwendungen zu nennen.
Daher besteht die Aufgabe der vorliegenden Erfindung
darin, ein verbessertes Verfahren zum Nachweis von
Bakterien bereitzustellen, welches eine schnellere und
verlassliche Identifikation von bakteriellen Erregern, eine
vereinfachte Handhabung und eine hohe Sensitivitat bei
geringeren Kosten liefert. Ebenso soll ein Reaktionsge-
fal fur die Durchfiihrung des erfindungsgemafen Ver-
fahrens bereitgestellt werden.

[0003] Die erfinderische Lésung der oben genannten
Aufgabe basiert auf der evolutionar konservierten, hoch-
spezifischen Wechselwirkung zwischen Bakterien und
Bakteriophagen.

[0004] So offenbart die vorliegende Erfindung ein Ver-
fahren zum Nachweis von Bakterien, umfassend die
Schritte

A) Bereitstellen einer Suspension, umfassend min-
destens eine Spezies von markierten Testbakterio-
phagen, welche spezifisch an eine nachzuweisende
Bakterienart bindet, wobei die Markierung fiir die je-
weilige Spezies von Testbakteriophagen kennzeich-
nend ist;

B) Zugabe einer Probe, die auf das Vorliegen min-
destens einer nachzuweisenden Bakterienart getes-
tet werden soll, zu der Suspension;

C) Mischen der Probe mit der Suspension und Inku-
bation des Reaktionsgemisches;

D) Filtration des Reaktionsgemisches durch einen
Filter, wobei der Filter eine Porengréf3e von 0,1 pum
bis 0,5 pm aufweist und die PorengréRRe des ver-
wendeten Filters so gewabhltist, dass die mindestens
eine nachzuweisende Bakterienart sowie Bakterien-
Bakteriophagen-Komplexe, welche aus Bakterien
der mindestens einen nachzuweisenden Bakterien-
art und daran gebundenen Testbakteriophagen der
mindestens einen Spezies bestehen, zurtickgehal-
ten und auf der Filteroberflache immobilisiert wer-
den, wahrend ungebundene Bakteriophagen den
Filter passieren kénnen;

E) Detektion von Bakterien-Bakteriophagen-Kom-
plexen im Uberstand, bei Vorliegen mindestens ei-
ner nachzuweisenden Bakterienart, wobei die Kom-
plexe aus Bakterien der mindestens einen nachzu-
weisenden Bakterienart und daran gebundenen
Testbakteriophagen der mindestens einen Spezies
von Testbakteriophagen bestehen;
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F) Detektion von ungebundenen Testbakteriopha-
gen im Filtrat;

G) prozessorgestutzte Verarbeitung von erhaltenen
Signalen, welche durch die Detektion in den Schrit-
ten F) und G) erzeugt werden und Ausgabe von De-
tektionsergebnissen an einen Benutzer,

dadurch gekennzeichnet, dass die Suspension ferner ei-
nen markierten Referenz-Bakteriophagen umfasst, wel-
cher an keine nachzuweisende Bakterienart bindet und
eine von den Testbakteriophagen disjunkte Markierung
aufweist, so dass der markierte Referenz-Bakteriophage
ebenfalls im Schritt F) detektiert wird; oder dass, alter-
nativ zu einem markierten Referenz-Bakteriophagen,
markierte Mikro- oder Nanopartikel verwendet werden,
welche an keine nachzuweisende Bakterienart binden
und den Filter aufgrund ihrer geringen GréRe passieren
kénnen.

[0005] Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein Re-
aktionsgefal zur Durchfiihrung des erfindungsgemalen
Verfahrens zum Nachweis von Bakterien, umfassend
mindestens zwei Kompartimente, welche durch einen
Filter voneinander getrennt sind, wobei ein Komparti-
ment ein Phagenreservoir ist, welches eine Suspension
enthalt, die mindestens eine Spezies von markierten
Testbakteriophagen umfasst, welche spezifisch an eine
nachzuweisende Bakterienart bindet, wobei die Markie-
rung fur die jeweilige Spezies von Testbakteriophagen
kennzeichnend ist; und ein Kompartiment ein Auffangre-
servoir ist, zur Aufnahme des Filtrats nach Zugabe einer
Probe zu der Suspension und Filtration durch den Filter,
und wobei der Filter eine PorengréfRe von 0,1 pum bis 0,5
pm aufweist und die PorengréRe des verwendeten Fil-
ters so gewabhltist, dass die mindestens eine nachzuwei-
sende Bakterienart sowie Bakterien-Bakteriophagen-
Komplexe, welche aus Bakterien der mindestens einen
nachzuweisenden Bakterienart und daran gebundenen
Testbakteriophagen der mindestens einen Spezies be-
stehen, zuriickgehalten und auf der Filteroberflache im-
mobilisiert werden, wahrend ungebundene Bakteriopha-
gen den Filter passieren kénnen;

ein Mittel zur ldentifikation des ReaktionsgefaRes; und
mindestens zwei Messfenster, wobei ein Messfensterim
Bereich der Filteroberflache, welche dem Phagenreser-
voir zugewandt ist, angeordnet ist, und ein Messfenster
im Bereich des Auffangreservoirs angeordnet ist,
dadurch gekennzeichnet, dass die Suspension ferner ei-
nen markierten Referenz-Bakteriophagen umfasst, wel-
cher an keine nachzuweisende Bakterienart bindet und
eine von den Testbakteriophagen disjunkte Markierung
aufweist oder dass das Reaktionsgefal® ein weiteres
Kompartiment zwischen Filter und Phagenreservoir um-
fasst, welches eine Indikatorlésung mit markierten Mikro-
oder Nanopartikeln enthalt, welche nicht an eine nach-
zuweisende Bakterienart binden und den Filter aufgrund
ihrer geringen GroRRe passieren kénnen.

[0006] Daruber hinaus betrifft die vorliegende Erfin-
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dung eine Kartusche, die zwei oder mehrere erfindungs-
gemale Reaktionsgefafle umfasst, welche parallel zu-
einander angeordnet sind,

wobei jedes Reaktionsgefal} eine unterschiedliche Spe-
zies von markierten Testbakteriophagen in der Suspen-
sion des Phagenreservoirs enthalt, welche jeweils spe-
zifisch an unterschiedliche nachzuweisende Bakterien-
arten binden, wobei die Markierungen der Spezies dis-
junkt sind.

[0007] Zusatzlich bezieht sich die vorliegende Erfin-
dung auf die Verwendung eines Messgerats zur Durch-
fuhrung des erfindungsgemaRen Verfahrens zum Nach-
weis von Bakterien, wobei das Messgerat umfasst:
einen Schacht, in den ein erfindungsgemafRes Reakti-
onsgefal oder eine erfindungsgemafle Kartusche ein-
geschoben wird;

mindestens zwei Detektions-Optiken, welche jeweils im
Bereich der Messfenster des eingeschobenen Reakti-
onsgefales oder der Kartusche angeordnet sind, wobei
die Detektionsoptiken jeweils ein Linsensystem zur Fo-
kussierung von emittiertem Licht der Markierung der Bak-
teriophagen auf mindestens einen optischen Sensor um-
fassen, wobei der mindestens eine optische Sensor das
emittierte Licht detektiert;

einen Prozessor, welcher jeweils mit dem mindestens
einen optischen Sensor der Detektions-Optiken verbun-
denistund welcher die erhaltenen Detektionssignale ver-
arbeitet; und

eine mit dem Prozessor verbundene Ausgabeeinheit,
welche die Detektionsergebnissen an einen Benutzer
ausgibt.

[0008] Die vorteilhafte Wirkung der vorliegenden Er-
findung liegt einerseits in der schnellen und hoch-sensi-
tiven Identifizierung von bakteriellen Erregern. So ist fir
das erfindungsgemafe Verfahren kein Anlegen einer
Blutkultur notwendig. Vielmehr kann eine Probe, welche
aufdas Vorliegen einer bestimmten Bakterienart getestet
werden soll, direkt nach der Probenentnahme verwendet
werden. Dadurch erfolgt ein Bakteriennachweis im Ide-
alfall, ohne einen notwendigen Transport und Lagerung
der Probe, in weniger als 1 Stunde. Dies ermdglicht eine
schnellere und keimspezifischere Anwendung von Anti-
biotika, wodurch eine prophylaktische Verwendung von
Breitbandantibiotika vermieden wird. Zudem kénnen mit
Hilfe des erfindungsgeméafien Verfahrens Bakterien be-
reits ab einer Konzentration von weniger als 100 Bakte-
rien pro Milliliter nachgewiesen werden. Andererseits
zeichnet sich das vorliegende Verfahren durch die un-
mittelbare Verwendung der Messprobe nach deren Ent-
nahme und Einfachheit in der Handhabung aus, so dass
es weniger anfallig fir Verarbeitungsfehler ist. Dartiber
hinaus erfordert die Durchfiihrung des Verfahrens mit
Hilfe des erfindungsgeméafien ReaktionsgefalRes und
des erfindungsgeméaRen Messgerats kein ausgewiese-
nes Fachpersonal oder eine spezielle Infrastruktur, was
den Kostenaufwand erheblich reduziert.
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Schematische Darstellung einer bevor-
zugten Ausfihrungsform des erfin-
dungsgemafien Verfahrens zum Nach-
weis von Bakterien

Schematische Darstellung einer weite-
ren bevorzugten Ausfiihrungsform des
erfindungsgemaRen Verfahrens zum
Nachweis von Bakterien

Schematische Darstellung einer bevor-
zugten Ausfihrungsform des erfin-
dungsgemalien Reaktionsgefales
zum Nachweis von Bakterien

Theoretischer Verlauf einer zeitaufge-
I6sten Messung der Fluoreszenz in ei-
ner bevorzugten Ausfiihrungsform des
erfindungsgemaRen Verfahrens unter
Verwendung des erfindungsgemafien
Reaktionsgefalles aus Figur 3A.

Schematische Darstellung des Auf-
baus von erfindungsgeméafiem Reakti-
onsgefal und Messgeréat in einer Aus-
fuhrungsform.

RFID Chip als Mittel zur Identifizierung
des erfindungsgemafen Reaktionsge-
fales.

Markierung eines TB54-Bakteriopha-
gen mit Fluorescein-NHS-Estern.

Anregungs- und Emissionsspektrum
von Fluorescein-markierten TB54 Bak-
teriophagen.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
me der Bakterien-Bakteriophagen-In-
teraktion.

Hellfeldaufnahme der Bakterien-Bak-
teriophagen-Interaktion.

Optische Schnittbilder von mit Fluore-
scein-markierten TB54 Bakteriopha-
gen infizierten Escherichia coli Bakteri-
enim Durchlicht und in fluoreszenzmik-
roskopischer Darstellung.

Dreidimensionale = Rekonstruktionen
von mit Fluoresceinmarkierten TB54
Bakteriophagen infizierten Escherichia
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coli Bakterien.
Figur 10 A: Fluoreszenzspektren von Fluorescein-
markierten TB54 Bakteriophagen bei
unterschiedlichen Bakteriophagenkon-
zentrationen.
Figur 10 B: Darstellung der Integrale der zwischen
520 und 530 nm der Fluoreszenzspek-
tren aus Figur 10A bei unterschiedli-
chen Bakteriophagenkonzentrationen.
Figur 11 A-C:  Messung der optischen Dichte einer
seriell verdiinnten Bakteriensuspensi-
on, Darstellung der detektierten Fluo-
reszenzsignale von E. coli C600-TB54-
Phagen-Komplexen auf der Filterober-
flache im Uberstand sowie Darstellung
der detektierten Fluoreszenzsignale
ungebundener TB54-Phagen im Filtrat,
jeweils bei verschiedenen Bakterien-
konzentrationen.

[0010] Das erfindungsgemale Verfahren umfasst im
Schritt A) die Bereitstellung einer Suspension, welche
mindestens eine Spezies von markierten Testbakterio-
phagen umfasst, welche spezifisch an eine nachzuwei-
sende Bakterienart bindet. Dabei ist die Markierung fiir
die jeweilige Spezies von markierten Testbakteriopha-
gen kennzeichnend. Dies bedeutet, die Markierungen,
die anunterschiedliche Spezies von Testbakteriophagen
gekoppelt sind, sind jeweils disjunkt.

Vorzugsweise betragt das Volumen der Suspension zwi-
schen 0,5 und 5,0 ml.

Die Konzentration der Bakteriophagen in der Suspensi-
on, auch als Phagentiter bezeichnet, betragt vorzugswei-
se 103-1012 pfu/ml (pfu = "plaque forming unit"), weiter
vorzugsweise 104-1010 pfu/ml. Am meisten bevorzugt ist
ein Phagentiter in der Suspension von 105-107 pfu/ml.
Je nachdem welche Bakterienart nachgewiesen werden
soll, wird eine Spezies von Testbakteriophagen fir die
Herstellung der Suspension ausgewahlt, welche spezi-
fisch an diese Bakterienart bindet, d.h. spezifisch diese
Bakterienart infiziert. Aufgrund der evolutionar konser-
vierten, enormen Wirtsspezifitat der Bakteriophagen ist
Uberdies ein spezifischer Nachweis einzelner Stamme
innerhalb einer Bakterienart mdéglich. In diesem Fall wird
eine Spezies von Testbakteriophagen fiir die Herstellung
der Suspension ausgewahlt, welche spezifisch an einen
bestimmten Stamm innerhalb einer Bakterienart bindet.
Dabei ist eine Bindung der ausgewahlten Spezies von
Testbakteriophagen an eine andere als die nachzwei-
sende Bakterienart bzw. an einen anderen als den nach-
zuweisenden Stamm nahezu ausgeschlossen. Infolge-
dessen ist die Moglichkeit, einen falsch-positiven Nach-
weis durch das erfindungsgemalfie Verfahren zu erhal-
ten, minimal und das Ergebnis des erfindungsgemafen
Nachweisverfahrens duferst verlasslich. Um im weite-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ren Verfahren die Testbakteriophagen der mindestens
einen Spezies und die entstehenden Bakterien-Bakteri-
ophagen-Komplexe detektieren zu kénnen, tragen die
Testbakteriophagen eine Markierung. Die Markierung ist
fur die jeweilige Spezies von Testbakteriophagen kenn-
zeichnend, d.h. alle Testbakteriophagen einer Spezies
tragen die gleiche Markierung, welche von den Markie-
rungen anderer Spezies unterscheidbar ist.

Zur Herstellung der Suspension werden die markierten
Testbakteriophagen der jeweiligen mindestens einen
Spezies vorzugsweise in Wasser oder in einer geeigne-
ten Pufferlésung suspendiert. Als geeignete Pufferldsun-
gen werden vorzugsweise 0,01-0,3 M Phosphatpuffer,
pH 6,5-9,5; 0,01-0,3 M Carbonat-puffer, pH 6,5-9,5;
phosphatgepufferte Salzldsung (PBS) oder Mischungen
davon verwendet. Weiter vorzugweise enthalten das
Wasser und die geeigneten Pufferldsungen jeweils
MgCl,, MgSO, und/oder CaCl,. Die Konzentration von
MgCl,, MgSO, und CaCl, betrégt vorzugsweise jeweils
1 bis 15 mM.

In Schritt B) des erfindungsgemafen Verfahrens wird ei-
ne Probe, die auf das Vorliegen mindestens einer zu
nachzuweisenden Bakterienart getestet werden soll, zu
der Suspension gegeben. Vorzugsweise besteht die Pro-
be aus einer humanen oder tierischen Koérperflissigkeit,
wie Blut, Urin, Speichel oder einer anderen Kérperflis-
sigkeit, einem Abstrich, welcher von einem Menschen
oder einem Tier entnommen wird, aus \Wasser aus einem
Trinkwassersystem oder in wassriger Lésung aufberei-
tete Lebensmittel oder Lebensmittelbestandteile. Die
Probe kann nach ihrer Entnahme direkt, ohne weitere
Vorbehandlung zu der Suspension gegeben werden. Le-
bensmittel oder Lebensmittelbestandteile werden in
wassrige Losung gebracht. Dadurch wird der Zeitauf-
wand fiir den Bakteriennachweis erheblich reduziert und
die Gefahr einer Kontamination durch Transport
und/oder Lagerung minimiert. Ferner erlaubt das erfin-
dungsgemale Verfahren ebenso den Nachweis von
Bakterien aus einer Probe, welche aus einer angelegten
Bakterienkultur stammt.

Vorzugsweise wird die Probe vor Zugabe durch einen
Grobfilter mit einer PorengréfRe von 0,5-10,0 wm filtriert,
um etwaige Verunreinigungen durch Partikel (> 0,5 pm)
zu entfernen, damit ein mogliches Verstopfen des Filters
im nachfolgenden Schritt D) vermieden werden kann. Al-
ternativ kann auch ein mehrstufiger Grobfilter mit abneh-
menden Porengréfen von 0,5-10 um verwendet werden.
Das Volumen der Probe betragt vorzugsweise 0,05-2,5
ml, weiter vorzugweise 0,1-2,0 ml und am meisten be-
vorzugt 0,5-2,0 ml. Es sind auch Kombinationen der ge-
nannten Volumenbereiche méglich

Die Probe wird in Schritt C) mit der Suspension ver-
mischt. Das Mischen erfolgt vorzugsweise durch mehr-
maliges Schwenken oder moderates Ruhren. Das ent-
stehende Reaktionsgemisch wird vorzugsweise 2-30
min, weiter vorzugweise 5-15 min, noch weiter vorzugs-
weise 5-10 min inkubiert. Die Temperatur wahrend der
Inkubation betragt vorzugsweise 4-60°C, weiter vorzugs-
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weise 10-30°C. Eine Inkubation des Reaktionsgemi-
sches bei Raumtemperatur (RT, 20-25°C) istam meisten
bevorzugt. Durch das Mischen und die Inkubation soll,
bei Vorliegen mindestens einer zu nachzuweisenden
Bakterienart, sichergestellt werden, dass jedes nachzu-
weisende Bakterium vor der nachfolgenden Filtration in
Schritt D) von den markierten Testbakteriophagen der
jeweiligen mindestens einen Spezies gebunden bzw. in-
fiziert wird.

Der Filter fur die Filtration des Reaktionsgemisches in
Schritt D) weist eine PorengréRe von 0,1-0,5 um, vor-
zugsweise von 0,2-0,5 um, weiter vorzugsweise von
0,3-0,5 pm und am meisten bevorzugt von 0,2-0,4 pum
auf. Generell ist die PorengréRRe des verwendeten Filters
sozuwahlen, dass die mindestens eine nachzuweisende
Bakterienart sowie Bakterien-Bakteriophagen-Komple-
xe, welche aus Bakterien der mindestens einen nachzu-
weisenden Bakterienart und daran gebundenen Test-
bakteriophagen der mindestens einen Spezies beste-
hen, zurtickgehalten und auf der Filteroberflache immo-
bilisiert werden, wahrend ungebundene Bakteriophagen
den Filter passieren kénnen. Dadurch wird eine Tren-
nung von Bakterien-Bakteriophagen-Komplexen der
nachzuweisenden Bakterienart und sonstigen eventuell
vorliegenden Bakterien von ungebundenen Bakterio-
phagen erreicht. Die PorengrolRe des verwendeten Fil-
ters wird somit entsprechend der GréRe und Morphologie
der jeweiligen nachzuweisenden Bakterienart gewahit.

Der Filter besteht vorzugsweise aus einer Membran, ei-
ner Folie oder einer Matrix, wie einem Kugelbett oder
einer nano- oder mikrostrukturierten Oberflache aus fi-
lamentdrem oder tubuldrem Material (z.B. Fiber/Hohlfi-
ber).

Vorzugsweise besteht das Filtermaterial aus syntheti-
schen oder natirlichen Polymeren, wie Polyvinylchlorid
(PVC), Polyvinylidenfluorid (PVDF), Polypropylen (PP),
Polyethersulfon (PES), Polyethylenglycol (PEG), Poly-
acrylamid (PAA), Polytetrafluorethylen (PTFE), Nylon,
Polydimethylsiloxan (PDMS), Starke, Zuckerverbindun-
gen, Latex oder Silikon; Metall oder Metall-Legierungen,
welche magnetisch, paramagnetisch, superpara-mag-
netisch oder unmagnetisch sein kénnen; Glas, wie Bo-
rosilikatglas; Cellulose, wie Methylcellulose oder rege-
nerierter Cellulose oder anderen Kohlenstoff-verbindun-
gen, wie Aktivkohle.

[0011] Die Filtration erfolgt vorzugsweise gravimet-
risch, durch Anlegen eines Vakuums oder durch Uber-
druck.

Die Detektion von Bakterien-Bakteriophagen-Komple-
xen auf der Filteroberflache im Uberstand in Schritt E)
sowie die Detektion von ungebundenen Testbakterio-
phagen im Filtrat in Schritt F) basiert jeweils auf der De-
tektion der Markierung, mit welcher die Bakteriophagen
versehen sind. Beispielsweise kann die Markierung aus
einem Reportermolekiil mit fluoreszenten Eigenschaften
bestehen. Nach entsprechender Anregung des Repor-
termolekiils, kann das emittierte Fluoreszenzsignal dann
Uber einen optischen Sensor detektiert werden.
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Die erhaltenen Signale aus den Schritten E) und F), wie
beispielsweise die jeweils detektierten Fluoreszenzsig-
nale, werden in Schritt G) von einem Prozessor verar-
beitet und die Ergebnisse der Detektion schlieflich an
einen Benutzer ausgegeben.

Die Ausgabe erfolgt vorzugsweise Uber ein mit dem Pro-
zessor verbundenes optisches Display. Alternativ kén-
nen die Detektionsergebnisse auch drahtlos per Funk
von dem Prozessor an einen Tablet-Computer oder ein
entferntes Computerterminal Ubertragen werden.

Bei Vorliegen mindestens einer nachzuweisenden Bak-
terienart in der Probe binden die markierten Testbakte-
riophagen der mindestens einen Spezies spezifisch an
die mindestens eine nachzuweisende Bakterienart und
bilden damit entsprechende Bakterien-Bakteriophagen-
Komplexe. Durch die Filtration werden diese Komplexe
sowie sonstige Bakterien von ungebundenen Bakterio-
phagen abgetrennt. Somit kdnnen die auf der Filterober-
flache immobilisierten Komplexe anhand der Markierung
der gebundenen Testbakteriophagen detektiert werden.
Die Uberschissigen ungebundenen Testbakteriophagen
kénnen den Filter passieren und anhand ihrer Markie-
rung im Filtrat detektiert werden. Enthalt die Probe keine
nachzuweisende Bakterienart, so kdnnen sich keine
Komplexe bilden und nur ungebundene Testbakterio-
phagen werden im Filtrat detektiert.

Die zusatzliche Detektion von ungebundenen Testbak-
teriophagen im Schritt F) reduziert das Risiko, ein falsch
positives Signal bei Verstopfen des Filters zu erhalten.
Enthalt die Probe keine nachzuweisende Bakterienart
und wird der Filter beispielsweise durch eine nicht nach-
zuweisende Bakterienart oder andere Partikel in der Re-
aktionslésung verstopft, so kdnnen die ungebundenen
Testbakteriophagen den Filter nicht passieren und ver-
bleiben im Uberstand. Daraus resultiert eine Detektion
im Uberstand, obwohl keine spezifischen Bakterien-Bak-
teriophagen-Komplexe gebildet werden kénnen. Das Er-
gebnis ist ein falsch-positiver Nachweis der nachzuwei-
senden Bakterienart. Ist eine Detektion von ungebunde-
nen Testbakteriophagen im Filtrat im Schritt F) also nicht
moglich, so deutet dies auf ein Verstopfen des Filters
hin. Folglich erhdht zuséatzliche Detektion von ungebun-
denen Testbakteriophagen im Schritt F) die Verlasslich-
keit des erfindungsgemafen Nachweisverfahrens.
Alternativ kann eine fehlende Detektion von ungebunde-
nen Testbakteriophagen im Filtrat im Schritt F) darauf
zurlickzufiihren sein, dass samtliche Testbakteriopha-
gen an die mindestens eine nachzuweisende Bakterien-
art gebunden haben. Wenngleich diese Moglichkeit auf-
grund des hohen Phagentiters unwahrscheinlich ist, um-
fasst die Suspensionferner einen markierten Referenz-
Bakteriophagen, welcher an keine nachzuweisende Bak-
terienart bindet und eine von den Testbakteriophagen
disjunkte Markierung aufweist, um die Verlasslichkeit
des erfindungsgemaflen Nachweisverfahrens weiter zu
erhoéhen. Durch die Markierung ist der Referenz-Bakte-
riophage ebenfalls detektierbar. Die Markierung des Re-
ferenz-Bakteriophagen ist dabei von den Markierungen
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der Testbakteriophagen disjunkt, so dass der Referenz-
Bakteriophage eindeutig und unabhangig von den jewei-
ligen Testbakteriophagen detektiert werden kann. Dader
Referenz-Bakteriophage an keine nachzuweisende Bak-
terienart bindet, d.h. keine Komplexe mit Bakterien bildet,
kann er nach der Filtration, im ldealfall, ausschlie3lich
im Filtrat detektiert werden. Ist dagegen kein Referenz-
Bakteriophage im Filtrat detektierbar, so deutet dies auf
ein vollstandiges Verstopfen des Filters hin.

Auch bei teilweisem oder vollstdndigem Verstopfen des
Filters wahrend der Durchfiihrung des Verfahrens liefert
die Verwendung eines Referenz-Bakteriophagen ein
sehr verlassliches Nachweisergebnis. Hierfiir wird der
Quotient aus Gesamtsignalintensitat des Referenz-Bak-
teriophagen im Uberstand und Gesamtsignalintensitat
des Referenz-Bakteriophagen im Filtrat ermittelt und mit
dem Quotienten aus Gesamtsignalintensitatdes mindes-
tens einen Testbakteriophagen im Uberstand und Ge-
samtsignalintensitdt des mindestens einen Testbakteri-
ophagen im Filtrat miteinander verglichen. Ist der ermit-
telte Quotient fiir den mindestens einen Testbakteriopha-
gen dabei deutlich héher als der ermittelte Quotient fir
den Referenz-Bakteriophagen, so liefert dies einen ein-
deutigen Nachweis des Vorliegens mindestens einer
nachzuweisenden Bakterienart in der verwendeten Pro-
be. Finden sich dagegen Signale des mindestens einen
Testbakteriophagen sowohl im Uberstand als auch im
Filtrat jedoch in vergleichbaren Quotienten wie fir den
Referenz-Bakteriophagen, so kann von einem unspezi-
fischen Verstopfen des Filters, z.B. durch nicht nachzu-
weisende Bakterien, wahrend der Durchfiihrung des Ver-
fahrens ausgegangen werden.

[0012] Alternativ zu einem markierten Referenz-Bak-
teriophagen werden markierte Mikro- oder Nanopartikel
verwendet. Diese binden ebenfalls nicht an eine nach-
zuweisende Bakterienart und kénnen den Filter aufgrund
ihrer geringen Grole passieren.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemafen Verfahrens
besteht darin, dass es nicht auf bestimmte nachzuwei-
sende Bakterienarten beschrankt ist, sondern universell
anwendbar ist. Einzige Voraussetzung ist das Vorhan-
densein eines komplementaren Bakteriophagen zu einer
nachzuweisenden Bakterienart. Gleich einem biologi-
schen Prinzip, wonach in den zahlreichen Habitaten von
Bakterienarten dort auch ihre komplementaren Phagen
vermutet werden, ist davon auszugehen, dass zu jeder
Bakterienart mindestens ein Bakteriophage existiert,
welche diese Bakterienart spezifisch infiziert.
Vorzugsweise werden die nachzuweisenden Bakterien-
arten jedoch ausgewahlt aus der Gruppe umfassend Sta-
phylococcus aureus, Methicillin-resistente Staphylococ-
cus aureus (MRSA), Staphylocossus epidermidis, Strep-
tococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Hae-
mophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, Kleb-
siella pneumoniae, Escherichia coli, Escherichia her-
mannii, EHEC, Enterobacter cloacae, Enterococcus fa-
ecalis, Enterococcus faecum, Pseudomonas aerugino-
sa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus
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saprophyticus, Bacteroides fragilis, Entercoccus faeci-
um, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, B-
Streptokokken (agalactiae), Chlamydia trachomatis,
Chlamydia psittaci, Ureaplasma urealyticum, Mycoplas-
ma hominis, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria gonor-
rhoeae, Neisseria meningitidis, Citrobacter freundii, Mo-
raxella catarrhalis, Stenotrophomonas maltophilia, Pas-
teurella multocida, Acinetobacter baumannii, Providen-
cia rettgeri, Bordetella pertussis, Bacillus anthracis, Ba-
cillus cereus, Brucella abortus, Brucella melitensis, Clos-
tridium butolinum, Clostridium difficile, Clostridium tetani,
Clostridium perfringens, Clamydia trachomatis, Coryne-
bacterium diphtheriae, Francisella tularensis, Gardenel-
la vaginalis, Listeria monocytogenes, Morganella mor-
ganii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculo-
sis, Nocardia asteriodes, Salmonella bongori, Salmonel-
la enterica, Shigella spp., Vibrio cholerae, Borrelia burg-
dorferi, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Coxiella
burnettii, Aeromonas spp., Plesiomonas spp., Xantho-
monas maltophilia, Treponema pallidum, Eikenella cor-
rodens, Spirillum minus, Rickettsia prowazeki, Rickettsia
rickettsii, Rickettsia conorii, Cronobacter spp., Campylo-
bacter spp. und Legionella pneumophilia.

[0013] IneinerAusfihrungsform des erfindungsgema-
Ren Verfahrens umfasst die Suspension vorzugsweise
zwei oder mehrere Spezies von markierten Testbakteri-
ophagen. Die Spezies binden jeweils spezifisch an un-
terschiedliche, nachzuweisende Bakterienarten, und die
Markierungen der Spezies sind disjunkt. Dadurch wird
ermdglicht, in einem Ansatz das Vorliegen zweier oder
mehrerer Bakterienarten in einer Probe gleichzeitig
nachzuweisen. Vorzugweise enthalt die Suspension bis
zu 6 verschiedene Spezies, weiter vorzugsweise bis zu
5 verschiedene Spezies, noch weiter vorzugsweise bis
zu 4 verschiedene Spezies und am meisten bevorzugt
bis zu 3 verschiedene Spezies von markierten Testbak-
teriophagen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird das erfindungs-
gemalRe Verfahren parallel mit zwei oder mehreren Sus-
pensionen durchgefiihrt, welche jeweils eine andere
Spezies von markierten Testbakteriophagen umfassen,
wobei die Markierungen der Spezies disjunkt sind. Die
zu testende Probe wird dabei auf die zwei oder mehreren
Suspensionen verteilt. Vorzugsweise erfolgt die Vertei-
lung der zu testenden Probe Uber ein Mikrofluidik-Sys-
tem, so dass die Probe nicht einzeln zu den Suspensio-
nen gegeben werden muss, sondern die Zugabe gleich-
zeitig durch Mikrofluidik-Kandle des Mikrofluidik-Sys-
tems erfolgt. Vorzugsweise werden in dieser Ausfih-
rungsform 6 parallele Suspensionen, weiter vorzugswei-
se 5 parallele Suspensionen, noch weiter vorzugsweise
4 parallele Suspensionen und am meisten bevorzugt bis
zu 3 parallele Suspensionen verwendet. Dadurch wird
ebenfalls ermdglicht, das Vorliegen zweier oder mehre-
rer Bakterienarten in einer Probe gleichzeitig nachzuwei-
sen.

In einer anderen Ausfiihrungsform umfasst das Verfah-
ren ferner einen Schritt, welcher auf Schritt A) folgt, in
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welchem die markierten Bakteriophagen in der Suspen-
sion vor Zugabe der Probe detektiert werden. Dieser
Schritt dient der Erfassung der Gesamtheit der Signale,
welche von den Markierungen der ungebundenen Bak-
teriophagen stammen, als Ausgangsreferenz. Handelt
es sich bei der Markierung beispielsweise um ein Repor-
termolekil mit fluoreszenten Eigenschaften, so wird
nach entsprechender Anregung die Gesamtfluoreszenz
der ungebundenen Bakteriophagen als Ausgangsrefe-
renz vor Zugabe der Probe detektiert.

Vorzugsweise umfasst das Verfahren weiterhin die De-
tektion der in Schritt C) entstandenen Reaktionslésung
vor der Filtration.

Die Markierung der Bakteriophagen umfasst vorzugs-
weise mindestens ein Reportermolekil mit fluoreszenten
oder chemilumineszenten Eigenschaften oder mindes-
tens ein Reportermolekiil, welches durch Interaktion mit
einem sekundaren Molekul Licht emittiert. Weiter bevor-
zugt ist mindestens ein Reportermolekil mit fluoreszen-
ten oder chemilumineszenten Eigenschaften. Mindes-
tens ein Reportermolekil mit fluoreszenten Eigenschaf-
ten ist besonders bevorzugt.

Zu den Reportermolekllen mit fluoreszenten Eigen-
schaften zahlen

e organische Fluorophore, wie Xanthene, Rhodami-
ne, Cumarine, AcridinDerivate, Fluorescein- und
Alexa Fluor-Derivate, SYBR Green und SYBR Gold;

e anorganische Fluorophore und deren Komposite,
wie Quantenpunkte (quantum dots, QD);

* fluoreszierende magnetische Partikel; und

» fluoreszierende Proteine, wie das grin-fluoreszie-
rende Protein (GFP), das gelb-fluoreszierende Pro-
tein (YFP) oder Derivate davon.

Zu den Reportermolekiilen, welche durch Interaktion mit
einem sekundaren Molekilen Licht emittiert, zahlen

¢ Enzyme, wie Alkalische Phosphatase oder Meerret-
tichperoxidase, welche durch Umsatz entsprechen-
der Markersubstrate Licht emittieren; und

e Biotin, das durch Bindung von Streptavidin als Inter-
aktionspartner, welches wiederum eine fluoreszente
oder chemilumineszente Markierung tragt, Licht
emittiert.

Fir die Markierung der Bakteriophagen sind organische
Fluorophore am meisten bevorzugt.

Die Markierung der Bakteriophagen kann durch Kopp-
lung mindestens eines Reportermolekiils an die DNA des
Phagen, an Proteine im Capsid-Bereich (Kopfhillenpro-
teine) oder an Proteine im Schwanz-Bereich des Pha-
gens (tail fiber Proteine) erfolgen. Dabei ist die Kopplung
mindestens eines Reportermolekiils an Proteine im Cap-
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sid-Bereich der Bakteriophagen bevorzugt.
Vorzugsweise erfolgt die Kopplung durch Ausbildung ei-
ner kovalenten Bindung zwischen dem mindestens einen
Reportermolekiil und dem Bakteriophagen. Hierzu wer-
den verwendet

*  Aktivester, wie N-Hydroxysuccinimidester (NHS-es-
ter) oder Sulfotetrafluorophenylester (STFP-ester),
des mindestens einen Reportermolekiils zur Kopp-
lung an Aminogruppen;

* Isothiocyanate des mindestens einen Reportermo-
lekils zur Kopplung an Aminogruppen;

¢ Maleimide des mindestens einen Reportermolekiils
zur Kopplung an Thiolgruppen;

¢ Azide des mindestens einen Reportermolekils zur
Kopplung Uiber eine zweistufige Azid-Alkin-Cycload-
ditionsreaktion an Alkine; und

¢ Photoreaktive Gruppen in dem mindestens einem
Reportermolekil zur unspezifischen Kopplung.

Exemplarisch seien 5(6)-Carboxyfluorescein-NHS-ester
als Beispiel eines Aktivesters, Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) als Beispiel eines Isothiocyanats, Alexa Fluor
488-maleimid als Beispiel eines Maleimids, 5-Azidote-
tramethylrhodamin (5-TAMRA-azid) als Beispiel eines
Azids und Photobiotin als Beispiel einer photoreaktiven
Gruppe genannt.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungs-
gemaRen Verfahrens besteht die Markierung der Bakte-
riophagen jeweils aus mindestens einem fluoreszenten
Reportermolekil. Die Anregung erfolgt jeweils durch ei-
ne Beleuchtungseinheit, welche vorzugsweise ein Laser
oder eine Licht-emittierende Diode (LED) ist. Ferner er-
folgt die Anregung im Wellenldngenbereich von
200-1000 nm, weiter vorzugsweise im Wellenldngenbe-
reich von 350-700 nm. Die Detektion von Bakterien-Bak-
teriophagen-Komplexen auf der Filteroberflaiche im
Uberstand sowie die Detektion von ungebundenen Bak-
teriophagen im Filtrat erfolgt jeweils durch Messung der
Fluoreszenz. Die Messung der Fluoreszenz erfolgt vor-
zugsweise fluoreszenzmikroskopisch und/oder mit Hilfe
eines optischen Sensors. Der optische Sensor wird wei-
ter vorzugsweise ausgewahlt wird aus der Gruppe be-
stehend aus einem Photomultiplier (PMT), einem CCD-
Sensor (charge coupled device) und einem CMOS-Sen-
sor (complementary metal-oxide-semiconductor).

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt
die Detektion jeweils durch zeitaufgeldste Messung der
Lichtemission, d.h. das jeweils von Reportermolekiilen
emittierte Licht wird Uber einen bestimmten Zeitraum
kontinuierlich detektiert. Handelt es sich bei der Markie-
rung der Bakteriophagen jeweils um mindestens ein flu-
oreszentes Reportermolekiil, so erfolgt die Anregung
und Detektion wie in der vorhergehenden Ausflihrungs-
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form beschrieben, mit der MalRgabe, dass die Fluores-
zenz zeitaufgeldst gemessen wird.

Vorzugsweise umfasst das erfindungsgemaRe Verfah-
ren zum Nachweis von Bakterien ferner den Schritt einer
Vortrennung von Bakterien-Bakteriophagen-Komplexen
und ungebundenen Bakteriophagen, wobei sich die Vor-
trennung an Schritt C) anschliel3t. Dabei erfolgt die Vor-
trennung des Reaktionsgemisches nach dem Prinzip der
Gelffiltration (Gelpermeationschromatographie bzw. Gro-
Renausschlussvolumen-Chromatographie) durch eine
Gelmatrix. Dies bedeutet, dass Bakterien-Bakteriopha-
gen-Komplexe und ungebundene Bakteriophagen auf-
grund ihres GréRenunterschiedes separiert werden, wo-
bei die gréBeren Komplexe die Gelmatrix vor den klei-
neren ungebundenen Bakteriophagen verlassen. Die
Gelmatrix besteht vorzugsweise aus synthetischen oder
naturlichen Polymeren, wie Polyvinylchlorid (PVC), Po-
lyvinylidenfluorid (PVDF), Polypropylen (PP), Polyether-
sulfon (PES), Polyethylenglycol (PEG), Polyacrylamid
(PAA), Polytetrafluorethylen (PTFE), Nylon, Polydime-
thylsiloxan (PDMS), Starke, Zuckerverbindungen, Latex
oder Silikon; Metall oder Metall-Legierungen, welche ma-
gnetisch, paramagnetisch, superparamagnetisch oder
un-magnetisch sein kdnnen; Glas, wie Borosilikatglas;
Cellulose, wie Methylcellulose oder regenerierter Cellu-
lose oder anderen Kohlenstoff-verbindungen.

Die Gelmatrix weist vorzugsweise eine PorengréflRe von
0,01-5 uwm auf. Die Wahl des Materials sowie der Poren-
gréRe der Gelmatrix hangt dabei von der Gréf3e und Mor-
phologie der mindestens einen nachzuweisenden Bak-
terienart ab, so dass jeweils eine optimale Vortrennung
der Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe von ungebun-
denen Bakteriophagen erzielt wird.

In einer weiteren Ausfihrungsform umfasst das erfin-
dungsgemalie Verfahren ferner den Schritt einer Kon-
zentrierung der Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe
und der ungebundenen Bakteriophagen vor der Filtration
in Schritt D).

Die Konzentrierung kann mechanisch oder elektromag-
netisch erfolgen.

Weiter vorzugsweise sind die Testbakteriophagen der
mindestens einen Spezies sowie der Referenzphage mit
magnetischen Beads beschichtet. In diesem Fall kann
die Konzentrierung elektromagnetisch durch Anlegen ei-
nes externen Magnetfeldes erfolgen, beispielsweise
durch Bereitstellen eines Elektromagneten.

Die optionalen Schritte der Vortrennung und der Konzen-
trierung kdnnen jeweils einzeln oder auch in Kombination
in dem erfindungsgemafRien Verfahren durchgefiihrt wer-
den.

[0014] In einem weiteren Aspekt beschreibt die vorlie-
gende Erfindung ein Reaktionsgefal® zur Durchfiihrung
des erfindungsgemafien Nachweises von Bakterien.
[0015] Vorzugsweise weist das erfindungsgemafie
Reaktionsgefal eine Léange von 5-20 mm, eine Breite
von 5-20 mm und eine Héhe von 50-100 mm auf.

Das erfindungsgemafRe Reaktionsgefall umfasst min-
destens zwei Kompartimente, welche durch einen Filter
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voneinander getrennt sind. Der Filter weist eine Poren-
gréRe von 0,1 um bis 0,5 wm, vorzugsweise von 0,2-0,5
wm, weiter vorzugsweise von 0,3-0,5 pmund am meisten
bevorzugtvon 0,2-0,4 wm auf. Wie zuvor fir das Verfah-
ren beschrieben, wird die PorengréRe des verwendeten
Filters entsprechend der GréRe und Morphologie der je-
weiligen nachzuweisenden Bakterienart gewahlt, um ei-
ne effiziente Trennung von Bakterien-Bakteriophagen-
Komplexen und sonstigen eventuell vorliegenden Bak-
terien von ungebundenen Bakteriophagen zu erreichen.
Der Filter besteht vorzugsweise aus einer Membran, ei-
ner Folie oder einer Matrix, wie einem Kugelbett oder
einer nano- oder mikrostrukturierten Oberflache aus fi-
lamentdrem oder tubuldrem Material (z.B. Fiber/Hohlfi-
ber).

Vorzugsweise besteht das Filtermaterial aus syntheti-
schen oder naturlichen Polymeren, wie Polyvinylchlorid
(PVC), Polyvinylidenfluorid (PVDF), Polypropylen (PP),
Polyethersulfon (PES), Polyethylenglycol (PEG), Poly-
acrylamid (PAA), Polytetrafluorethylen (PTFE), Nylon,
Polydimethylsiloxan (PDMS), Stérke, Zuckerverbindun-
gen, Latex oder Silikon; Metall oder Metall-Legierungen,
welche magnetisch, paramagnetisch, superparamagne-
tisch oder unmagnetisch sein kénnen; Glas, wie Borosi-
likatglas; Cellulose, wie Methylcellulose oder regenerier-
ter Cellulose oder anderen Kohlenstoff-verbindungen,
wie Aktivkohle.

Ein Kompartiment des Reaktionsgefales ist ein Phagen-
reservoir, welches eine Suspension enthalt, die mindes-
tens eine Spezies von markierten Testbakteriophagen
umfasst, welche spezifisch an eine nachzuweisende
Bakterienart bindet, wobei die Markierung fir die jewei-
lige Spezies von Testbakteriophagen kennzeichnend ist.
Die Konzentration der Bakteriophagen in der Suspensi-
on, das Volumen der Suspension sowie die weiteren
Spezifikationen der Suspension entsprechen den Anga-
ben wie fiir das erfindungsgeméaRe Verfahren beschrie-
ben.

Ebenso gelten die Angaben des Verfahrens bezlglich
der markierten Testbakteriophagen und deren Markie-
rung entsprechend fiir das erfindungsgeméafRe Reakti-
onsgefald.

Die Suspension im Phagenreservoir umfasst ferner ei-
nen markierten Referenz-Bakteriophagen, welcher an
keine nachzuweisende Bakterienart bindet und eine von
den Testbakteriophagen disjunkte Markierung aufweist.
Die vorteilhaften Wirkungen dieser Ausfiihrungsform
sind im Detail fir das erfindungsgemaRe Verfahren be-
schrieben.

In einer Ausfiihrungsform des erfindungsgeméafien Re-
aktionsgefales ist das Phagenreservoir durch eindriick-
bare Membranen geschlossen, so dass die Suspension
nicht in direktem Kontakt mit dem Filter steht. Erst durch
Eindriicken der eindriickbaren Membranen bei der Zu-
gabe einer Probe, die aufdas Vorliegen mindestens einer
nachzuweisenden Bakterienart getestet werden soll,
flieRt die entstehende Reaktionsldsung auf den Filter.
Ein Kompartiment des erfindungsgeméafRen Reaktions-
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gefalesist ein Auffangreservoir, welches fir die Aufnah-
me des Filtrats der Reaktionslésung nach Zugabe einer
Probe zu der Suspension und anschlieRender Filtration
vorgesehen ist.

Weiterhin umfasst das Reaktionsgefalt ein Mittel zu des-
sen |dentifikation.

Vorzugsweise handelt es sich dabei um einen RFID-Chip
(radio-frequency identification) oder um einen Barcode.
Weiter vorzugsweise enthalten der RFID-Chip (radio-fre-
quency identification) oder der Barcode Daten hinsicht-
lich der Seriennummer, des Produktionsdatums, des Ab-
laufdatums, des Phagentiters in der Suspension
und/oder der nachzuweisenden Bakterienart(en) bzw.
der nachzuweisenden Stamme. Das Mittel zur Identifi-
kation ermdglicht eine einfache und eindeutige Identifi-
zierung des Reaktionsgeféafies, wodurch die Gefahr von
Verwechslungen von Reaktionsgefallen minimiert und
somit die Verlasslichkeit eines damit durchgefliihrten
Nachweisverfahrens erhoht wird.

Weiterhin umfasst das erfindungsgemale Reaktionsge-
fall mindestens zwei Messfenster, wobei ein Messfens-
ter im Bereich der Filteroberflache, welche dem Phagen-
reservoir zugewandt ist, angeordnet ist, und ein Mess-
fenster im Bereich des Auffangreservoirs angeordnet ist.
Dadurch wird die Detektion von Bakterien-Bakteriopha-
gen-Komplexen auf der Filteroberflache im Uberstand
und die Detektion von ungebundenen Bakteriophagen
im Filtrat bei der Durchfiihrung des erfindungsgemaRen
Nachweisverfahrens unter Verwendung des erfindungs-
gemalen Reaktionsgefalles ermoglicht.

In einer bevorzugten Ausflihrungsform umfasst das Re-
aktionsgefald ein weiteres Kompartiment zwischen Pha-
genresevoir und Filter, welches mindestens einen Vor-
filter enthalt. Der mindestens eine Vorfilter ermdglicht ei-
ne Vortrennung von Bakterien-Bakteriophagen-Komple-
xen und ungebundenen Bakteriophagen aus dem Reak-
tionsgemisch vor der Filtration.

[0016] Weiter vorzugsweise handelt es sich bei dem
Vorfilter um eine Gelmatrix, welche das Reaktionsge-
misch nach dem Prinzip der Gelfiltration vortrennt. Die
Gelmatrix besteht vorzugsweise aus synthetischen oder
naturlichen Polymeren, wie Polyvinylchlorid (PVC), Po-
lyvinylidenfluorid (PVDF), Polypropylen (PP), Polyether-
sulfon (PES), Polyethylenglycol (PEG), Polyacrylamid
(PAA), Polytetrafluorethylen (PTFE), Nylon, Polydime-
thylsiloxan (PDMS), Starke, Zuckerverbindungen, Latex
oder Silikon; Metall oder Metall-Legierungen, welche ma-
gnetisch, paramagnetisch, superparamagnetisch oder
unmagnetisch sein kénnen; Glas, wie Borosilikatglas;
Cellulose, wie Methylcellulose oder regenerierter Cellu-
lose oder anderen Kohlenstoff-verbindungen. Ferner
weist die Gelmatrix vorzugsweise eine Porengréf3e von
0,01-5 um auf. Die Wahl des Materials sowie der Poren-
gréRe der Gelmatrix hangt dabei von der Gréf3e und Mor-
phologie der mindestens einen nachzuweisenden Bak-
terienart ab, so dass jeweils eine optimale Vortrennung
der Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe von ungebun-
denen Bakteriophagen erzielt wird.
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In dieser Ausfiihrungsform umfasst das Reaktionsgefal
weiterhin ein Messfenster, das unmittelbar unterhalb des
Kompartiments, welches mindestens einen Vorfilter ent-
halt, angeordnet ist.

Vorzugsweise verengt sich das Reaktionsgefaly vom
Phagenreservoir zum Filter hin, so dass eine Konzent-
rierung der Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe und
der ungebundenen Bakteriophagen vor der Filtration er-
moglicht wird.

Dartber hinaus wird das Reaktionsgefal vorzugsweise
im Bereich des Phagenreservoirs durch ein Septum ver-
schlossen.

Das Reaktionsgefall umfasst vorzugsweise ein weiteres
Messfenster, welches im Bereich des Phagenreservoirs
angeordnet ist. Dies ermdglicht die Detektion der Ge-
samtheit der Signale, welche von den Markierungen der
ungebundenen Bakteriophagen stammen, als Aus-
gangsreferenz. Handelt es sich bei der Markierung bei-
spielsweise um ein Reportermolekil mit fluoreszenten
Eigenschaften, so kann nach entsprechender Anregung
die Gesamtfluoreszenz der ungebundenen Bakteriopha-
gen als Ausgangsreferenz vor Zugabe der Probe detek-
tiert werden.

Vorzugsweise umfasst das Reaktionsgefal} ein weiteres
Kompartiment, welches als Abfallreservoir bezeichnet
wird und sich an das Auffangreservoir anschlie3t. Weiter
vorzugsweise ist dieses Kompartiment durch einen End-
filter mit einer Porengréfie von < 0,05 pm von dem Auf-
fangreservoir getrennt. Durch den Endfilter werden samt-
liche Bakteriophagen entfernt, so dass das verbleibende
Filtrat kostenglinstig und gefahrlos entsorgt werden
kann. Alternativ enthalt das Abfallreservoir ein Absorpti-
onsmittel, welches das Filtrat aus dem Auffangreservoir
absorbiert.

In einer alternativen Ausfiihrungsform umfasst das Re-
aktionsgefal ein weiteres Kompartiment zwischen Filter
und Phagenreservoir, welches vorzugsweise von ande-
ren Kompartimenten durch ein Septum getrennt ist. Die-
ses Kompartiment enthalt eine Indikatorldsung mit mar-
kierten Mikro- oder Nanopartikeln, welche nicht an eine
nachzuweisende Bakterienart binden und den Filter auf-
grund ihrer geringen GréRe passieren kénnen. Daher
kann die Indikatorlésung mit den markierten Mikro- oder
Nanopartikeln als Alternative zu einem Referenz-Bakte-
riophagen verwendet werden und mittels Durchstechen
der Membran zugeben werden.

Die verschiedenen Ausfiihrungsformen des erfindungs-
gemaRen Reaktionsgefales schlieRen sich gegenseitig
nicht aus und kénnen daher einzeln oder in Kombination
verwirklicht werden.

[0017] In einem weiteren Aspekt bezieht sich die vor-
liegende Erfindung auf eine Kartusche, welche zwei oder
mehrere erfindungsgemafle Reaktionsgefalle umfasst,
die parallel zueinander angeordnet sind, wobei jedes Re-
aktionsgefal eine unterschiedliche Spezies von markier-
ten Testbakteriophagen in der Suspension in den Pha-
genreservoirs enthalt, welche jeweils spezifisch an un-
terschiedliche nachzuweisende Bakterienarten binden,
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wobei die Markierungen der Spezies disjunkt sind. Da-
durch wird erméglicht, das Vorliegen zweier oder meh-
rerer Bakterienarten in einer Probe gleichzeitig nachzu-
weisen.

Vorzugsweise umfasst die Kartusche bis zu 6 parallel
angeordnete ReaktionsgefélRe, weiter vorzugsweise bis
zu 5 parallel angeordnete Reaktionsgefale, noch weiter
vorzugsweise bis zu 4 parallel angeordnete Reaktions-
gefalRe und am meisten bevorzugt bis zu 3 parallel an-
geordneten Reaktionsgefalie.

Dartber hinaus umfasst die Kartusche vorzugsweise ein
Mikrofluidik-System, in welches die zu testende Probe
injiziert wird und welches die Probe uber Mikrofluidik-
Kanale jeweils zu den Phagenreservoirs der parallel an-
geordneten Reaktionsgefalie leitet, so dass die Probe
nicht einzeln zu den Suspensionen gegeben werden
muss.

[0018] Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin die
Verwendung eines Messgerats zur Durchfiihrung des er-
findungsgemafen Verfahrens zum Nachweis von Bak-
terien.

Das Messgerat umfasst einen Schacht, in den ein erfin-
dungsgemalies Reaktionsgefal oder eine erfindungs-
gemale Kartusche eingeschoben wird.

Ferner umfasst das Messgerat mindestens zwei Detek-
tions-Optiken, welche jeweils im Bereich der Messfens-
ter des eingeschobenen Reaktionsgefalles oder der Kar-
tusche angeordnet sind und einen Prozessor.

Umfasst das Messgerat einen Schachtfir ein Reaktions-
gefal, so kann es je nach Ausfiihrungsform des Reakti-
onsgefales, d.h. entsprechend der Anzahl der Mess-
fenster, drei oder vier Detektions-Optiken beinhalten.
Umfasst das Messgerat dagegen einen Schacht fiir eine
Kartusche, so hangt die Anzahl der Detektions-Optiken
von der Anzahl der in Kartusche parallel angeordneten
Reaktionsgefalle ab, wobei das Messgerat pro parallel
angeordnetem Reaktionsgefal® bis zu vier Detektions-
Optiken beinhalten kann.

Die Detektions-Optiken umfassen jeweils ein Linsensys-
tem zur Fokussierung von emittiertem Licht der Markie-
rung der Bakteriophagen auf mindestens einen opti-
schen Sensor, wobei der mindestens eine optische Sen-
sor das emittierte Licht detektiert.

Vorzugsweise wird der optische Sensor ausgewahlt aus
der Gruppe bestehend aus einem Photomultiplier (PMT),
einem CCD-Sensor (charge coupled device) und einem
CMOS-Sensor (complementary metal-oxide-semicon-
ductor).

Darliber hinaus umfassen die Detektions-Optiken vor-
zugsweise jeweils eine Beleuchtungseinheit, welche
Lichtim Wellenldngenbereich von 200-1000 nm emittiert
und ein Linsensystem zur Fokussierung des von der Be-
leuchtungseinheit emittierten Lichts auf einen Messbe-
reich. Die Beleuchtungseinheit ist dabei ebenfalls mit
dem Prozessor verbunden und wird von diesem gesteu-
ert.

Die Beleuchtungseinheit emittiert vorzugsweise Licht im
Wellenlangenbereich von 350-700 nm. Weiter vorzugs-
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weise ist die Beleuchtungseinheit ein Laser oder eine
Licht-emittierende Diode (LED).

Der Prozessor ist jeweils mit dem mindestens einen op-
tischen Sensor der Detektionsoptiken verbunden und
verarbeitet die erhaltenen Detektionssignale.

Dartiber hinaus umfasst das Messgerat eine mit dem
Prozessor verbundene Ausgabeeinheit, welche die De-
tektionsergebnissen an einen Benutzer ausgibt.

Die Ausgabeeinheit umfasst vorzugsweise ein optisches
Display.

[0019] Weiter vorzugsweise umfasst die Ausgabeein-
heit eine Funkschnittstelle, wodurch die Detektionser-
gebnisse drahtlos per Funk von dem Prozessor an einen
Tablet-Computer oder ein entferntes Computerterminal
Ubertragen werden kdnnen.

Vorzugsweise umfasst das Messgerat ferner ein inte-
griertes Lesegerat, welches das Mittel zur Identifikation
des ReaktionsgeféRes erfasst und die erfassten Daten
an den Prozessor weiterleitet, wobei der Prozessor die
erfassten Daten verarbeitet und die Ergebnisse der Iden-
tifikation Gber die Ausgabeeinheit an einen Benutzer aus-
gegeben werden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform umfasst das
Messgerat ferner einen selektiv zu und abschaltbaren
Elektromagneten, wie beispielsweise eine Ringspule.
Dieser ist weiter vorzugsweise im Bereich der Filterober-
flache des in den Schacht eingeschobenen Reaktions-
gefalRes angeordnet, welche dem Phagenreservoir zu-
gewandt ist.

[0020] Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung
unter Bezugnahme auf die Figuren im Detail dargestellt
und verschiedene Ausflihrungsformen weiter erlautert.
Figur 1 zeigt eine Ausfihrungsform des erfindungsge-
mafRen Verfahrens. Dabei wird eine Probe (3), welche
auf das Vorliegen einer nachzuweisenden Bakterienart
getestet werden soll, in eine Suspension (1), welche in
einem eindriickbaren Phagenreservoir (8) bereitgestellt
ist, injiziert. Die Probe (3) kann dabei weitere, nicht nach-
zuweisende Bakterienarten enthalten. Die Suspension
(1) enthalt in dieser Ausfiihrungsform eine Spezies von
markierten Testbakteriophagen (2), welche spezifisch an
die nachzuweisende Bakterienart bindet. Bei der Markie-
rung handelt es sich um einen Reportermolekil mit flu-
oreszenten Eigenschaften. Nach Mischen der Probe (3)
mit der Suspension (1) und Inkubation des Reaktionsge-
misches flieRt dieses auf den Filter (4) mit einer Poren-
gréRe zwischen 0,1 um und 0,5 wm und wird gravimet-
risch filtriert. Dadurch werden die entstandenen Bakteri-
en-Bakteriophage-Komplexe (5) sowie weitere, nicht
nachzuweisende Bakterienarten auf der Filteroberflache
im Uberstand immobilisiert, wahrend die verbliebenen
ungebundenen Testbakteriophagen (2) die Poren des
Filters (4) passieren und als Filtrat in einem Auffangre-
servoir (9) gesammelt werden. Die Detektion der Bakte-
rien-Bakteriophagen-Komplexe (5) auf der Filteroberfla-
che sowie der ungebundenen Testbakteriophagen (2) im
Filtrat erfolgt durch spezifische Anregung der verwende-
ten fluoreszenten Reportermolekile und durch Messung
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der resultierenden Fluoreszenz. In der Regel erfolgt die
Anregung in dem Wellenldngenbereich, in welchem das
Absorptionsmaximum des jeweiligen fluoreszenten Re-
portermolekiils liegt. In dieser Ausfiihrungsform enthalt
die Suspension (1) ferner einen markierten Referenz-
Bakteriophagen (6), welcher nicht an die nachzuweisen-
de Bakterienart bindet, dadurch die Poren des Filters (4)
passiert und ebenfalls als Filtratin dem Auffangreservoir
(9) aufgefangen wird. Die Markierung des Referenz-Bak-
teriophagen (6) besteht dabei ebenfalls aus einem Re-
portermolekil mit fluoreszenten Eigenschaften, wobei
die Reportermolekiile der Test- (2) und des Referenz-
bakteriophagen (6) disjunkt sind. Dies bedeutet, dass die
jeweiligen fluoreszenten Reportermolekile derart aus-
gewahlt werden, dass sie Licht bei gleichen oder unter-
schiedlichen Anregungswellenldngen absorbieren koén-
nen, jedoch Licht bei unterschiedlichen Wellenldngen
emittieren. Dadurch kdnnen die emittierten Fluoreszenz-
signale der jeweiligen Reportermolekiile und damit der
jeweiligen Bakteriophagen eindeutig unterschieden wer-
den. Die Detektion des Referenz-Bakteriophagen (6) er-
folgt dementsprechend ebenfalls durch spezifische An-
regung seiner fluoreszenten Reportermolekile und
durch Messung der resultierenden Fluoreszenz. Die er-
haltenen Fluoreszenzsignale aus dem Uberstand und
dem Filtrat werden anschlieBend von einem Prozessor
verarbeitet und die Ergebnisse der Detektion an einen
Benutzer ausgegeben. Die Ausgabe kann Uber ein, mit
dem Prozessor verbundenes optisches Display oder
drahtlos per Funk an einen Tablet-Computer oder ein
entferntes Computerterminal erfolgen. Anhand der Bil-
dung der Quotienten aus Gesamtintensitat der gemes-
senen Fluoreszenz im Uberstand und Gesamtintensitat
der gemessenen Fluoreszenz im Filtrat fir den Test- (2)
und fir den Referenz-Bakteriophagen (6) und Vergleich
dieser lasst sich ein verlassliches Ergebnis des Nach-
weisverfahrens erzielen. Ist der ermittelte Quotient fir
den Testbakteriophagen (2) dabei deutlich héher als der
ermittelte Quotient fir den Referenz-Bakteriophagen (6),
so liefert dies einen eindeutigen Nachweis des Vorlie-
gens der nachzuweisenden Bakterienart in der verwen-
deten Probe. Finden sich dagegen Fluoreszenzsignale
des Testbakteriophagen (2) sowohl im Uberstand als
auch im Filtrat, jedoch im vergleichbaren Verhaltnis wie
fur den Referenz-Bakteriophagen (6), so kann von einem
unspezifischen Verstopfen des Filters (4), z.B. durch
nichtnachzuweisende Bakterien, wahrend der Durchfiih-
rung des Verfahrens ausgegangen werden.

Eine weitere Ausfiihrungsform des erfindungsgemaRen
Verfahrens ist in Figur 2 dargestellt. Hierbei werden die
einzelnen Verfahrensschritte wie in der zuvor beschrie-
benen Ausfihrungsform in Figur 1 durchgefthrt, aller-
dings parallel mit drei verschiedenen Suspensionen (1).
Diese enthalten jeweils eine andere Spezies von mar-
kierten Testbakteriophagen (2), welche jeweils spezi-
fisch eine unterschiedliche nachzuweisende Bakterien-
art bindet, sowie einen Referenz-Bakteriophagen (6). Bei
den Markierungen handelt es sich jeweils um fluoreszen-
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te Reportermolekiile, welche jeweils disjunkt sind. Die
zu testende Probe (3) wird in dieser bevorzugten Aus-
fuhrungsform durch Mikrofluidik-Kanale (25) eines Mi-
krofluidik-Systems (24) auf die drei Suspensionen (1)
verteilt, so dass die Zugabe gleichzeitig erfolgt. Aufgrund
der disjunkten Markierungen ist folglich ein jeweils spe-
zifischer Nachweis von drei nachzuweisenden Bakteri-
enarten in einer Probe (3) gleichzeitig moglich.

In Figur 3A ist eine bevorzugte Ausflihrungsform des er-
findungsgemafRen Reaktionsgefalles (7) dargestellt.
Dieses umfasst zunédchst vier Kompartimente (a)-(d).
Kompartiment (a) ist ein Phagenreservoir (8), welches
eine Suspension (1) enthalt, die mindestens eine Spezi-
es von markierten Testbakteriophagen umfasst, welche
spezifisch an eine nachzuweisende Bakterienart bindet,
wobei die Markierung fiir die jeweilige Spezies von Test-
bakteriophagen kennzeichnend ist. Ferner kann die Sus-
pension (1) im Phagenreservoir (8) einen markierten Re-
ferenz-Bakteriophagen, welcher an keine nachzuwei-
sende Bakterienart bindet und eine von den Testbakte-
riophagen disjunkte Markierung aufweist, enthalten. Das
Phagenreservoir (8) ist dabei durch ein Septum (23) ver-
schlossen. Kompartiment (b) enthalt eine Gelmatrix (24)
mit einer Porengréf3e von 0,01-5 wm als Vorfilter, welche
eine Vortrennung des Reaktionsgemisches nach dem
Prinzip der Gelffiltration ermdglicht. Dabei werden Bak-
terien-Bakteriophagen-Komplexe und nicht nachzuwei-
sende Bakterien von ungebundenen Bakteriophagen
aufgrund ihres GréRenunterschiedes separiert, wobei
die gréReren Komplexe die Gelmatrix (24) vor den klei-
neren, ungebundenen Bakteriophagen verlassen. Kom-
partiment (c) ist ein Auffangreservoir (9), welches fiir die
Aufnahme des Filtrats der Reaktionslésung nach Zugabe
einer Probe zu der Suspension (1) und anschlieRender
Filtration vorgesehen ist. Kompartiment (d) stellt ein Ab-
fallreservoir (25) dar, das ein Absorptionsmittel (26) ent-
halt, welches das Filtrat aus dem Auffangreservoir (9)
absorbiert. Die Kompartimente (a) und (b) sind durch ei-
nen Filter (4) mit einer PorengréfRe von 0,1 um bis 0,5
pm von den Kompartimenten (c) und (d) getrennt. In der
dargestellten Ausfiihrungsform verfiigt das Reaktions-
gefall weiterhin Uber einen RFID-Chip (10) zur ldentifi-
kation sowie Uber ein zusatzliches, durch ein Septum
(27) von den anderen Kompartimenten getrenntes Kom-
partiment, welches eine Indikatorldsung (28) mit markier-
ten Mikro- oder Nanopartikeln enthalt. Diese binden nicht
an eine nachzuweisende Bakterienart und passierenden
Filter (4) aufgrund ihrer geringen GroRe. Daher kann die
Indikatorlédsung (28) mit den markierten Mikro- oder Na-
nopartikeln als Alternative zu einem Referenz-Bakterio-
phagen verwendet werden und mittels Durchstechen der
Membran (27) zu der Reaktionslésung geben werden.
Das Reaktionsgefald verengt sich in dieser Ausfihrungs-
form zum Filter (4) hin, so dass eine Konzentrierung der
Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe und der ungebun-
denen Bakteriophagen vor der Filtration ermdglicht wird.
Weiterhin umfasst das dargestellte Reaktionsgefal (7)
insgesamt vier Messfenster (11-14). Dabei ist ein Mess-
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fenster (11) im Bereich der Filteroberflache, welche dem
Phagenreservoir zugewandt ist, angeordnet. Ein weite-
res Messfenster (12) ist im Bereich des Auffangreser-
voirs angeordnet. Dadurch wird die Detektion von auf der
Filteroberflache im Uberstand immobilisierten Bakterien-
Bakteriophagen-Komplexen und von ungebundenen
Bakteriophagen im Filtrat ermdglicht. Ein weiteres Mess-
fenster (13) ist im Bereich des Phagenreservoirs ange-
ordnet, so dass die Gesamtheit der Signale, welche von
den Markierungen der Bakteriophagen stammen, als
Ausgangsreferenz vor Zugabe einer zu testenden Probe
detektiert werden kann. Daruber hinaus ist ein viertes
Messfenster (14) unterhalb der Gelmatrix angeordnet zur
Detektion von Bakterien-Bakteriophagen-Komplexen
und ungebundenen Bakteriophagen im Reaktionsge-
misch bei Austritt aus der Gelmatrix (24) vor der Filtration.
In der gezeigten Ausfiihrungsform weist das Reaktions-
gefal (7) ferner im Bereich des Abfallreservoirs (25) ei-
nen integrierten BellUftungsmechanismus (29) beste-
hend aus Beliftungsnadel (30) und Septum (31) auf. Bei
Durchstechen des Septums (31) wird das Reaktionsge-
fak belftet, wodurch die gravimetrische Filtration gestar-
tet wird.

Figur 3B zeigt den theoretischen Verlauf einer zeitauf-
gelésten Messung der Fluoreszenz in einer bevorzugten
Ausfiihrungsform des erfindungsgeméafien Verfahrens
unter Verwendung des erfindungsgemafRen Reaktions-
gefales (7) aus Figur 3A. Hierbei wird eine Probe, die
auf das Vorliegen einer nachzuweisenden Bakterienart
getestet wird, durch das Septum (23) in die Suspension
(1) im Phagenreservoir (8) injiziert, durch mehrfaches
(3-5x) Schwenken mit der Suspension (1) vermischt und
5-10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die min-
destens eine Spezies von Testbakteriophagen in der
Suspension (1) weist dabei fluoreszente Reportermole-
kile als Markierung auf. Mit dem Durchstechen des Sep-
tums (31) im integrierten BelUftungsmechanismus (29)
wird gleichzeitig eine zeitaufgeldste Messung der Fluo-
reszenzintensitat an den vier Messfenstern (11-14) des
ReaktionsgefaRes (7) gestartet. Infolge der Bellftung
werden die Kompartimente (b) und (c) nacheinandervom
Reaktionsgemisch durchstrdmt, wodurch die Fluores-
zenz an Messfenster 13 in Kompartiment (a) im zeitlichen
Verlauf immer weiter abnimmt, bis diese nicht mehr de-
tektierbar ist. In der Gelmatrix (24) in Kompartiment (b)
werden ungebundene Phagen von gréReren Bakterien-
Bakteriophagen-Komplexen aufgrund ihres Gréf3enun-
terschiedes separiert. Die groReren Bakterien-Bakterio-
phagen-Komplexe verlassen die Gelmatrix (24) vor den
kleineren ungebundenen Bakteriophagen, wodurch die
Fluoreszenz an Messfester (14) zunachst zunimmt bis
alle Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe diesen Mess-
bereich passiert haben. Danach nimmt die Fluoreszenz
wieder etwas ab, bis schlieRlich die ungebundenen Bak-
teriophagen die Gelmatrix verlassen, was durch einen
erneuten Anstieg der Fluoreszenz an Messfenster (14)
gekennzeichnet ist. Auf dem Filter (4) werden die Bak-
terien-Bakteriophagen-Komplexe immobilisiert, so dass
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deren Fluoreszenzsignal an Messfenster (11) zunimmt,
bis alle Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe bzw. nicht
nachzuweisenden Bakterienarten auf dem Filter (4) im-
mobilisiert sind. Ungebundene Bakteriophagen passie-
ren den Filter (4) und treten als ansteigendes Fluores-
zenzsignal in Messfenster (12) im Auffangreservoir (9)
in Erscheinung. Uberschiissiges Reaktionsgemisch, das
das Reaktionsgefal vollstdndig durchlaufen hat, wird in
Kompartiment (d) gesammelt und durch ein Absorptions-
mittel (26) gebunden.

Eine schematische Darstellung des Aufbaus von erfin-
dungsgemalem Reaktionsgefal (7) und Messgerét (15)
in einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist in Fi-
gur 4 dargestellt. Das gezeigte Reaktionsgefaly (7) ent-
hélt ein Phagenreservoir (8) mit eindriickbaren Membra-
nen, welches wiederum eine Suspension (1) enthalt, die
mindestens eine Spezies von markierten Testbakterio-
phagen (2) umfasst, welche spezifisch an eine nachzu-
weisende Bakterienart bindet, wobei die Markierung fir
die jeweilige Spezies von Testbakteriophagen (2) kenn-
zeichnend ist. Ferner kann die Suspension (1) im ein-
driickbaren Phagenreservoir (8) einen markierten Refe-
renz-Bakteriophagen (6)enthalten, welcher an keine
nachzuweisende Bakterienart bindet und eine von den
Testbakteriophagen (2) disjunkte Markierung aufweist,
enthalten. Das Reaktionsgefal} (7) istim oberen Bereich
mit einem Septum (23) verschlossen, an das sich ein
Grobfilter (32) mit einer Porengré3e von 0,5-10,0 wm an-
schlielt, um groRere Schwebteile und etwaige Verunrei-
nigungen zu entfernen. Dabei kann auch ein mehrstufi-
ger Grobfilter (32) mit abnehmenden PorengréRen von
0,5-10 wm verwendet werden. Durch Injektion einer zu
testenden Probe (3) in die Suspension (1) im Phagenre-
servoir (8) werden die Membranen des Phagenreser-
voirs (8) eingedriickt, so dass die entstehende Reakti-
onslésung beginnt, aufgrund der Gravitation in Richtung
des Filters (4) zu flieRen, welcher eine PorengréRe von
0,2 wm aufweist. In der gezeigten Ausfiihrungsform ver-
engtsich das Reaktionsgefal (7) nach unten hin, so dass
eine Konzentrierung der Bakterien-Bakteriophagen-
Komplexe (5) und der ungebundenen Bakteriophagen
(2, 6) vor der Filtration erméglicht wird. Zusatzlich erfolgt
eine Konzentrierung elektromagnetisch durch selektives
Zu- und Abschalten eines homogenen Magnetfeldes.
Hierfir umfasst das Messgeréat (15) eine Ringspule (33)
als Elektromagneten, welche im Bereich der Filterober-
flache des Filters (4) angeordnet ist. Dariiber hinaus sind
die Testbakteriophagen (2) der mindestens einen Spe-
zies sowie der optionale Referenzphage (6) mit magne-
tischen Beads beschichtet. An den Filter 4 schlieft sich
ein Auffangreservoir (9) zur Aufnahme des Filtrats nach
erfolgter Filtration an. An das Auffangreservoir (9)
schlie3t sich wiederum ein weiteres Kompartiment an,
welches als Abfallreservoir (25) bezeichnet wird und
durch einen Endfilter (34) mit einer Porengrofie von <
0,05 wmvon dem Auffangreservoir (9) getrenntist. Durch
den Endfilter (34) werden samtliche Bakteriophagen ent-
fernt, so dass das verbleibende Filtrat kostengtinstig und
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gefahrlos entsorgt werden kann. In dieser Ausfiihrungs-
form besteht die Markierung der Bakteriophagen (2, 6)
ebenfalls aus mindestens einem Reportermolekil mit flu-
oreszenten Eigenschaften. Dementsprechend umfasst
das Messgerat (15) neben einem Schacht, in den das
Reaktionsgefal (7) eingeschoben wird, zwei Detektions-
Optiken (16), welche jeweils im Bereich der Messfenster
(11, 12) des eingeschobenen Reaktionsgefales (7) an-
geordnet sind. In der vorliegenden Ausfiihrungsform be-
deutet dies, dass eine Detektions-Optik (16) im Messbe-
reich an der Filteroberflache des Filters (4) zur Detektion
von Bakterien-Bakteriophagen-Komplexen (5) angeord-
net ist, wahrend die zweite Detektions-Optik (16) im
Messbereich an der Filteroberflache des Endfilters (34)
zur Detektion von ungebundenen Bakteriophagen (2, 6)
angeordnetist. Die Detektions-Optiken (16) enthalten je-
weils eine LED (19) als Beleuchtungseinheit, welche
Licht im Wellenldngenbereich von 200-1000 nm, vor-
zugsweise 350-700 nm, emittiert, je nach den Absorpti-
onseigenschaften der verwendeten fluoreszenten Re-
portermolekiile. Dabei soll méglichst eine maximale Ab-
sorption erzielt werden, um ein entsprechend starkes
Fluoreszenzsignal zu generieren. Ferner enthalten die
Detektions-Optiken (16) jeweils ein Linsensystem (20)
zur Fokussierung des von der LED emittierten Lichts auf
die oben beschriebenen Messbereiche und jeweils ein
weiteres Linsensystem (17) zur Fokussierung des emit-
tierten Lichts der fluoreszenten Reportermolekile auf
mindestens einen optischen Sensor (18), wie z.B. einem
Photomultiplier, einem CCD-Sensor oder einem CMOS-
Sensor. Die optischen Sensoren (18) der beiden Detek-
tions-Optiken (16) detektieren dabei jeweils das einfal-
lende Licht und leiten die erhaltenen Detektionssignale
an einen Prozessor weiter, welcher jeweils mit diesen
verbunden ist. Der Prozessor verarbeitet schliefllich die
erhaltenen Detektionssignale und leitet die Detektions-
ergebnisse an ein mit dem Prozessor verbundenes Dis-
play weiter, welche diese optisch an einen Benutzer aus-
gibt (nicht gezeigt). Dartber hinaus kann eine oder kén-
nen beide Detektionsoptiken (16) einen Strahlenteiler
(35) zur spektralen Trennung mehrerer Farbkanéle ent-
halten.

In Figur 5 ist ein RFID Chip als eine Ausfiihrungsform
des Mittels zur Identifizierung des erfindungsgemafen
ReaktionsgefalRes dargestellt, welcher unter anderem
Daten hinsichtlich der Seriennummer, des Produktions-
datums, des Ablaufdatums, des Phagentiters in der Sus-
pension und/oder der nachzuweisenden Bakterien-
art(en) bzw. der nachzuweisenden Stamme enthalt. Das
RFID Chip erméglicht eine einfache und eindeutige Iden-
tifizierung des ReaktionsgeféaRes, wodurch die Gefahr
von Verwechslungen von Reaktionsgeféalen minimiert
und somit die Verlasslichkeit eines damit durchgefiihrten
Nachweisverfahrens erhoht wird.
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Experimenteller Teil

1. Isolierung von Bakteriophagen

[0021] Da Bakteriophagen keinen eigenen Stoffwech-
sel besitzen, kdnnen sie nur auf einem geeigneten Wirts-
bakterium angezogen und vermehrt werden. Die Wirts-
bakterien benétigen ein Nahrmedium, in dem sie optimal
wachsen kénnen. Je besser das Wachstum der Bakte-
rien desto hoher ist die Ausbeute an Bakteriophagen. In
einem ersten Schritt wird pulverférmiges Nahrmedium in
Wasser gel6st und in einem Autoklaven sterilisiert. Da-
nach wird das sterile Nahrmedium direkt aus dem Auto-
klaven in einen Fermenter gepumpt und dort auf die op-
timale Temperatur fiir das Wachstum der Wirtsbakterien
vorgeheizt (z.B. 30°C). Sobald die Nahrlésung die Be-
triebstemperatur erreicht hat, werden aus einer Bakteri-
envorkultur Wirtsbakterien in den Fermenter gegeben.
Diese Bakterien beginnen nun, sich zu teilen. Nach einer
kurzen Adaptationsperiode wachsen die Wirtsbakterien
exponentiell, d.h. mit der héchstmdglichen, fiir den Bak-
terientyp spezifischen, Wachstumsrate.

[0022] Das Wachstum der Bakterienzellen wird Uber
die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlange
von 600 nm (ODgqq) in einem Photometer verfolgt. Wenn
eine in Vorexperimenten optimierte Zelldichte erreichtist,
z.B. 5 x 108 Bakterien pro Milliliter Nahrldsung, werden
aus einer Bakteriophagen-Vorkultur Bakteriophagen
zum Fermenter zugegeben. Die Konzentration der Bak-
teriophagen in der Vorkultur wird im Vorfeld mittels der
klassischen Titrationsmethode, einer biologischen Aktiv-
itditsnachweis-methode, bestimmt (siehe z.B. Martha R.
J. Clokie, Andrew M. Kropinski (eds.), Bacteriophages:
Methods and Protocols, Volume 1: Isolation, Character-
ization, and Interactions, vol. 501, C 2009 Humana
Press, a part of Springer Science+Business Media). Die
Konzentration wird so eingestellt, dass idealerweise
jedes Bakterium im Fermenter durch mindestens einen
Bakteriophagen erkannt und infiziert wird. Nach erfolg-
reicher Infektion produzieren die Wirtsbakterien nun
neue Bakteriophagen anstatt wie bisher neue Bakterien.
Der Vermehrungsprozess der Bakteriophagen dauert et-
wa eine Stunde, und in dieser Zeit werden pro Bakterien-
zelle etwa 100 neue Bakteriophagen produziert.

[0023] Am Ende des Prozesses platzen die Bakterien
auf und entlassen die neuen Bakteriophagen ins Nahr-
medium. Die so im Fermenter entstandene Lésung ist
hoch viskos, da sie neben den neuen Bakteriophagen
auch alle Komponenten der aufgeplatzten Bakterienzelle
(Bruchstiicke der Zellwand, Lipide, Ribosomen, Erbma-
terial der Bakterien etc.) und auch die urspriinglichen
Komponenten des Nahrmediums (Zucker, Salze und
Proteine) enthélt. Deshalb missen die Bakteriophagen
erst Uber ein mehrstufiges Filtrationsverfahren aufgerei-
nigt werden, bevor sie fur eine Markierungsreaktion zur
Verfiigung stehen. Nach der Aufreinigung erfolgt eine
Sterilfiltration, z.B. Gber 0,2 wm Sartobran® Filterkartu-
schen von Sartorius Stedim Biotech, kombiniert mit der
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Abfillung in Vorratsbehalter (Kegs).

[0024] In dieser Form sind Bakteriophagen stabil, las-
sen sich einfach transportieren und tber Monate ohne
Aktivitatsverlust lagern.

2. Markierung von Bakteriophagen mit Reportermolekii-
len

[0025] Um Nebenreaktionen wahrend der Kopplung
mit Reportermolekilen und schlechte Kopplungseffizi-
enzen zu vermeiden, werden die Phagen vor der Mar-
kierung mit den aktivierten Reporter-Molekdilen gereinigt
und umgepuffert. Wahrend der Isolierung von Proteinen
muss in vielen Fallen ein Pufferaustausch vorgenommen
werden, z.B. wenn mehrere chromatographische Verfah-
ren mit unterschiedlichen Puffern hintereinander verwen-
det werden sollen.

[0026] Die fur die Markierungsexperimente eingesetz-
ten Phagen werden mittels der folgenden Standardver-
fahren gereinigt und gegebenenfalls konzentriert:

¢ durch Ultrafiltration, wobei der GroRenausschlu3be-
reich (molecular weight cut-off (MWCQO)) > 100 kDa

sein sollte:

e durch Polyethylenglycol/Natriumchlorid-Prazipitati-
on

e durch GroRRenauschluf3-Chromatographie (Gelffiltra-
tion)

e durch lonenaustausch-Chromatographie
e durch Dialyse

[0027] Die Trennung kleiner, lberschissiger Mole-
kile, wie Salze, Farbstoffe oder Biotin, aus Lésungen
von Phagen wird durch Fallung mit Polyethylenglycol und
Natriumchlorid und anschlieRender Zentrifugation du-
rchgefiihrt (Jaye, D.L., Edens, H.A., Mazzucchelli, L.,
Parkos, C.A., 2001. Novel G protein-coupled responses
in leukocytes elicited by a chemotactic bacteriophage
displaying a cell type-selective binding peptide. J. Immu-
nol. 166, 7250).

[0028] Im Anschluf3 an die Inkubation der Kopplungs-
reaktion werden die Phagen-Konjugate mindestens
zweimal mit Polyethylenglycol 8000 (PEG 8000) und ei-
ner NaCl-Losung geféllt. Dieses minimiert den Anteil frei-
er Reporter-Molekiile in der Konjugatlésung. Abschlie-
Rend wird das Konjugatpelletin einem geeigneten Puffer
resuspendiert. Gelfiltrationssaulen mit einem GrofRRen-
ausschlussmaterial auf Dextran-Basis mit einem MWCO
> 25 kDa kénnen ebenfalls eingesetzt werden. Die lo-
nenaustausch-Chromatographiebasierte Reinigung ge-
stattet ebenfalls die rasche Trennung der Konjugate von
den kleinen Molekiilen, wobei der geeignetste Gradient
und die Art sowie die Starke des lonenaustauscherma-
terials von den eingesetzten Markermolekilen und der
Natur der spezifischen Phagen abhangen. Eine Optimie-
rung der Parameter ist vorab notwendig.
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Beispiel 1:

[0029] 1x10'! pfu von zuvor gereinigten und konzen-
trierten TB54 Bakteriophagen (siehe oben) wurden in 10
ml PBS mit 0,1 M NaHCO;, (pH 8,5) resuspendiert. Da-
raufthin 100 nmol 5(6)-Carboxyfluorescein-NHS-Ester
pro 1x1010 pfu zugegeben. Die Kopplungsreaktion ver-
lauft bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir eine Stunde.
Wie in Figur 6 schematisch dargestellt reagiert der NHS-
Ester von 5(6)-Carboxyfluorescein (2) mit den primaren
Aminogruppen von Proteinen auf der Oberflache der
TB54 Phagen (1) unter Ausbildung stabiler Amidbindun-
gen.

[0030] Die Reinigung der Konjugate erfolgt entweder
per Préazipitation oder mittels chromatographischer Me-
thoden wie oben beschrieben. Anschlielend wird das
Konjugat photophysikalisch mittels UV/vis- und Fluores-
zenzspektroskopie charakterisiert.

[0031] In Figur 7 sind die Anregungs- und Emissions-
spektren von 5(6)-Carboxyfluorescein-markierten TB54
Bakteriophagen gezeigt. Die Spekiren lassen das Anre-
gungs- bzw. Emissionsmaximum von 5(6)-Carboxyfluo-
rescein bei einer Wellenlange von 495 nm bzw. im Be-
reich von 520-530 nm erkennen. Diese Wellenldngen
wurden im Folgenden auch fir fluoreszenzmikroskopi-
sche Untersuchungen der Bakterien-Bakteriophagen-In-
teraktion verwendet.

Beispiel 2:

[0032] Eine Fluorescein-isothiocyanat (FTIC)-L&sung
in 0,1 M Carbonat-Puffer, pH 9,0 wird vorbereitet. Ein
entsprechendes Aliquot wird zu der, wie in Beispiel 1
vorbereiteten Phagen-Losung gegeben und vorsichtig
durchmischt. Die Phagensuspension wird fiir eine Stun-
de bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Reini-
gung und Charakterisierung des Konjugates erfolgt wie
in Beispiel 1 beschrieben.

3. Spezifitat der Bakterien-Bakteriophagen-Interaktion

[0033] Um die enorme Wirtsspezifitat einer markierten
Spezies von Testbakteriophagen zu demonstrieren, wur-
den in einem vorbereitenden Schritt Ubernachtkulturen
von Escherichia coli-Bakterien der Stamme C600 (PTC
Phage Technology Center GmbH), ECOR34 (PTC Pha-
ge Technology Center GmbH) und XL10-Gold (Agilent)
unter Standardbedingungen bei 37°Cin 10 mI TSB (Tryp-
tic Soy Broth)(Sigma-Aldrich) hergestellt. Die Ubernacht-
kulturen wurden am folgenden Tag verdinnt (1:10 in
TSB) und fiir weitere zwei Stunden bei 37°C inkubiert.
Die auf diese Weise erhaltenen Bakteriensuspensionen
wurden anschlieBend zu gleichen Teilen vermischt
(1:1:1). Fur den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis
der Bakteriophagen-Wirt Interaktion wurden 10 wl der
Bakterien-Mischkultur E. coli Bakterien (C600, ECOR34,
XL10-Gold) in 990 pl einer Suspension von 5(6)-Carbo-
xyfluorescin-markierten TB54 Bakteriophagen in PBS,
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pH 7,4 gegeben (Bakterientiter: ~1x108 Zellen/ml; Pha-
gentiter: ~1x108 pfu/ml) und fiir 5 min bei Raumtempe-
ratur (RT) inkubiert. Von dem Reaktionsgemisch wurden
anschlieBend 20 pl auf einen Objekttrager gegeben und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Eclipse Ti, 100x
Objektiv, Nikon).

[0034] Figur 8A zeigt die erhaltene fluoreszenzmikro-
skopische Aufnahme nach Inkubation der E. coli Bakte-
rienstamme C600, ECOR34 und XL10-Gold mit
5(6)-Carboxyfluorescin-markierten TB54 Bakteriopha-
gen. Der Bildausschnitt in der linken unteren Ecke zeigt
eine vergrofRerte Darstellung des weil® umgrenzten Bild-
bereichs.

[0035] In Figur 8B ist eine entsprechende Hellfeldauf-
nahme nach Inkubation der E. coli Bakterienstdmme
€600, ECOR34 und XL 10-Gold mit 5(6)-Carboxyfluores-
cin-markierten TB54 Bakteriophagen dargestellt. Der
Bildausschnitt in der linken unteren Ecke zeigt eine ver-
groRerte Darstellung des weil® umgrenzten Bildbereichs.
Die weilen Pfeile weisen dabei auf nichtmarkierte Bak-
terien hin, die sich morphologisch von den, mit
markiertenTB54-Phagen infizierten E. coli C600 Bakte-
rienzellen unterscheiden und den Stdmmen ECOR34
bzw. XL10-Gold zuzuordnen sind (GréRenmarker: 10
pm).

[0036] Die Versuchsergebnisse belegen die enorme
Spezifitdt der mit 5(6)-Carboxyfluorescin-markierten
TB54 Bakteriophagen. Diese binden ausschlieBlich an
den E. coli C600 Bakterienstamm, wahrend die Stamme
ECOR34 und XL10-Gold nicht infiziert werden. Daher
weisen im Reaktionsgemisch nur Bakterien des E. coli
C600 Stamms durch Komplexbildung Fluoreszenzsigna-
le auf. Somit bietet das erfindungsgeméaRe Verfahren,
aufgrund der enormen Wirtsspezifitdt von Bakteriopha-
gen, einen eindeutigen und verlasslichen Nachweis von
Bakterienarten. Dabei kdnnen sogar einzelne Stamme
innerhalb einer Bakterienart nachgewiesen werden.
[0037] Figur 9A zeigt dartiber hinaus optische Schnitt-
bilder der in diesem Versuch erhaltenen E. coli C600-
TB54 Bakteriophagen-Komplexe. Die optischen Schnitte
wurden Abstanden von 0,3 wm angefertigt (GréRenmar-
ker 2 pm). In der oberen Reihe sind die Komplexe im
Durchlicht dargestellt, die untere Reihe zeigt dieselben
Komplexe in fluoreszenzmikroskopischer Darstellung.
[0038] Die Verteilung der punktférmigen Fluoreszenz-
signale lasst dabei eine Lokalisation der fluoreszenten
Reportermolekiile (5(6)-Carboxyfluorescin) auf der Bak-
terienoberflache erkennen.

[0039] In Figur 9B sind dreidimensionale Rekonstruk-
tionen der erhaltenen E. coli C600-TB54 Bakteriopha-
gen-Komplexe in unterschiedlichen perspektivischen
Ansichten dargestellt, was die Oberflachenlokalisation
der der fluoreszenten Reportermolekiile bestatigt.

4. Sensitivitat des Verfahrens

[0040] Zur Ermittlung der Sensitivitat des Nachweis-
verfahrens fir Bakterien wurde durch serielle Verdiin-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

17

nung einer Ausgangssuspension von 5(6)-Carboxyfluo-
rescin-markierten TB54 Bakteriophagen (PBS, pH 7,4,
Phagentiter: ~1x108 pfu/ml) mit PBS, pH 7,4 eine Ver-
dinnungsreihe erstellt. Von den jeweiligen Verdin-
nungsstufen mit ~1x107 pfu/ml, ~1x108 pfu/ml, ~1x105
pfu/ml, ~1x104 pfu/ml und ~1x103 pfu/ml wurden jeweils
1 mlin eine Messkuvette gegeben und fluoreszenzspek-
troskopisch untersucht (Qwave compact USB Spektro-
meter, RGB Lasersystems). Als Referenz wurde 1 ml
PBS Puffer ohne markierte TB54 Bakteriophagen ver-
wendet.

[0041] Die erhaltenen Fluoreszenzspektren sind in Fi-
gur 10 dargestellt. Fir samtliche Verdiinnungsstufen ist
jeweils ein distinktes Maximum der Emission im Wellen-
langenbereich zwischen 520 und 530 nm zu erkennen,
was dem Emissionsmaximum von 5(6)-Carboxyfluores-
cin entspricht. In Figur 10B ist daher das Integral der
Fluoreszenz im Wellenlangenbereich zwischen 520 und
530 nm fiir die verschiedenen Phagentiter dargestellt.
Dabei ist das erhaltene Fluoreszenzintegral fiir eine Pha-
genmenge von nur ~1x103 pfu noch deutlich von der Re-
ferenz unterscheidbar, d.h. es gelingt ein spezifischer
Nachweis ab ~1x103 Bakteriophagen.

[0042] Bei einer durchschnittlichen Menge von ~1x102
gebundenen Bakteriophagen pro infiziertem Bakterium
bedeutet dies, dass durch das erfindungsgemale Ver-
fahren ein spezifischer Nachweis bereits ab einer Bak-
terienkonzentration von nur ~10 Bakterienzellen/ml er-
bracht werden kann. Das erfindungsgemaRe Verfahren
ist damit nicht nur hoch-spezifisch, sondern auch héchst
sensitiv.

5. Spezifischer Nachweis einer Bakterienart bzw. eines
Stamms einer Bakterienart.

[0043] Im Folgenden ist der spezifische Nachweis fiir
den Bakterienstamm Escherichia coli C600 mit Hilfe des
erfindungsgeméafen Verfahrens bei unterschiedlichen
Bakterienkonzentrationen beschrieben.

[0044] Dazuwurde zunachsteine Ubernachtkultur des
Bakterienstamms Escherichia coli C600 (PTC Phage
Technology Center GmbH) unter Standardbedingungen
bei 37°Cin 10 mI TSB ( Tryptic Soy Broth)(Sigma-Aldrich)
hergestellt. Die Ubernachtkultur wurde am folgenden
Tag verdinnt (1:10in TSB) und fiir weitere zwei Stunden
bei 37°C inkubiert. Von der erhaltenen Kultur wurde im
Anschluss eine Verdinnungsreihe durch serielle Ver-
diinnung mit TSB erstellt. Zur Bestimmung der Bakteri-
enkonzentration in den seriell verdiinnten Bakteriensus-
pensionen wurde die optische Dichte bei 600 nm (ODgq)
gemessen. Figur 11A zeigt die jeweils erhaltenen Daten
der Bakterientiter fur die verschiedenen Verdliinnungs-
stufen.

[0045] Die Ausgangsintensitat der Fluoreszenz in der
Phagensuspension vor Zugabe einer zu testenden Pro-
be wurde bestimmt, indem 900 .l einer Suspension von
5(6)-Carboxyfluorescin-markierten TB54 Bakteriopha-
gen und Alexa532-markierten TB99 Bakteriophagen
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(~108 pfu/ml in PBS, versetzt mit 10 mM MgCl,) mit 100
wl TSB-Medium vermischt und fir 5-10 min bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert wurden. Der Alexa532-mar-
kierte TB99 Bakteriophage dient dabei als Referenz-
Bakteriophage mit disjunkter Markierung. Die Fluores-
zenzsignale des Testbakteriophagen (5(6)-Carboxyfluo-
rescin-TB54) und des Referenz-Bakteriophagen
(Alexa532-TB99) wurden anschlielend mit einem Plat-
tenlesegerat (Perkin EImer) gemessen. Die erhaltenen
Messwerte wurden als Ausgangsintensitat bzw. 100%
Signalintensitatder Phagensuspension vor Zugabe einer
zu testenden Probe definiert, welche im Graph in Figur
11B als gestrichelte Linie eingezeichnet sind.

[0046] Weiterhin wurden jeweils 900 pl der oben ge-
nannten Suspension mit jeweils 100 pl der seriell ver-
dunnten E. coli C600 Bakteriensuspensionen (~104-107
Zellen/mlin TSB) vermischt und die Reaktionsgemische
ebenfalls fir 5-10 min bei Raumtemperatur (RT) inku-
biert. Die Reaktionsgemische wurden anschlieRend je-
weils durch einen Filter mit einer Porengréf3e von 0,4 pm
(Micropore Membran, Milipore) filtriert.

[0047] Die Fluoreszenz in den erhaltenen Filtraten
wurde jeweils mit einem Plattenlesegerat (Perkin Elmer)
gemessen. Abbildung 11B zeigt jeweils die Fluoreszen-
zintensitdten von ungebundenen 5(6)-Carboxyfluores-
cin-markierten TB54 Bakteriophagen (Quadrate) und
Alexa532-markierten TB99 Bakteriophagen (Dreiecke)
im Filtrat. Die angegebenen Fluoreszenzintensitaten
wurden jeweils durch Normalisierung auf den ermittelten
Ausgangsintensitatswert erhalten, d.h. die gemessenen
Fluoreszenzintensitdten wurden jeweils in Bezug zur
Ausgangsintensitat gesetzt. Dabei ist zu erkennen, dass
die Fluoreszenzintensitdt der Testbakteriophagen
(5(6)-Carboxyfluorescin-TB54 als Quadrate) deutlich ab-
nimmt. Dies zeigt, dass die Testbakteriophagen den Bak-
terienstamm E. coli C600 spezifisch infizieren und die
entsprechenden Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe
bilden, welche durch Filtration entfernt werden. Dadurch
ist die Anzahl ungebundener Testbakteriophagen im Fil-
trat geringer als in der anfanglichen Phagensuspension,
was sich in der Abnahme der Fluoreszenzintensitat im
Filtrat wiederspiegelt.

[0048] Die Fluoreszenzintensititen im Uberstand sind
in Abbildung 11C dargestellt. Die dargestellten Messwer-
te wurden jeweils fluoreszenzmikroskopisch, durch Ab-
lichtung der Filteroberflachen mit einem Standardobjek-
tiv (20x, Nikon) und Berechnung der mittleren Bildinten-
sitat aus drei Bildern pro Filterflache ermittelt (Mittelwert
+ Standardabweichung, N=3). Die Daten zeigen, dass
mit Zunahme der Bakterienkonzentration in der zugege-
benen Probe, die Fluoreszenzintensitat des Testbakte-
riophagen (5(6)-Carboxyfluorescin-TB54)  zunimmt,
wahrend sich die Fluoreszenzintensitat des Referenz-
Bakteriophagen (Alexa532-TB99) kaum &ndert. Dies
lasst darauf schlieen, dass der Testbakteriophage die
nachzuweisenden Bakterien spezifisch bindet und mit
steigender Konzentration der Bakterien auch die Kon-
zentration der gebildeten Bakterien-Bakteriophagen-
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Komplexe zunimmt, welche schlieRlich durch die Filtra-
tion auf der Filteroberflache immobilisiert werden. Der
Referenz-Bakteriophage bindet dagegen nicht an die
nachzuweisende Bakterienart bzw. den nachzuweisen-
den Bakterienstamm, so dass die Konzentration der Bak-
terien keinen Einfluss auf dessen gemessene Fluores-
zenzintensitat im Uberstand hat.

[0049] Wie gezeigt, erlaubt das erfindungsgemalie
Verfahren einen hoch-spezifischen und hoch-sensitiven
Nachweis von Bakterien. Das Verfahren istdabei einfach
durchzufiihren und liefert sehr verlassliche Ergebnisse.
Zudem ist der Zeitaufwand des Verfahrens gering, so
dass ein Nachweis innerhalb von weniger als einer Stun-
de ab Probenzugabe gelingt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von Bakterien, umfassend
die Schritte

A) Bereitstellen einer Suspension (1), umfas-
send mindestens eine Spezies von markierten
Testbakteriophagen (2), welche spezifisch an
eine nachzuweisende Bakterienart bindet, wo-
bei die Markierung fir die jeweilige Spezies von
Testbakteriophagen (2) kennzeichnend ist;

B) Zugabe einer Probe (3), die aufdas Vorliegen
mindestens einer nachzuweisenden Bakterien-
art getestet werden soll, zu der Suspension;
C) Mischen der Probe mit der Suspension und
Inkubation des Reaktionsgemisches;

D) Filtration des Reaktionsgemisches durch ei-
nen Filter (4), wobei der Filter (4) eine Poren-
gréRe von 0,1 um bis 0,5 um aufweist und die
PorengrofRe des verwendeten Filters (4) so ge-
wahlt ist, dass die mindestens eine nachzuwei-
sende Bakterienart sowie Bakterien-Bakterio-
phagen-Komplexe (5), welche aus Bakterien
der mindestens einen nachzuweisenden Bakte-
rienart und daran gebundenen Testbakterio-
phagen (2) der mindestens einen Spezies be-
stehen, zuriickgehalten und auf der Filterober-
flache immobilisiert werden, wahrend ungebun-
dene Bakteriophagen (2, 6) den Filter passieren
kénnen;

E) Detektion von Bakterien-Bakteriophagen-
Komplexen (5) im Uberstand, bei Vorliegen min-
destens einer nachzuweisenden Bakterienart,
wobei die Komplexe aus Bakterien der mindes-
tens einen nachzuweisenden Bakterienart und
daran gebundenen Testbakteriophagen (2) der
mindestens einen Spezies von Testbakterio-
phagen (2) bestehen;

F) Detektion von ungebundenen Testbakterio-
phagen (2) im Filtrat;

G) prozessorgestlitzte Verarbeitung von erhal-
tenen Signalen, welche durch die Detektion in
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den Schritten E) und F) erzeugt werden und
Ausgabe von Detektionsergebnissen an einen
Benutzer,

dadurch gekennzeichnet, dass die Suspension
ferner einen markierten Referenz-Bakteriophagen
(6) umfasst, welcher an keine nachzuweisende Bak-
terienart bindet und eine von den Testbakteriopha-
gen (2) disjunkte Markierung aufweist, so dass der
markierte Referenz-Bakteriophage (6) ebenfalls im
Schritt F) detektiert wird; oder dass, alternativ zu ei-
nem markierten Referenz-Bakteriophagen (6), mar-
kierte Mikro- oder Nanopartikel verwendet werden,
welche an keine nachzuweisende Bakterienart bin-
denundden Filter (4) aufgrund ihrer geringen Grof3e
passieren kdnnen.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaf An-
spruch 1, wobei die nachzuweisenden Bakterienar-
ten ausgewahlt werden aus der Gruppe umfassend
Staphylococcus aureus, Methicillin-resistente Sta-
phylococcus aureus (MRSA), Staphylocossus epi-
dermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococ-
cus pyogenes, Haemophilus influenzae, Haemophi-
lus parainfluenzae, Klebsiella pneumoniae, Esche-
richia coli, Escherichia hermannii, EHEC, Entero-
bacter cloacae, Enterococcus faecalis, Enterococ-
cus faecum, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mi-
rabilis, Proteus vulgaris, Staphylococcus saprophy-
ticus, Bacteroides fragilis, Entercoccus faecium,
Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, B-
Streptokokken (agalactiae), Chlamydia trachomatis,
Chlamydia psittaci, Ureaplasma urealyticum, Myco-
plasma hominis, Mycoplasma pneumoniae, Neisse-
ria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Citrobacter
freundii, Moraxella catarrhalis, Stenotrophomonas
maltophilia, Pasteurella multocida, Acinetobacter
baumannii, Providencia rettgeri, Bordetella pertus-
sis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Brucella ab-
ortus, Brucella melitensis, Clostridium butolinum,
Clostridium difficile, Clostridium tetani, Clostridium
perfringens, Clamydia trachomatis, Corynebacteri-
um diphtheriae, Francisella tularensis, Gardenella
vaginalis, Listeria monocytogenes, Morganella mor-
ganii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuber-
culosis, Nocardia asteriodes, Salmonella bongori,
Salmonella enterica, Shigella spp., Vibrio cholerae,
Borrelia burgdorferi, Yersinia pestis, Yersinia ente-
rocolitica, Coxiella burnettii, Aeromonas spp., Plesi-
omonas spp., Xanthomonas maltophilia, Trepone-
ma pallidum, Eikenella corrodens, Spirillum minus,
Rickettsia prowazeki, Rickettsia rickettsii, Rickettsia
conorii, Cronobacter spp., Campylobacter spp. und
Legionella pneumophilia.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaf An-
spruch 1 oder 2, wobei die Suspension (1) zwei oder
mehrere Spezies von markierten Testbakteriopha-
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gen (2) umfasst, welche jeweils spezifisch an unter-
schiedliche nachzuweisende Bakterienarten binden
und wobei die Markierungen der Spezies disjunkt
sind.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaR ei-
nem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Markierung mindestens ein Reportermolekul mit flu-
oreszenten oder chemilumineszenten Eigenschaf-
ten oder mindestens ein Reportermolekil, welches
durch Interaktion mit einem sekundaren Molekiil
Licht emittiert, umfasst.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaf An-
spruch 4, wobei die Markierung jeweils aus mindes-
tens einem fluoreszenten Reportermolekil besteht
und die Detektion durch Messung der Fluoreszenz
erfolgt, wobei die Anregung mindestens eines fluo-
reszenten Reportermolekiils im Wellenlangenbe-
reich von 200-1000 nm erfolgt.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaf An-
spruch 4 oder 5, wobei das mindestens eine Repor-
termolekiil an Proteine im Capsid-Bereich der Bak-
teriophagen gekoppelt ist.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaR ei-
nem der Anspriiche 4 bis 6, wobei die Detektion je-
weils durch zeitaufgeléste Messung der Lichtemis-
sion erfolgt.

Verfahren zum Nachweis von Bakterien gemaR ei-
nem der vorhergehenden Anspriiche, ferner umfas-
send den Schritt einer Vortrennung von Bakterien-
Bakteriophagen-Komplexen (5) und ungebundenen
Bakteriophagen (2, 6), wobei sich die Vortrennung
an Schritt C) anschlie®t und nach dem Prinzip der
Gelfiltration durch eine Gelmatrix (24) erfolgt.

Reaktionsgefall (7) zum Nachweis von Bakterien,
umfassend

mindestens zwei Kompartimente, welche durch ei-
nen Filter (4) voneinander getrennt sind,

wobei ein Kompartiment ein Phagenreservoir
(8) ist, welches eine Suspension (1) enthalt, die
mindestens eine Spezies von markierten Test-
bakteriophagen (2) umfasst, welche spezifisch
an eine nachzuweisende Bakterienart bindet,
wobei die Markierung fiir die jeweilige Spezies
von Testbakteriophagen (2) kennzeichnend ist,
und ein Kompartiment ein Auffangreservoir (9)
ist, zur Aufnahme des Filtrats nach Zugabe einer
Probe (3) zu der Suspension (1) und Filtration
durch den Filter (4), und

wobei der Filter (4) eine Porengrée von 0,1 um
bis 0,5 pm aufweist und die PorengréRe des ver-
wendeten Filters so gewahlt ist, dass die min-
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destens eine nachzuweisende Bakterienart so-
wie Bakterien-Bakteriophagen-Komplexe (5),
welche aus Bakterien der mindestens einen
nachzuweisenden Bakterienart und daran ge-
bundenen Testbakteriophagen (2) der mindes-
tens einen Spezies bestehen, zurlickgehalten
und auf der Filteroberflache immobilisiert wer-
den, wahrend ungebundene Bakteriophagen (2,
6) den Filter passieren kénnen;

ein Mittel (10) zur Identifikation des Reaktionsgefa-
Res; und mindestens zwei Messfenster (11, 12),

wobei ein Messfenster (11) im Bereich der Fil-
teroberflache, welche dem Phagenreservoir (8)
zugewandt ist, angeordnet ist, und

ein Messfenster (12) im Bereich des Auffangre-
servoirs (9) angeordnet ist,

dadurch gekennzeichnet, dass die Suspension (1)
ferner einen markierten Referenz-Bakteriophagen
(6) umfasst, welcher an keine nachzuweisende Bak-
terienart bindet und eine von den Testbakteriopha-
gen (2) disjunkte Markierung aufweist oder dass das
Reaktionsgefal (7) ein weiteres Kompartiment zwi-
schen Filter (4) und Phagenreservoir (8) umfasst,
welches eine Indikatorlésung (28) mit markierten
Mikro- oder Nanopartikeln enthalt, welche nicht an
eine nachzuweisende Bakterienart binden und den
Filter (4) aufgrund ihrer geringen GréR3e passieren
kénnen.

Reaktionsgefal® (7) gemal Anspruch 9, ferner um-
fassend ein Kompartiment zwischen Phagenrese-
voir (8) und Filter (4), welches mindestens einen Vor-
filter enthé&lt, wobei es sich bei dem mindestens ei-
nen Vorfilter um eine Gelmatrix (24) handelt.

Kartusche, umfassend

zwei oder mehrere Reaktionsgefalie (7) nach einem
der Anspriiche 9-10, welche parallel zueinander an-
geordnet sind,

wobei jedes Reaktionsgefald (7) eine unterschiedli-
che Spezies von markierten Testbakteriophagen (2)
in der Suspension (1) des Phagenreservoirs (8) ent-
halt, welche jeweils spezifisch an unterschiedliche
nachzuweisende Bakterienarten binden, wobei die
Markierungen der Spezies disjunkt sind.

Verwendung eines ReaktionsgefalRes (7) gemal ei-
nem der Anspriiche 9 bis 10 oder einer Kartusche
gemal Anspruch 11 zur Durchfihrung des Verfah-
rens zum Nachweis von Bakterien gemaf einem der
Anspriche 1 bis 8.

Verwendung eines Messgerats (15) zur Durchflh-
rung des Verfahrens zum Nachweis von Bakterien
gemal einem der Anspriche 1 bis 8, wobei das

10

15

20

25

30

35

40

45

55

20

EP 3171172 B1

14.

15.

38
Messgerat (15) umfasst:

einen Schacht, in den ein Reaktionsgefaly (7)
gemal einem der Anspriiche 9-10 oder eine
Kartusche nach Anspruch 11 eingeschoben
wird;

mindestens zwei Detektions-Optiken (16), wel-
che jeweils im Bereich der Messfenster (11, 12)
des eingeschobenen Reaktionsgefales (7)
oder der Kartusche angeordnet sind,

wobei die Detektions-Optiken (16) jeweils ein
Linsensystem (17) zur Fokussierung von emit-
tiertem Licht der Markierung der Bakteriopha-
gen (2, 6) auf mindestens einen optischen Sen-
sor (18) umfassen, wobei der mindestens eine
optischen Sensor (18) das emittierte Licht de-
tektiert;

einen Prozessor, welcher jeweils mit dem min-
destens einen optischen Sensor (18) der Detek-
tionsoptiken (16) verbunden ist und welcher die
erhaltenen Detektionssignale verarbeitet; und
eine mit dem Prozessor verbundene Ausgabe-
einheit, welche die Detektionsergebnissen an
einen Benutzer ausgibt.

Verwendung eines Messgerats gemal Anspruch
13, wobei die Detektions-Optiken (18) des Messge-
rats (15) ferner jeweils eine Beleuchtungseinheit
(19), welche Licht im Wellenlangenbereich von
200-1000 nm emittiert und ein Linsensystem (20)
zur Fokussierung des von der Beleuchtungseinheit
(19) emittierten Lichts auf einen Messbereich um-
fassen, wobei die Beleuchtungseinheit (19) eben-
falls mit dem Prozessor verbunden ist und von die-
sem gesteuert wird.

Verwendung eines Messgerats gemal einem der
Anspriiche 13 oder 14, wobei das Messgerat (15)
ferner ein integriertes Lesegerat umfasst, welches
das Mittel (10) zur Identifikation des Reaktionsgefa-
Res (7) erfasst und die erfassten Daten an den Pro-
zessor weiterleitet, wobei der Prozessor die erfass-
ten Daten verarbeitet und die Ergebnisse der Iden-
tifikation Gber die Ausgabeeinheit an einen Benutzer
ausgegeben werden.

Claims

1.

Method for the detection of bacteria comprising the
steps of

A) providing a suspension (1) comprising at least
one species of labelled test bacteriophages (2)
which specifically bind to a bacterial species to
be detected, wherein the label is specific to the
respective species of test bacteriophages (2);

B) addition of a sample (3) to be tested for the
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presence of at least one species of bacteria to
be detected to the suspension;

C) mixing the sample with the suspension and
incubation of the reaction mixture;

D) filtering the reaction mixture through a filter
(4), wherein the filter (4) has a pore size of 0.1
pm to 0.5 wm and the pore size of the filter (4)
used is selected such that the at least one bac-
terial species to be detected and bacteria-bac-
teriophage-complexes (5), which consist of bac-
teria of the at least one bacterial species to be
detected and test bacteriophages (2) of the at
least one species bound thereto, are retained
and immobilized on the filter surface while un-
bound bacteriophages (2, 6) can pass the filter;
E) detection of bacteria-bacteriophage-com-
plexes (5) in the supernatant, provided that at
least one bacterial species to be detected is
present, wherein the complexes consist of bac-
teria of the at least one bacterial species to be
detected and test bacteriophages (2) of the at
least one species bound thereto;

F) detection of unbound test bacteriophages (2)
in the filtrate;

G) processor-aided processing of received sig-
nals generated by the detection in steps E) and
F) and output of detection results to a user,

characterized in that the suspension further com-
prises a labelled reference bacteriophage (6) which
does not bind to any bacterial species to be detected
and which has a label disjunct relative to the test
bacteriophages (2) so that the labelled reference
bacteriophage (6) is also detected in step F); or in
that labelled micro- or nanoparticles are used in al-
ternative to a labelled reference bacteriophage (6),
which cannot bind to any bacterial species to be de-
tected and can pass the filter (4) due to their small
size.

Method for the detection of bacteria according to
claim 1, wherein the bacterial species to be detected
are selected from the group comprising Staphyloco-
ccus aureus, Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), Staphylocossus epidermidis,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyo-
genes, Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenzae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Escherichia hermannii, EHEC, Enterobacter
cloacae, Enterococcus faecalis, Enterococcus fae-
cum, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Staphylococcus saprophyticus,
Bacteroides fragilis, Entercoccus faecium, Entero-
bacter aerogenes, Serratia marcescens, B-Strep-
tokokken (agalactiae), Chlamydia trachomatis,
Chlamydia psittaci, Ureaplasma urealyticum, Myco-
plasma hominis, Mycoplasma pneumoniae, Neisse-
ria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Citrobacter
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freundii, Moraxella catarrhalis, Stenotrophomonas
maltophilia, Pasteurella multocida, Acinetobacter
baumannii, Providencia rettgeri, Bordetella pertus-
sis, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Brucella
abortus, Brucella melitensis, Clostridium butolinum,
Clostridium difficile, Clostridium tetani, Clostridium
perfringens, Clamydia trachomatis, Corynebacteri-
um diphtheriae, Francisella tularensis, Gardenella
vaginalis, Listeria monocytogenes, Morganella mor-
ganii, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuber-
culosis, Nocardia asteriodes, Salmonella bongori,
Salmonella enterica, Shigella spp., Vibrio cholerae,
Borrelia burgdorferi, Yersinia pestis, Yersinia ente-
rocolitica, Coxiella burnettii, Aeromonas spp., Plesi-
omonas spp., Xanthomonas maltophilia, Trepone-
ma pallidum, Eikenella corrodens, Spirillum minus,
Rickettsia prowazeki, Rickettsia rickettsii, Rickettsia
conorii, Cronobacter spp., Campylobacter spp. and
Legionella pneumophilia.

Method for the detection of bacteria according to
claim 1 or 2, wherein the suspension (1) comprises
two or more species of labelled test bacteriophages
(2) which each specifically bind to different bacterial
species to be detected and wherein the labels of the
species are disjunct.

Method for the detection of bacteria according to any
of the preceding claims, wherein the label comprises
at least one reporter molecule having fluorescent or
chemiluminescent properties or at least one reporter
molecule which emits light by interaction with a sec-
ondary molecule.

Method for the detection of bacteria according to
claim 4, wherein the label consists of at least one
fluorescent reporter molecule and the detection is
carried out by measuring the fluorescence, wherein
the excitation of atleast one fluorescent reporter mol-
ecule is carried out in the wavelength range of from
200-1000 nm.

Method for the detection of bacteria according to
claim 4 or 5, wherein the at least one reporter mol-
ecule is coupled to proteins in the capsid region of
the bacteriophages.

Method for the detection of bacteria according to any
one of claims 4 to 6, wherein the detection is carried
out by time-resolved measurement of the light emis-
sion.

Method for the detection of bacteria according to any
of the preceding claims, further comprising the step
of a pre-separation of bacteria-bacteriophage-com-
plexes (5) and unbound bacteriophages (2, 6),
wherein the pre-separation follows step C) and is
carried out according to the principle of gel filtration
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through a gel matrix (24).

Reaction vessel (7) for the detection of bacteria,
comprising

at least two compartments separated from each oth-
er by a filter (4),

wherein one compartment is a phage reservoir
(8) containing asuspension (1) which comprises
at least one species of labelled test bacteri-
ophages (2) that specifically bind to a bacterial
species to be detected, wherein the label is spe-
cific to the respective species of test bacteri-
ophages (2), and

wherein one compartment is a collection reser-
voir (9) for receiving the filtrate after the addition
of a sample (3) to the suspension (1) and filtra-
tion through the filter (4), and

wherein the filter (4) has a pore size of 0.1 um
to 0.5 um and the pore size of the filter used is
selected such that the at least one bacterial spe-
cies to be detected and bacteria-bacteriophage-
complexes (5), which consist of bacteria of the
at least one bacterial species to be detected and
test bacteriophages (2) of the at least one spe-
cies bound thereto, are retained and immobi-
lized on the filter surface while unbound bacte-
riophages (2, 6) can pass the filter;

a means (10) for identifying the reaction vessel; and
at least two measuring windows (11, 12),

wherein one measuring window (11) is arranged
in the region of the filter surface facing the phage
reservoir (8), and

one measuring window (12) is arranged in the
region of the collection reservoir (9),

characterized in that the suspension (1) further
comprises a labelled reference bacteriophage (6)
which does not bind to any bacterial species to be
detected and which has a label disjunct relative to
the test bacteriophages (2) or in that the reaction
vessel (7) comprises afurther compartment between
the filter (4) and the phage reservoir (8) which con-
tains an indicator solution (28) with labelled micro-
or nanoparticles that cannot bind to any bacterial
species to be detected and can pass the filter (4) due
to their small size.

Reaction vessel (7) according to claim 9, further
comprising a compartment between the phage res-
ervoir (8) and the filter (4), which contains at least
one pre-filter, wherein the at least one pre-filter is a
gel matrix (24).

Cartridge, comprising
two or more reaction vessels (7) according to any
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one of claims 9-10, which are arranged parallel to
one another,

wherein each reaction vessel (7) contains a different
species oflabelled test bacteriophages (2) in the sus-
pension (1) of the phage reservoir (8), each specif-
ically binding to different bacterial species to be de-
tected, wherein the labels of the different species of
test bacteriophages are disjunct.

Use of a reaction vessel (7) according to any one of
claims 9 to 10 or of a cartridge according to claim 11
for carrying out the method for the detection of bac-
teria according to any one of claims 1 to 8.

Use of a measuring device (15) for carrying out the
method for the detection of bacteria according to any
one of claims 1 to 8, wherein said measuring device
(15) comprises:

a slot into which a reaction vessel (7) according
to any one of claims 9-10 or a cartridge accord-
ing to claim 11 is inserted;

at least two detection optics (16), each of which
is arranged in the region of the measuring win-
dows (11, 12) of the inserted reaction vessel (7)
or cartridge,

wherein the detection optics (16) each comprise
a lens system (17) for focusing light emitted by
the label of the bacteriophages (2, 6) onto at
least one optical sensor (18), the at least one
optical sensor (18) detecting the emitted light;
a processor which is connected to the at least
one optical sensor (18) of the detection optics
(16), respectively, and which processes the re-
ceived detection signals; and

an output unit connected to the processor which
outputs the detection results to a user.

Use of a measuring device (15) according to claim
13, wherein the detection optics (16) of the measur-
ing device (15) each further comprise an illumination
unit (19), which emits light in the wavelength range
of from 200-1000 nm, and a lens system (20) for
focusing the light emitted by the illumination unit (19)
onto a measuring area, wherein the illumination unit
(19) is also connected to and controlled by the proc-
essor.

Use of a measuring device (15) according to claims
13 or 14, wherein the measuring device (15) further
comprises an integrated reader that detects the
means (10) for identifying the reaction vessel (7) and
forwards the detected data to the processor, where-
by the processor processes the detected data and
outputs the results of the identification to a user via
the output unit.
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Revendications

Procédé de détection de bactéries, comprenant les
étapes suivantes :

A) fourniture d’'une suspension (1) comprenant
aumoins une espéce de bactériophages d’essai
(2) marqués, qui se lie spécifiquement a une es-
péce de bactérie a détecter, le marquage étant
caractéristique de chaque espéce de bactério-
phages d’essai (2) ;

B) addition, a la suspension, d’'un échantillon (3)
qui doit faire I'objet d’'un essai portant sur la pré-
sence d’au moins une espéce de bactérie a
détecter ;

C) mélange de I'échantillon a la suspension et
incubation du mélange réactionnel ;

D) filtration du mélange réactionnel a travers un
filtre (4), le filtre (4) présentant une grosseur de
pores de 0,1 pum a 0,5 um, et la grosseur des
pores du filtre (4) utilisé étant choisie de telle
sorte que soient retenues la ou les espéces de
bactéries a détecter, ainsi que les complexes
bactéries-bactériophages (5) qui sont consti-
tués de bactéries de la ou des espéces de bac-
téries a détecter et de bactériophages d’essai
(2), quiy sontliés, de laoudes espéces, etqu’el-
les soient immobilisées sur la surface du filtre,
tandis que les bactériophages (2, 6) non liés
peuvent passer le filtre ;

E) détection de complexes bactéries-bactério-
phages (5) dans le surnageant, dans le cas de
la présence d’au moins une espéce de bactérie
a détecter, les complexes étant constitués de
bactéries de la ou des espéces de bactéries a
détecter et de bactériophages d’essai (2) qui y
sont liés, de la ou des espéces de bactériopha-
ges d’essai (2) ;

F) détection, dans le filtrat, des bactériophages
d’essai (2) non liés ;

G) traitement assisté par ordinateur des signaux
obtenus, qui sont produits sous I'effet de la dé-
tection dans les étapes E) et F), et sortie des
résultats de la détection a I'attention d’un utili-
sateur,

caractérisé en ce que la suspension comprend en
outre un bactériophage de référence (6) marqué, qui
ne se lie a aucune espéce de bactérie a détecter et
présente un marquage disjoint de celui des bacté-
riophages d’essai (2), de telle sorte que le bactério-
phage de référence (6) marqué soit aussi détecté
dans I'étape F) ; ou que, a la place d’un bactériopha-
ge de référence (6) marqué, on utilise des micro- ou
des nanoparticules marquées, quine se lient a aucu-
ne espéce de bactérie a détecter, et qui peuvent, du
fait de leur faible grosseur, passer le filtre (4).
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2,

Procédé de détection de bactéries selon la revendi-
cation 1, les espéces de bactéries a détecter étant
choisies dans le groupe comprenant Staphylococ-
cus aureus, Staphylococcus aureus résistant a la
meéthicilline (MRSA), Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyoge-
nes, Haemophilus influenzae, Haemophilus parain-
fluenzae, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Escherichia hermannii, EHEC, Enterobacter cloa-
cae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecum,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Pro-
teus vulgaris, Staphylococcus saprophyticus, Bac-
teroides fragilis, Enterococcus faecium, Enterobac-
ter aerogenes, Serratia marcescens, Streptocoques
B (agalactiae), Chlamydia trachomatis, Chlamydia
psittaci, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma ho-
minis, Mycoplasma pneumoniae, Neisseria gonor-
rhoeae, Neisseria meningitidis, Citrobacter freundii,
Moraxella catarrhalis, Stenotrophomonas maltophi-
lia, Pasteurella multocida, Acinetobacter baumannii,
Providencia rettgeri, Bordetella pertussis, Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Brucella abortus, Brucel-
la melitensis, Clostridium butolinum, Clostridium dif-
ficile, Clostridium tetani, Clostridium perfringens,
Chlamidia trachomatis, Corynebacterium diphthe-
riae, Francisella tularensis, Gardenella vaginalis,
Listeria monocytogenes, Morganella morganii, My-
cobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis,
Nocardia asteroides, Salmonella bongori, Salmonel-
la enterica, Shigella spp., Vibrio cholerae, Borrelia
burgdorferi, Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica,
Coxiella burnettii, Aeromonas spp., Plesiomonas
spp., Xanthomonas maltophilia, Treponema palli-
dum, Eikenella corrodens, Spirillum minus, Rickett-
sia prowazeki, Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii,
Cronobacter spp., Campylobacter spp. et legionella
pneumophilia.

Procédé de détection de bactéries selon la revendi-
cation 1 ou 2, la suspension (1) comprenant deux
especes ou plus de bactériophages d’essai (2) mar-
qués, dont chacun se lie spécifiquement a différen-
tes espéces de bactéries a détecter, les marquages
des espéces étant disjoints.

Procédé de détection de bactéries selon I'une des
revendications précédentes, le marquage compre-
nant au moins une molécule rapporteuse présentant
des propriétés fluorescentes ou chimioluminescen-
tes, ou au moins une molécule rapporteuse qui émet
de la lumiére par interaction avec une molécule se-
condaire.

Procédé de détection de bactéries selon la revendi-
cation 4, chaque marquage étant constitué d’au
moins une molécule rapporteuse fluorescente, et la
détection étant réalisée par mesure de la fluorescen-
ce, I'excitation d’au moins une molécule rapporteuse



45

fluorescente s’effectuant dans la gamme de lon-
gueurs d’'onde de 200 a 1000 nm.

Procédé de détection de bactéries selon la revendi-
cation 4 ou 5, la ou les molécules rapporteuses étant
couplées ades protéines dans le domaine de la cap-
side des bactériophages.

Procédé de détection de bactéries selon 'une des
revendications 4 a 6, la détection étant dans chaque
cas effectuée par mesure, avec résolution dans le
temps, de I'émission de lumiére.

Procédé de détection de bactéries selon I'une des
revendications précédentes, comprenant en outre
I'étape d’'une séparation préalable des complexes
bactéries-bactériophages (5) et des bactériophages
(2, 6) non liés, la séparation préalable suivant I'étape
C) et étant réalisée conformément au principe de la
filtration sur gel a travers une matrice de gel (24).

Réacteur (7) destiné a la détection de bactéries,
comprenant

au moins deux compartiments, séparés I'un de
l'autre par un filtre (4),

un compartiment étant un réservoir de pha-
ges (8), qui contient une suspension (1) qui
comprend au moins une espéce de bacté-
riophages d’essai (2) marqués, qui se lie
spécifiquement a une espéce de bactérie a
détecter, le marquage étant caractéristique
de chaque espece de bactériophages d’es-
sai (2), et

un compartiment étant un réservoir récep-
teur (9), destiné a loger le filtrat aprés addi-
tion d’un échantillon (3) a la suspension (1)
et filtration a travers le filtre (4),

lefiltre (4) présentantune grosseur de pores
de 0,1 puma0,5um, etlagrosseurdes pores
dufiltre (4) utilisé étant choisie de telle sorte
que soient retenues la ou les espéces de
bactéries a détecter, ainsi que les comple-
xes bactéries-bactériophages (5) qui sont
constitués de bactéries de la ou des espé-
ces de bactéries a détecter et de bactério-
phages d’essai (2), qui y sont liés, de la ou
des espéces, et qu’elles soient immobili-
sées sur la surface du filtre, tandis que les
bactériophages (2, 6) non liés peuvent pas-
ser le filtre ;

un moyen (10) destiné a lidentification du
réacteur ; et

au moins deux fenétres de mesure (11, 12),

une fenétre de mesure (11) étant disposée
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dans la zone de la surface du filtre dirigée
vers le réservoir de phages (8), et

une fenétre de mesure (12) étant disposée
dans la zone du réservoir récepteur (9),

caractérisé en ce que la suspension (1) com-
prend en outre un bactériophage de référence
(6) marqué, qui ne se lie a aucune espéce de
bactérie a détecter et qui présente un marquage
disjoint de celui des bactériophages d’essai (2),
ou que le réacteur (7) comprend un comparti-
ment supplémentaire entre le filtre (4) et le ré-
servoir de phages (8), qui contient une solution
indicatrice (28) comprenant des micro- ou des
nanoparticules marquées, qui ne se lient pas a
une espéce de bactérie a détecter et qui, du fait
de leur faible taille, peuvent passer le filtre (4).

Réacteur (7) selon la revendication 9, comprenant
en outre un compartiment entre le réservoir de pha-
ges (8) et le filtre (4), qui contient au moins un pré-
filtre, auquel cas, pour ce qui concerne I'au moins
un préfiltre, il s’agit d’'une matrice de gel (24).

Cartouche comprenant :

deux réacteurs (7) ou plus selon I'une des re-
vendications 9 a 10, qui sont disposés paralle-
lement les uns aux autres,

chaque réacteur (7) contenant une espéce dif-
férente de bactériophages d’essai (2) marqués
dans la suspension (1) du réservoir de phages
(8), dont chacune se lie spécifiquement a des
espéces de bactéries a détecter différentes, les
marquages des espéces étant disjoints.

Utilisation d’un réacteur (7) selon I'une des revendi-
cations 9 a 10 ou d’une cartouche selon la revendi-
cation 11 pour la mise en oeuvre du procédé de dé-
tection de bactéries selon 'une des revendications
1as8.

Utilisation d’un appareil de mesure (15) destiné a la
mise en oeuvre du procédé de détection de bactéries
selon l'une des revendications 1 a 8, 'appareil de
mesure (15) comprenant :

un puits, dans lequel est enfoncé un réacteur
(7) selon I'une des revendications 9 a 10 ou une
cartouche selon la revendication 11 ;

au moins deux optiques de détection (16), dont
chacune est disposée dans la zone des fenétres
de mesure (11, 12) du réacteur (7) enfoncé ou
de la cartouche,

chaque optique de détection (16) comprenant
un systéme de lentilles (17) destiné a focaliser
la lumiére émise par le marquage des bactério-
phages (2, 6) sur au moins un capteur optique
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(18), I'au moins un capteur optique (18) détec-
tant la lumiére émise,

un processeur, qui est relié a chacun du ou des
capteurs optiques (18) des optiques de détec-
tion (16), et qui traite les signaux de détection
obtenus ; et

une unité de sortie, reliée au processeur, qui
envoie en sortie les résultats de la détection a
un utilisateur.

Utilisation d’un appareil de mesure selon la reven-
dication 13, les optiques de détection (18) de I'ap-
pareil de mesure (15) comprenant en outre chacune
une unité d’éclairage (19), qui émetune lumiére dans
la gamme de longueurs d’'onde de 200 a 1000 nm,
et un systéme de lentilles (20) destiné a la focalisa-
tion de la lumiére émise par l'unité d’éclairage (19)
surune zone de mesure, l'unité d’éclairage (19) étant
elle aussi reliée au processeur et étant commandée
par celui-ci.

Utilisation d’un appareil de mesure selon I'une des
revendications 13 ou 14, I'appareil de mesure (15)
comprenant en outre un lecteur intégré, qui com-
prend le moyen (10) destiné al'identification du réac-
teur (7) et qui transmet au processeur les données
saisies, le processeur traitant les données saisies,
et les résultats de I'identification étant, par I'intermé-
diaire de l'unité de sortie, envoyés en sortie a un
utilisateur.
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