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Teil | - Kurzbericht

1.1 Projektidee

Ziel des Projekts war die signifikante Reduktion der Time to Result (TTR) bei der
mikrobiologischen Diagnostik von bakterienhaltigen Blutkulturen durch die Entwicklung eines
integrierten, zentrifugalmikrofluidischen Systems zur schnellen Erregeridentifikation und
anschlieBenden Antibiotikaresistenztestung. Das ASTANA System soll aus zwei
komplementaren Geraten bestehen:

e PCR-Gerat inklusive PCR_Chip zur schnellen Identifikation der Bakterienspezies aus
positiv getesteten Blutkulturen innerhalb von ca. 30-40 Minuten

e AST-Gerat zur beschleunigten, optisch basierten Bestimmung der minimalen
Hemmkonzentration (MHK) innerhalb von 2-3 Stunden.

Im Berichtszeitraum trat die Insolvenz des Konsortialpartners Spindiag ein. Dieser Partner war
mafBgeblich fir die Entwicklung des zentrifugalmikrofluidischen PCR-Gerats verantwortlich.
Durch den Wegfall der technischen und personellen Kapazititen von Spindiag konnte die
geplante Umsetzung des PCR-Geréts nicht realisiert werden. Wie in der Stellungnahme vom
September 2023 dargelegt, wurde der Projektfokus daher auf das AST-Gerat konzentriert. Der
angestrebte Geschwindigkeitsvorteil gegeniiber konventionellen Methoden lasst sich mit dem
geplanten AST-System weiterhin erreichen: Durch den Einsatz des holografischen
Messverfahrens (ILM) in Kombination mit der zentrifugalen Mikrofluidik (Hahn-Schickard)
sowie innovativer  Bilderkennungssoftware  (ImFusion) kann ein  kompetitiver
Funktionsdemonstrator  (BioFluidix) aufgebaut und in Zusammenarbeit mit der
Universitatsklinik validiert werden. Die zugrundeliegenden Arbeitspakete (Mikrofluidik,
Optikdesign, Funktionsdemonstrator, Software und Validierung) sind von der SpinDiag-
Insolvenz weitestgehend unberlhrt geblieben, sodass die Projektpartner ihre geplanten
Arbeiten im Wesentlichen wie vorgesehen fortfiihren konnten.

Die Aufgaben zur Identifikation der Bakterien wurden vom Projektpartner Universitatsklinik
Ulm mittels Massenspektrometrie (Bruker MALDI-TOF-Verfahren) tUbernommen. Die
eingesetzten Gerate ermdglichen eine Erregeridentifikation innerhalb von etwa 30 Minuten
und stellten damit eine geeignete Alternative zu dem urspriinglich vorgesehenen PCR-Gerat
dar. Da diese Massenspektrometer in zahlreichen Forschungs- und Analyseeinrichtungen
bereits etabliert sind, standen sie fiir die erforderlichen Analysen in ausreichendem Umfang zur
Verflgung.

1.2 Aufgabenstellung

Im Verlauf des Projekts wurden methodisch-konzeptionelle Arbeiten, prototypische
Entwicklungen und empirische Priifungen miteinander verkniipft. Im Teilvorhaben ,Konzeption
und Aufbau des Funktionsdemonstrators des AST-Gerats“ bringt die BioFluidix GmbH
(Hamilton Freiburg GmbH) ihre umfassende Expertise in der Automatisierung mikrofluidischer
und optischer Systeme ein. Wesentliche Arbeitspakete umfassten die Entwicklung eines
Geratekonzepts, dass die nahtlose Integration der im Projekt entstehenden Komponenten
ermoglicht und ein benutzerfreundliches Analysegerat in Form eines Funktionsdemonstrators
hervorbringt.
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Zusatzlich Gbernimmt BioFluidix/Hamilton die Verantwortung fiir den Aufbau einer Zentrifuge
sowie die Organisation des Konsortiums.

1.3 Projektverlauf

Jahr 1 Jahr2 Jahr3
Arbeitspaket Ql|Q2|Q3|Q4|Q1 | Q2|Q3|Q4]Q1|Q2|Q3| Q4

AP1: Lasten- / Pflichtenheft

AP2: Probensammlung

AP3: Definition Konzepte Komponenten & Gesamtsystem
AP4: Mikrofluidischer Chip AST

APS5: Aufbau Laborsystem & Testmessungen AST

AP6: Assay-Entwicklung & Integration (AST & PCR)

AP7: Softwareentwicklung

AP8: Konzeption und Aufbzau AST Funktionsdemonstrator
AP9: Funktionsnachweis & Optimierung

AP10: Dokumentation

Abbildung 1: Gantt-Diagramm der Arbeitspakete von ASTANA.

In Abbildung 1 ist der durchgefiihrte Projektplan dargestellt. Die BioFluidix GmbH (Hamilton
Freiburg GmbH) ist nach dem Ausscheiden von Spindiag in dem Arbeitspaket AP1 -
Projektmanagement, unter welches die Spezifizierung des Vorhabens fillt, sowie in dem
Arbeitspaket AP3 - der Definition von Konzepten der Komponenten und des Gesamtsystems,
verantwortlich. Zudem ist sie in Arbeitspaket AP7 - Erstellung Software involviert und
malf3geblich an Arbeitspaket AP8 - Konzeption und Aufbau des AST Funktionsdemonstrators
beteiligt. Das Arbeitspaket AP9 - Funktionsnachweis und Optimierung wurde in
Zusammenarbeit mit den Projektpartnern von der BioFluidix GmbH (Hamilton Freiburg GmbH)
koordiniert. Uber den gesamten Zeitraum hinweg, ist BioFluidix/Hamilton ebenfalls in AP 9 -
Dokumentation, einbezogen.

Wahrend der ersten Projektphase lag der Fokus von seitens BioFluidix/Hamilton auf dem
intensiven Austausch mit den Projektpartnern bezliglich der Anforderungen des AST-
Funktionsdemonstrators. Weiterfiihrend richtete BioFluidix/Hamilton seine Bemiihungen
darauf, ein AST-Funktionsdemonstrator gemaR den funktionalen Spezifikationen zu entwerfen.
In diesem Rahmen wurde ein Konzept entwickelt, das vorsieht, das Geréat in zwei funktionale
Einheiten aufzuteilen: einer Zentrifuge sowie einer Ausleseeinheit. Folglich wurden
verschiedene funktionale Konzepte gemal3 den anfanglichen Spezifikationen entwickelt.
Spezifische Anforderungen, welche die jeweiligen Einheiten betreffen, wurden mit den
zustindigen Experten diskutiert und ausgearbeitet. Dariiber hinaus konzentrierte sich
BioFluidix/Hamilton intensiv darauf, die Funktionalitdt der Kernkomponenten zu testen und
funktionale Spezifikationen zu verfeinern. Ein Prozessablauf wurde skizziert und schlussendlich
zwei verschiedene Vorschlage fir Auslesemaschinen, einschlie3lich der Geratekomponenten,
vorgestellt und erértert. Um potenzielle Integrationsprobleme frithzeitig zu erkennen, wurde
ein Prototypenaufbau fiir Teilfunktionen entwickelt. Mit diesem Testaufbau konnte
systematisch die Kompatibilitdt des optischen Systems der Projektpartner mit den restlichen
Komponenten (berpriift werden. Gleichzeitig erforderte es Klarung Uber den weiteren
Projektverlauf aufgrund des Ausscheidens von Projektpartner Spindiag sowie die damit
verbundene Neuverteilung der Arbeitspakete.

Im Anschluss wurden die Grundkomponenten und die Gesamtfunktion des Systems weiter
konkretisiert: Die technischen Spezifikationen wurden finalisiert und bildeten die Basis fiir
gezielte Positioniergenauigkeitstests sowie die Festlegung genauer Anforderungen an die
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Ausleseeinheit sowie die Zentrifuge. Auf dieser Grundlage wurden die entwickelten Konzepte
in computergestiitzte Konstruktionsmodelle Uberfiihrt. Die Zentrifuge und die Ausleseeinheit
wurden gemal3 den funktionalen Spezifikationen und in Abstimmung mit den Geratedetails der
Projektpartner detailliert ausgearbeitet. Parallel dazu wurde ein Temperierungskonzept
entwickelt und in ersten Temperierungstests validiert, deren Ergebnisse in die Optimierung der
Heiz- und Sensorsysteme einflossen. Nach Abschluss der Konstruktionsphase erfolgte die
finale Fertigstellung der Plane und die Abwicklung der Beschaffungen Uber den definierten
Bestellprozess. AbschlieBend wurden Zentrifuge und Ausleseeinheit montiert, in welche das
optische System des Projektpartlers ILM integriert wurde und als Funktionsdemonstrator
aufgebaut. Erfolgreiche erste integrative Funktionstests unter realistischen Bedingungen
bildeten die Grundlage fiir die anschlieBende Validierung und gezielte Optimierungen.

1.4 Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Forschungsauftrag erfolgreich abgeschlossen
wurde. Der Funktionsdemonstrator erfiillt die vorgesehenen Funktionalititen, wie
Kombination der einzelnen Teilfunktionen, Positionierung der Chips innerhalb der optischen
Einheit, Bereitstellung der Infrastruktur zur Softwareumgebung sowie Temperierung des
Systems.

Die erforderliche Rauhigkeit der Kammerbdden in dem Chip konnte flr den Ausleseprozess
innerhalb des entwickelten optischen Systems noch nicht ausreichend erzielt werden. Dennoch
konnten Funktionalitdt und Validierung des Gerates anhand von Ibidi Chips nachgewiesen und
erfolgreich absolviert werden.

Fir Experimente bietet das Funktionsmuster eine solide Ausgangslage, insbesondere fiir die
Anwendung mit Ibidi-Chip. Fiir eine vollstiandige Validierung des Gerates mit fluidischem Chip
und Aktivierung durch zentrifugieren besteht weiterer Optimierungsbedarf in Bezug auf die
Rauhigkeit auf dem Kammerboden des Chip. Diese Optimierungen kénnten im Rahmen einer
moglichen anschlieBenden Produktentwicklung durchgefiihrt und abgeschlossen werden.
Dadurch ergibt sich das Potenzial fiir ein Produkt mit hohem Innovationsgrad.

Detaillierte Entwicklungsfortschritte werden in den folgenden Kapiteln beschrieben.
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Teil Il - Eingehende Darstellung

2.1 Spezifikationen (AP 1)

Im Rahmen des Arbeitspakets 1 (AP1) wurden die Spezifikationen fir den
Funktionsdemonstrator des Auslesegerates und die Zentrifuge sowie die Anforderungen an die
softwareseitige Bedienung definiert. Dabei wurden sowohl kritische technische Parameter wie
der Fokusbereich, zuldssige Abweichungen und das optische System als auch weitere Aspekte
wie GerategroRe, Positioniergenauigkeit, Prozessablauf und Schnittstellenbereiche festgelegt
und in einem gemeinsamen Dokument als ,Functional Specification“ festgehalten.

Ein wesentlicher Bestandteil und groBe Herausforderungen der Spezifikationen, die eine
direkte Kooperation mehrerer Projektpartner erforderte, waren unter anderem:

e Positioniergenauigkeit - die Platzierung des FOV innerhalb der Kammern
e Rauhigkeit der Disks zur Ermdglichung des Ausleseprozesses

e Fokusabstand zur Disk

e Temperierung

Aufgrund der hohen Komplexitidt, des Neuentwicklungscharakters und des grof3en
Forschungsanteils gestaltete sich sowohl die Festlegung der Spezifikationen fiir den
Funktionsdemonstrator als auch die konkrete technische Umsetzung als sehr anspruchsvoll und
beanspruchte einen erheblichen Teil der Projektlaufzeit.

Dennoch konnten auf Seiten BioFluidix/Hamiltons friihzeitig Entwicklungstests und Recherche
bezliglich Positionierung durchgefiihnrt werden. In Abstimmung mit dem Projektpartner
ImFusion erfolgte die Auswahl geeigneter PC-Komponenten. Besonders hervorgehoben wurde
die Wahl einer leistungsstarken GPU, da die geplanten Bilderkennungsalgorithmen vorrangig
auf GPU-Ressourcen angewiesen sind. Um kiinftige Anforderungen flexibel zu halten, wurde
zunichst eine standartmaRige GPU eingesetzt, mit der Moglichkeit, bei Bedarf eine
leistungsstarkere externe GPU nachzuristen.

Auf Grundlage dieser Spezifikationen wurde der Funktionsdemonstrator im weiteren
Projektverlauf konstruiert und aufgebaut.

2.2 Geratekonzept und Prozessablauf

Die anfangliche Projektidee sah ein PCR-Gerat mit entwickeltem Assay und ein AST-Gerét als
Auslesegerat vor. Die dazugehorige Skizzierung ist in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: PCR-Gerét und AST-Gerét
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Zur Umsetzung des AST-Gerates entwickelte BioFluidix/Hamilton ein Konzept, das vorsieht,
das Gerat in zwei Einheiten zu unterteilen. Zum einen soll eine Zentrifuge zur Aktivierung der
Chips verwendet werden. Nach Abschluss der Aktivierung ist ein Transfer in die temperierte
Ausleseeinheit notwendig, in welcher die Disk dann ausgelesen werden soll. Geplant ist eine
Halterung der Chips auf einer Disk, auf welcher 4 Chips platziert werden kdnnen sollen, vgl.
Abbildung 3. Hierdurch soll der Transfer der einzelnen Chips sowie eine Fixierung und
Positionierung innerhalb des Gerates vereinfacht werden.

Abbildung 3: Halterung von 4 Chips auf einer Disk

Zentrifuge — _— Ausleseeinheit

‘Manuelles Einlegent

Abbildung 4: AST-Gerétekonzept: Aufteilung in Zentrifuge und Ausleseeinheit

Parallel wurde fiir dieses Konzept ein Prozessablauf entworfen, der in groben Ziigen
folgendermafBen dargestellt ist:

1. Chip oder mehrere Chips werden vorbefiillt in die Zentrifuge eingelegt
2. Die Chips werden zentrifugiert und damit aktiviert fiir die Inkubationsphase

3. Manueller Transfer der Chips von der Zentrifuge in die temperierte Ausleseeinheit
(optional aus automatisiert)

4. Positionieren der Ausleseareale der Inkubationskammern (mit optischem Feedback zur
Positioniergenauigkeit)

5. Optisches Auslesen der Ausleseareale der Inkubationskammern -> Bilderkennung ->
Anzahl Bakterien bestimmen -> Bakterienwachstum je Kammer extrapolieren

6. Ggf. signalisieren, dass ein Chip fertig prozessiert ist und herausgenommen werden
kann -> Chip herausnehmen oder auswerfen

7. Nachster Chip
8. Wiederholen ab 4.
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Zur Integration aller funktionalen Teilkomponenten in ein gesamtheitliches Gerat wurde
anhand der Spezifikationen Konzepte fiir die Ausleseeinheit entworfen. Hauptbestandteil fiir
die Konzepte waren die Positionierung der Disk bzw. der Kammern innerhalb des optischen
Systems sowie die Temperierung. Anhand einer intensiven Komponentenrecherche und
Vortests konnte fiir die Konzepte eine Positioniergenauigkeit festgelegt werden.

Konzept 1 konzentriert sich auf eine Verteilung der Achsenbewegungen zum einen auf die Disk
und zum anderen auf das optische System. Da sich die radiale Anordnung der Kammern auf
dem Chip fir eine kreisférmige Rasterung anbieten, wurde festgelegt, die Positionierung nicht
Uber Linearbewegungen, sondern anhand radialer und rotatorischer Bewegungen umzusetzen.
Demnach wurde die Achsenbewegung in radialer Diskrichtung (r-Achse) sowie die rotatorische
Diskbewegung (phi-Achse) direkt an der Disk angebracht. Der Fokusabstand und somit
Einstellen der Bildscharfe wird direkt liber die Bewegung des optischen Systems relativ zur Disk
angesteuert (z-Achse). Aufgrund des hohen Gewichts des optischen Systems ist hierbei eine
stabile Linearfiihrung obligatorisch. Hauptvorteil dieses Konzeptes ist eine Unterbrechung der
Toleranzaufsummierung der Achsen, da diese auf Teilkomponenten aufgeteilt wurden. Eine
Veranschaulichung des Konzeptes 1 ist in Abbildung 5 dargestellt.

Arbeitsabstand 9 mm ~20kg

¢

Stepper/
Stage

enc

Abbildung 5: Konzept 1 fiir die Ausleseeinheit

Neben Konzept 1 wurde ein weiteres Konzept entwickelt, welches alle Achsen diskseitig
vereint (r, phi, z), vgl. Abbildung 6.

Schlussbericht — ASTANA 13N15801 — 8/25



Abstandshalter mit
groRflachiger Auflage
und festem

Obijektiv
; Arbeitsabstand (9mm)

Auflageflache sehr grolt damit
keine Biegemomente entstehen

Federnd gelagerte Disk— —— r Federweg

——Faserkoppler

Abbildung 6: Konzept 2 fiir die Ausleseeinheit

Hauptgrund fir die Entwicklung dieses Konzepts war die Problematik der Z-
Achsenpositionierung und dem Fokusabstand in Kombination mit der Planaritdt der Disk. Die
Relation zwischen Planaritit der Disk und Achsentoleranzen zu auslesbarem
Propagationsbereich veranschaulichen die folgenden Grafiken:

Nur Planaritat der Disk:
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Zusatzliche Mechanische Toleranzen durch R und ¢ Achsen (+/- 50 ym):

Die Problematik ist, dass der Fokusabstand von Objektiv zu Disk, bzw. Propagationsbereich
nach dem Verfahren von Kammer zu Kammer wieder identisch sein muss. Zeittechnisch lasst
sich eine Fokusanpassung durch das Verfahren der Z-Achse fiir jede Kammer nicht umsetzen,
da die Auslesedauer den erforderlichen Zeitrahmen tiberschreiten wiirde. Um eine regelmaRige
Einstellung des Fokusabstandes fir jede Kammer zu umgehen, bietet sich die Losung an, die
Disk auf Kontakt an das optische System anzukoppeln. Mithilfe einer flexiblen Federlagerung
kénnten Nichtparallelitat der Disk ausgeglichen werden und eine Z-Achsen Verfahrung obsolet
werden. Aufgrund des geringen Bauraums zwischen Obijektiv und Faserkoppler ist eine
federgelagerte Disk nicht trivial umzusetzen, da auch die Disk nur begrenzt Areale anbietet,
eine Stitzstruktur anzubringen. Eine Veranschaulichung hierzu ist in Abbildung 7 zu betrachten.
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== Unterstitzende Struktur
== Federndes Material

Ansicht von unten Federn

Abbildung 7: Konzept 2 Federlagerung der Disk

Aufgrund der wesentlich hoéheren Komplexitit des Konzept 2 und der sowie
vergleichstechnisch mehr Nachteile und daraus resultierenden héheren Wahrscheinlichkeit
zum Erfolg von Konzept 1 wurde entschieden, das Konzept 1 weiter zu verfolgen, detaillierter
auszuarbeiten und fir dieses Konzept die Planaritit der Disk zu optimieren bzw.
sicherzustellen. Umgesetzt soll dieses durch eine stabile Diskhalterung des Projektpartners
Hahn-Schickard:

Halterung Oberseite

Mikrofluidische Disk

Halterung Unterseite

Flansch

Abbildung 8: Diskhalterung zur Sicherstellung der Planaritét

2.3 Konzeptionsphase und Entwicklung

2.3.1 Antriebssystem - Positionierung

Da das optische Ausleseverfahren anstatt mittels der urspriinglich angedachten Shaerographie
durch Holographie ersetz wurde (siehe Zwischenbericht), entfiel das hochprazise Positionieren
der Trennlinie zwischen Mess- und Referenzflache. Allerdings ist eine exakte Positionierung
des FOV (Field of View) innerhalb der Auslesekammer der Disk weiterhin notwendig. Fiir eine
funktionelle Auslesung miussen die einzelnen Kammern des Chips durchgehend im FOV
platziert werden. Die relative Positionierung zwischen Disk und optischem System ist in
Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Positionierung Disk zu optischem System

2.3.1.1 Positionierung des Field of View (FOV)

Zur Veranschaulichung der Positionierung ist in Abbildung 10 eine Kammer dargestellt und die
dazugehodrigen moglichen Bereiche zur Auslesung sowie zum FOV skizziert.

Abbildung 10: Kammer des Chips mit Auslesebereich und FOV

Der Ausleseprozess erfolgt durch eine derartige Platzierung der Disk, dass der FOV der Kamera
innerhalb des Auslesebereichs liegt. Dies wird sequentiell von Kammer zu Kammer
durchgerastert. Die Validierung des Achssystems und zur Umsetzung dieses Prozesses
beschreibt das folgende Kapitel.

2.3.1.2 Positioniergenauigkeit

Zur Bestimmung der erforderlichen Positioniergenauigkeit wurden Berechnungen angestellt
und eine exakte Positionierung der Disk Uber das Achssystem fiir jede Achse spezifiziert. Zur
Gewaihrleistung dieser Spezifikation wurden Positioniergenauigkeitstests durchgefihrt. Der
rudimentire Testaufbau sah dabei wie folgt aus:
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R ———

[=23.45m

Alpha = arctan (x/23.45m)

Abbildung 11: Testaufbau der Positioniergenauigkeitstests

Uber einen am Motor befestigten Laser konnte die praktisch erzielte Positionierung mit der
idealen Luftlinie verglichen und diese Ergebnisse verzeichnet werden:

Encoder Position Abweichung / mm | Sich ergebender Theoretischer
Winkel / ° Winkel / °

-103 -0.2517 -0.27
-2 -70 -0.1710 -0.18
-1 -32 -0.0782 -0.09
0 0 0 0
1 35 0.0855 0.09
2 64 0.1564 0.18
3 109 0.2663 0.27

Daraus lieB8 sich ableiten, dass eine Positionierung innerhalb der Spezifikation méglich ist und
somit eine Komponentenauswahl getroffen werden.

Nach Auswahl der Komponenten ergibt sich folgende Spezifikation fiir das Achssystem:

mmm

1 mm <50 pm ~0.1mm/s
c|> N * 360° <0.42° ~20°/s

R 50 mm <444pum ~8mm/s

2.3.2 Prototyp

Zur friihzeitigen Erkennung moglicher Integrationsprobleme wurde ein Prototyp aufgebaut, mit
dem die Kompatibilitdt des optischen Systems des Projektpartners ILM systematisch mit den
Uibrigen Komponenten gepriift werden konnte. Er diente dazu, die Positionierung mehrere
Kammern eines Chips auf der Disk im optischen System zu automatisiert zu positionieren,
sodass ein Auslesevorgang simuliert werden konnte. Nebst Entwicklung und Montage
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erforderte der Testaufbau die Herstellung eines gedrehten Flansches, der die Orthogonalitat
zwischen Motorachse und Diskebene sicherstellt. Nach Abschluss der Montage war eine
Inbetriebnahme und Ausgangstest des in Abbildung 12 dargestellten Prototypens durchgefiihrt
worden, bevor dieser dem Projektpartner Gibergeben werden konnte.

Abbildung 12: Prototyp Aufbau

2.3.3 Temperierung

Wiahrend des Einsatzes des Prototypens bei dem Projektpartner ILM ergab sich die
Spezifikation, so geringe Luftzirkulation wie méglich zu haben, um den Auslesevorgang nicht zu
beeintrachtigen. Da eine Quantifizierung zu diesem Zeitpunkt noch nicht stattfinden konnte,
arbeitete BioFluidix/Hamilton an der Umsetzung mehrerer Temperierungskonzepte, die
validiert und flexibel eingesetzt werden konnten. Nach Berechnung der erforderlichen
Heizleistung konnten Bauteile fiir zwei Konzepte festgelegt und implementiert werden.

Heizkonzept 1 (Statische Heizelemente)

Dieses Konzept beruht auf der Basis einer klassischen Konvektionsheizung, um die
Luftzirkulation so gering wie moglich zu halten. Darum werden statische Heizelemente
verwendet, die den Bauraum passiv erwarmen. Inwiefern die aufsteigende Luft die Auslesung
beeintrachtigen koénnte, muss in der Validierungsphase ermittelt werden. Das Konzept
beinhaltet 2 statische Heizelemente mit jeweils 100 Watt, die direkt unterhalb der Disk
angebracht werden. Geregelt werden die Heizelemente mittels PID-Temperaturcontroller. Ein
Temperatursensor zur Messung der Referenztemperatur wurde Nahe der Disk und somit
Ausleseregion angebracht.

Optic plate
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Heizkonzept 2 (Heizliifter)

Fir eine schnellere und intensivere Erwarmung und Warmeverteilung wird ein Heizllifter
eingesetzt. Der Lifter erzwingt eine Luftbewegung, welche die durch das Heizelement
erwarmte Luft im Bauraum verteilt. Der ausgewahlte Heizliifter besitzt eine Leistung von
150 Watt und wird seitlich im zu temperierenden Bauraum platziert. Die Ansteuerung erfolgt
anhand des integrierten Motorcontrollers. Es ist zu erwarten, dass mittels dieses Konzeptes die
Warmeverteilung homogener und eine Aufheizung des Bauraums schneller erfolgen kann.

Optic plate

Denkbar ist ebenfalls eine Kombination der beiden Konzepte. Durch die zu erwartende
schnellere Aufheizung mittels Konzept 2 kénnte dieses fiir die Aufheizphase genutzt oder
zugeschaltet werden, um in der Auslesephase das Konzept 1 anzuwenden.

Der Funktionsnachweis der Konzepte anhand von Tests wird in spaterem Kapitel detailliert
festgehalten.

2.4 Konstruktion und Aufbau AST-Gerat

2.4.1 Ausleseeinheit

Der Funktionsdemonstrator wurde wie beschrieben anhand der Spezifikationen konzipiert und
anschlieBend ausgearbeitet. Im Folgenden werden der Aufbau der Ausleseeinheit sowie
Funktionen als auch Teilfunktionen und ihr Zusammenwirken erlautert.

Basis des Gerates ist die Baugruppe ,Grundplatte und Elektronik®. Sie beinhaltet wie bereits
dem Namen zu entnehmen die stabile Basisplatte sowie eine Elektronikbox. Die Basisplatte
dient als Anbindung fir die diskseitige Antriebseinheit und die Rahmenkonstruktion der
Elektronikbox. Die Rahmenkonstruktion besteht aus einem Profilverbund und ist mit
Edelstahlplatten abgedeckt. Im Inneren der Elektronikbox befinden sich Netzteile, PC und
Motorcontroller. Nebst Elektronikabdeckung dient die Rahmenkonstruktion ebenfalls als
Anbindung der z-Achse und des optischen Systems. An zwei Profilstreben sind Linearfiihrungen
mit Adapter angebracht, welche eine stabile Basis zur Verschraubung und Fihrung des
optischen Systems bieten. Gleichzeitig ist hierdurch die Orthogonalitat zwischen z-Achse und
damit optischem System und Grundplatte sichergestellt, welche wie bereits erwahnt die
Ausgangsebene fiir die diskseitige Antriebseinheit ist. Aufgrund des hohen Gewichts des
optischen Systems ist ein Motor mit Bremse verbaut, die im Normalzustand geschlossen ist und
nur bei Absicht, das optische System zu verfahren, ge6ffnet wird. Somit ist eine Feststellung
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der Z-Achse gewihrleistet und der Fokusabstand nach Einstellung gleichbleibend
sichergestellt. Die Elektronikbox ist zudem an der Frontseite mit einem Montageblech vom
Bauraum des optischen Systems getrennt. An dieser Wand ist innerhalb der Box eine Isolation
angebracht, um die Elektronikbauteile vom temperierten Bauraum abzugrenzen und diese vor
Warme zu schiitzen. Seitlich an der Elektronikbox befinden sich Anschliisse, um den Laser des
optischen Systems zu schalten, Netz- und Computerkabel anzuschlieBen, die gewiinschte
Zieltemperatur einzustellen sowie der Notausschalter. Die Baugruppe der Antriebseinheit zur
Positionierung der Disk besteht aus der r-Achse, welche zum optischen System ausgerichtet
und auf der Grundplatte verschraubt wird. Auf der Achse ist ein Adapter montiert, an welchem
der Motor zur Bewegung der phi-Achse befestigt ist. Ein Flange ist auf die phi-Achse
aufgesteckt und dient als Positionierung und Fixierung der eingelegten Disk. Einlegeposition ist
am Null- bzw. Referenzpunkt der Achse, welcher durch eine Lichtschranke bestimmt ist. Zwei
statische Heizelemente befinden sich unterhalb der Disk in Ausleseposition, wahrend der
Heizllifter im Eck der Grundplatte angebracht ist. Auf die Grundplatte wird ein Gehause
aufgesetzt, welches an die Elektronikbox anschlieBt und somit einen geschlossenen Raum
bildet, der fiir eine Temperierung des Systems geeignet ist. Das Gehause besteht aus einem
Profilrahmen mit schwarzen Polyethylenplatten, die das optische System vor &duf3eren
Einfliissen abschirmt und den Bediener vor Laserstrahlung schiitzt. Innenseitig ist eine
Isolationsschicht aus Kork angebracht, um die Temperierung homogener und effizienter zu
gestalten. Fir das Einlegen der Disk ist eine Schiebetiir eingebaut. Zur Sicherheit des Bedieners
wird der Zustand der Tir Gberwacht, sodass bei 6ffnen sicherheitsrelevante Operationen, wie
beispielsweise das Einstellen jeglicher Achsenbewegung oder das Abschalten des Lasers
ausgefuhrt werden kénnen. Eine weitere Sicherheitsinstallation ist ein Anschlagblock unterhalb
des optischen Systems. Im Falle eines Versagens der Z-Achsenbremse ist das Abfallen des
optischen Systems durch den Anschlagsblock abgefangen, bevor eine Kollision zwischen Disk
und optischem System oder sonstigen Komponenten stattfinden kann. Zur Bildstabilisierung
bei Auslesung anhand des optischen Systems ist die gesamte Ausleseeinheit auf einer Montage
und Vibrationsplatte montiert, sodass duBere Vibrationseinfllisse abgedampft werden.

Die Abbildung 13 bis Abbildung 16 zeigen einzelne Baugruppen im CAD sowie in der Montage.

Abbildung 13: Ansichten der Ausleseeinheit ohne Gehduse
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Abbildung 14: Riickansicht mit Einblick in die Elektronikbox

————— Elektronikbox

o——— Anschlussseite

Einlegeoffnung
Schiebetiir

Gehause

Abbildung 15: CAD Ansicht der Ausleseeinheit
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Abbildung 16: Systemsetup des AST-Geréts mit Ausleseeinheit und Zentrifuge

2.4.2 Zentrifuge

Wie in Kapitel 2.2 beschrieben, sieht das AST-Geratekonzept vor, das Gerat in zwei Einheiten
aufzuteilen. Bevor die Chips in das Auslesegerit eingelegt werden kénnen, missen diese
fluidisch aktiviert werden. Dies wird mittels einer Zentrifuge umgesetzt. Durch zentrifugieren
werden die mit Antibiotika vorbefillten Kammern aktiviert, indem alle Kammern der Disk aus
dem Reservoir beflillt werden. Von Projektpartner Hahn-Schickard wurden fir diese
Aktivierung Spezifikationen festgelegt. Diese beinhalten hauptsachlich Beschleunigsrampen,
Rotationsfrequenzen und Bewegungsprofile.

Nach Auswahl und Festlegung der Komponenten konnte die Zentrifuge Konstruktiv
ausgearbeitet und anschlieBend Bauteile bestellt und montiert werden. Bei Inbetriebnahme
wurde die Software zur Bedienung finalisiert. Die computerbasierte Umsetzung im CAD
Programm sowie den Zustand nach Montage mit Blick ins Innenleben stellt Abbildung 17 dar.
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Abbildung 17: Zentrifuge im CAD sowie nach Montage mit Ansicht ins Innenleben

An der Hinterseite der Zentrifuge befinden sich Stromanschluss, Schalter zum Ein- bzw.
Ausschalten des Geridtes sowie der USB-Anschluss, um einen Laptop zur Bedienung
anzuschlieBen. Im Gehause sind Netzteil und Motorcontroller untergebracht. Seitlich ist ein
Notausschalter angebracht.

Die Bedienung der Zentrifuge erfolgt iber eine Software. Zum Einlegen der Disk kann die
oberseitig angebrachte Klappe gedffnet werden. Nach einlegen und fixieren der Disk ist diese
wieder zu schlieBen, bevor zentrifugiert werden kann.

2.5 Validierung, Funktionsnachweis und Optimierung

2.5.1 Temperierung

Die Spezifikationsanforderung ist eine Zieltemperatur im Bauraum bzw. fir die Disk sowie die
darin befindlichen Bakterien von 35°C bis 42°C (+/-1°C). Gleichzeitig sollte die Aufheizzeit des
Gerates minimal gehalten werden, sodass eine frithzeitige Benutzung durch den Anwender
ermoglicht ist. Besonders kritisch hinsichtlich einer Temperierung innerhalb des Gerates ist, wie
bereits angesprochen, eine zu starke Luftzirkulation, da diese das optische System und damit
den Auslesevorgang beeintrachtigt. Da die Beeintrachtigung nur qualitativ festgestellt werden
konnte, war es notwendig, mehrere Temperierungskonzepte zu entwerfen, um alternative
Temperierungskonzepte validierung zu kénnen.

Wie in Kapitel 2.3.3 nachzulesen ist, beruht Konzept 1 auf dem Einsatz statischer Heizelemente,
wahrend Konzept 2 einen Heizllifter zur intensiveren Warmeverteilung einsetzt. Bevor die
Validierung und Vergleich dieser beiden Konzepte durchgefihrt wird, ist eine Evaluation der
Aufheizphase durchzufiihren.

Vortest Aufheizphase

Ziel ist eine so gering wie mogliche Aufheizphase, um eine schnelle Benutzung zu ermdglichen.
Hierzu zeigten erste Tests, dass die Montageplatte des optischen Systems aufgrund ihrer
enormen Masse einen Grof3teil der in den Bauraum eingetragenen Warmeleistung absorbiert.
Die Folge ist ein sehr langsames Ansteigen der Temperatur im Bauraum und somit langen
Aufheizphase des Systems. Zur Optimierung und somit eine Verkiirzung dieser Aufheizphase
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zu bewirken, wurden Heizfolien an der Montageplatte des optischen Systems angebracht. Dies
ermoglicht eine schnellere Erwdarmung der Montageplatte, sodass die eingebrachte
Heizleistung der fiir die Konzepte angedachten Heizelemente zum Grof3teil in den Zielbereich
(Disk/Bauraum) flieBen kann. Als Sicherheitselement gegen Uberhitzen wurde ein
Bimetallschalter an der Montageplatte installiert, da sich empfindliche Komponenten des
optischen Systems an der Montageplatte befinden. Um die maximale Umgebungstemperatur
dieser Bauteile nicht zu Uberschreiten, wurde das Sicherheitselement nahe dieser Bauteile
positioniert und die Limitierung an diese angepasst. Demnach |6st der Bimetallschalter aus, falls
eine kritische Temperatur erreicht wird und schaltet eine weitere Bestromung der Heizfolien
ab. Abbildung 18 stellt die Einbringung der Heizfolien ins System dar.

Optic plate

Abbildung 18: Optimierung der Aufheizzeit durch Installation der Heizfolien

Nach Optimierung des Systems flir die Aufheizphase wurde diese selbstverstandlich validiert.
Hierzu wurde ein Testsetup implementiert, welches das Anbringen von Temperatursensoren
beinhaltet. Abbildung 19 zeigt die Positionierung dieser Messsensoren.

Temperatursensor T2

Bimetallschalter

Temperatursensor T3
Temperatursensor T1

Abbildung 19: Testsetup ohne Gehéuse flir Temperaturtest Aufheizzeit
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Die Durchfiihrung des Tests zur Aufheizzeit erfolgte mit Betrieb beider Heizkonzepte sowie
der Heizfolien an der Montageplatte des optischen Systems. Dies bedeutet, dass die Sensoren
angebracht, das Gehause geschlossen und das Gerét inklusive aller Heizkonzepte angeschaltet
wurde. Zieltemperatur sind die zur Validierung festgelegten spezifizierten 37°C. T1 und T2 sind
extern angebrachte Sensoren, wobei es sich bei T3 um den im System integrierten Sensor fiir
die Referenzmessung des Temperaturcontrollers handelt. Die aufgezeichneten Messwerte sind
in Abbildung 20 grafisch dargestellt.
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Abbildung 20: Ergebnisse des Vortests zur Aufheizphase

Ergebnis zur Validierung der Aufheizphase ist, dass das komplette System inklusive
Montageplatte des optischen Systems nach 15 Minuten auf die Zieltemperatur aufgeheizt
werden kann und temperaturstabil ist. Der Zielbereich um die Disk erreicht bereits innerhalb
von 5 Minuten die Zieltemperatur, benétigt anhand der PID-Regelung jedoch noch etwas Zeit
sich an die Zieltemperatur einzupendeln. Das Ergebnis erfiillt die Anforderungen an die
Aufheizphase des Funktionsdemonstrator zur anschlieBenden Auslesephase.

Heizkonzept 1

Nach der Aufheizphase beginnt die Auslesephase. Hierzu ist ein stabiles Halten der
Zieltemperatur erforderlich. Durchgefiihrt wurde der Test, indem die Aufheizphase als
abgeschlossen erklart wurde, als der zur Regelung eingesetzte Rezerenzsensor fiir den
Temperaturcontroller die Zieltemperatur von 37°C erreicht hat. Ab hier wurde lediglich mithilfe
von Heizkonzept 1 Warmeleistung in das System eingebracht und durch einen
Temperaturcontroller geregelt.

Abbildung 21 veranschaulicht das Testsetup und die Anbringung der Messsensoren. Nebst
Temperatursensor T1 und T2 befindet sich auch der Temperatursensor T3 nahe der Disk, der
als Referenzsensor fir die Regelung des Temperaturcontrollers dient.
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w Lowerside-T2

Abbildung 21: Testsetup ohne Gehéuse flir Temperaturtest zu Heizkonzept 1

Wie in den Messergebnissen in Abbildung 22 veranschaulicht, ist das Heizkonzept 1 in der Lage,
die Zieltemperatur wihrend der Auslesephase zu halten.
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Abbildung 22: Ergebnisse des Tests zu Heizkonzept 1

Heizkonzept 2:
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Die Spezifikationen fiir den Funktionsdemonstrator werden mittels Heizkonzept 1 erfillt. Da
anzunehmen ist, dass die Luftzirkulation bei Heizkonzept 1 mit statischen Heizelementen
geringer als bei Heizkonzept 2 mit Heizlifter ist, wird dieses zur Umsetzung im
Funktionsdemonstrator bevorzugt.

Den Funktionsnachweis der Ausleseeinheit vorweggenommen ist die Validierung des optischen
Systems mit Temperierung durch Heizkonzept 1 erfolgreich, bzw. nicht beeintrachtigt. Daher
ist dieses zur Temperierung im Funktionsdemonstrator festgesetzt. Das optionale
Heizkonzept 2 mit Heizllifter dient allerdings in der Aufheizphase zum schnelleren Erreichen
der Zieltemperatur.

2.5.2 Nachriistung automatisierte Phasenlangenanpassung

In der Entwicklungsphase diente der von seitens BioFluidix/Hamiltons aufgebaute Prototypen
dem Projektpartner ILM als Plattform zur Evaluation des optischen Systems. Hierbei wurde
nebst der Z-Achsenverstellung ebenfalls die Phasenlangenanpassung des optischen Systems
manuell betrieben, um ein scharfes Bild einzustellen. Das Gesamtkonzept des
Funktionsdemonstrators sieht zwar bereits eine motorisierte Z-Achse vor, jedoch erweiterte
sich die Anforderung innerhalb des optischen Systems, auch die Phasenlangenverschiebung
automatisiert zu gestalten. Zum einen liegt das gesamte optische System innerhalb des
Gehauses und zum anderen erfordert eine manuelle Verstellung enorm Zeit und einen sehr
geschulten Anwender. Daher wurde entschieden, eine automatisierte Achse zur
Phasenlangenverschiebung zu integrieren, sodass eine Anpassung softwareseitig und
automatisch gelést werden kann. Da die Phasenlangenverschiebung in kleiner Schrittweise
stattfinden musste, war die Entwicklung und Implementierung der Achse nicht trivial. Es
wurden zwei Spiegel des optischen Systems auf eine Prazisionsachse positioniert, welche
mittels Motor und Adapter angetricben wird. Nach Umsetzung konnte eine
Positioniergenauigkeit wie spezifiziert von 10 um erreicht werden.

2.5.3 Funktionsnachweis und Ausgangstest Funktionsdemonstrator

Nach Abschluss der Montage konnten die durch BioFluidix/Hamilton zu erflllenden
Funktionen nach Spezifikation innerhalb eines Ausgangstests erfolgreich nachgewiesen
werden. Hervorzuheben sind hierbei Grundfunktionen wie die Positionierung der Chips bzw.
der Disk durch die entwickelten Antriebssysteme und die Temperierung wahrend der
Auslesephase. Aber vor allem auch die Vereinigung und das Zusammenspiel der einzelnen
Einheiten der Projektpartner und Kombination innerhalb eines Gerates. Dies ermdglichte die
abschlieBende Validierung der Vorhaben der Projektpartner sowie des Gesamtvorhabens.
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Teil Ill - Erfolgskontrollbericht

3.1 Wissenschaftlich-technisches Ergebnis des Vorhabens und
Nebenergebnisse

Im Rahmen des Teilvorhabens der BioFluidix GmbH (heute Hamilton Freiburg GmbH) wurde
ein neuartiges AST-Gerat erfolgreich konzipiert, entwickelt und als Funktionsmuster gefertigt
sowie demonstriert. Das Gerat vereint die zentralen Funktionen des Chiphandlings, der
Positionierung und optischen Fokussierung. Mit diesem Beitrag konnte das ASTANA-
Teilvorhaben von BioFluidix/Hamilton erfolgreich abgeschlossen und eine solide Grundlage fur
ein potenziell innovatives Produkt geschaffen werden.

3.2 Fortschreibung des Verwertungsplans

Der ASTANA-Funktionsdemonstrator kann und wurde im Uniklinikum Ulm eingesetzt.
Weitergehende kommerzielle Anwendungen unterliegen den Anforderungen, die im
nachfolgenden Kapitel 3.3 beschrieben sind.

3.3 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Fir eine wirtschaftlich erfolgreiche Markteinflihrung eines auf dem ASTANA-Projekt
basierenden AST-Gerats miissen weitere Voraussetzungen erfiillt werden. Insbesondere ist die
Optimierung der Rauhigkeit innerhalb der Kammern der Chips entscheidend, damit das
angestrebte Ausleseverfahren erfolgreich validiert werden kann. Darlber hinaus wiirde dies
erst die realititsnahe Anwendung gewahrlsieten, um die Wettbewerbsfahigkeit des Produkts
herzustellen.

Neben diesen technischen Aspekten sind weitere Entwicklungsschritte erforderlich, um das
Funktionsmuster zur Marktreife zu bringen. Dazu zihlen:

Technische Optimierungen, um die Zuverlassigkeit, Anwenderfreundlichkeit und Sicherheit im
praktischen Einsatz sicherzustellen, sowie

Geratedesignanpassungen, die fir das Produktmarketing von Bedeutung sind und die
Attraktivitat des Gerats fiir potenzielle Kunden erhéhen kénnen.

3.4 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten

Das Teilvorhaben von BioFluidix/Hamilton ist aus technischer Sicht als Erfolg einzustufen, da
alle Anforderungen an das Funktionsmuster technisch gel6st werden konnten.

Die Erfolgsaussichten fiir ein kommerzielles Produkt fiir die Zukunft hiangen gréRtenteils vom
Erfolg einer stabilen Auslesung des optischen Systems in Kombination der Chips innerhalb des
Funktionsmusters ab.
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3.5 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit / Verwertung
der Ergebnisse nach Projektende

Ein mogliches anschlieBendes Forschungsprojekt kdnnte sich auf die Optimierung der
Kammerrauhigkeit des Chip sowie auf die Weiterentwicklung der Software konzentrieren.
Zudem konnte die Validierung des Gerates innerhalb der urspriinglich geplanten klinischen
Folgestudie im Gerat erfolgen. Das Funktionsmuster kénnte in einem Anschlussprojekt zu
einem Prototyp weiterentwickelt werden, was einen bedeutenden Schritt in Richtung
Produktentwicklung und potenzieller Markteinfiihrung darstellen wiirde.

3.6 Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung

Die urspriingliche Kosten- und Zeitplanung des ASTANA-Projekts-Projekts wurde fiir das
Teilvorhaben von BioFluidix/Hamilton realistisch festgelegt, sodass die Kosten eingehalten
werden konnten. Des Weiteren konnte auch der zeitliche Projektfortschritt weitgehend den
Planungen entsprechen.

3.7 Zeitliche Umsetzung

Die zeitliche Umsetzung des ASTANA-Projekts orientierte sich weitgehend an der im
Projektantrag vorgesehenen Zeitplanung.
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