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1. Ausgangslage und Zielstellung

Infektionen mit Staphylococcus aureus (S. aureus) stellen trotz intensiver Forschung weiterhin ein
erhebliches gesundheitliches Risiko dar, insbesondere flr immunsupprimierte Patientinnen und
Patienten. Moderne Diagnostikverfahren wie Multiplex-PCR ermoglichen zwar den parallelen
Nachweis mehrerer Erreger, erschweren jedoch die klinische Interpretation. Studien zeigen, dass
Infektionen charakteristische Muster entziindlicher Mediatoren hervorrufen und dass deren
Kombination mit der Erregerdiagnostik diagnostisch wertvolle Informationen liefern kann. Gleichzeitig
beeinflussen Faktoren wie bakterielle Virulenzmerkmale oder virale Ko-Infektionen den
Krankheitsverlauf erheblich.

Das Teilvorhaben zielte daher darauf ab, die Diagnostik von S. aureus durch die Einbeziehung sowohl
bakterieller Eigenschaften als auch wirtsseitiger Immunparameter zu erweitern. Hierzu sollten
klinische Isolate charakterisiert, Infektionsmodelle etabliert und immunologische Reaktionen
systematisch untersucht werden. Die Antragstellerin verfiigte durch vorangegangene Arbeiten bereits
Uber umfangreiche Expertise zur Pathogenitdt von S. aureus und zur Analyse immunologischer
Wirtsreaktionen. Der innovative Ansatz des Projekts bestand darin, Pathogen- und Wirtsmarker
gleichzeitig zu erfassen und damit die prognostische Aussagekraft diagnostischer Verfahren zu
erweitern.

Zur Umsetzung wurden drei zentrale Ziele definiert:
1. Sammlung und umfassende Charakterisierung klinischer S. aureus-Isolate,
2. Analyse funktioneller bakterieller Eigenschaften und immunologischer Wirtsreaktionen
in vitro und in vivo,
3. Bereitstellung der gewonnenen Parameter zur Integration in die Diagnostikplattform.

Durch diese Arbeiten sollte ein diagnostisch relevantes Markerpanel identifiziert und die Basis fiir eine
innovative, adaptierbare Diagnostik geschaffen werden, die insbesondere fir die klinische Versorgung
und fiir Krankenh&user ohne eigene Mikrobiologie einen erheblichen Mehrwert bieten kann.

2. Ablauf des Vorhabens

Zu Beginn des Projekts wurde gemeinsam mit den Verbundpartner:innen ein Anforderungsprofil fur
die S. aureus-Diagnostik erstellt. Parallel erfolgte die ethische Genehmigung zur Gewinnung klinischer
Proben. AnschlieRend wurden ab 2021 umfangreiche Patientenmaterialien gesammelt und
mikrobiologisch charakterisiert. Hierzu zahlten unter anderem Tracheal- und Nasopharynxabstriche,
bronchoalveolare Lavagen (BAL) sowie Wundabstriche. Insgesamt entstand eine umfangreiche
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Stammsammlung, die sowohl klinisch relevante Isolate als auch Uber 1000 zusatzliche
Blutkulturstamme umfasst.

Zur Untersuchung der Wirts-Pathogen-Interaktion wurde ein standardisiertes in vitro-Infektionsmodell
mit humanen Lungenfibroblasten aufgebaut. Dieses Modell erméglichte Analysen zur bakteriellen
Invasion, Zytotoxizitaet und zu inflammatorischen Signalwegen. Wichtige Virulenzfaktoren wie ChiPS
und PVL wurden dabei als diagnostisch vielversprechend identifiziert.

Ergdnzend wurde ein tierexperimentelles Pneumoniemodell etabliert, mit welchem junge und alte
Mause miteinander verglichen wurden. Die Ergebnisse zeigten deutliche altersabhangige Unterschiede
in der Immunantwort auf eine S. aureus-Infektion. Teile dieser Daten flossen in zwei wissenschaftliche
Publikationen ein (Hader et al., Aging Dis 2023; Reisser et al., elife 2024), wodurch das Projekt
wesentlich zur internationalen Forschung beitrug.

Zum Abschluss wurden alle experimentellen Ergebnisse integrativ ausgewertet. Hieraus wurden
Parameter abgeleitet, die flir den diagnostischen Einsatz in der ADA-Plattform besonders relevant
erscheinen, darunter genetische Merkmale der Isolate, virulenzassoziierte Faktoren sowie wirtsseitige
Entziindungsmarker.

3. Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit

Das Teilvorhaben hat mehrere zentrale Ergebnisse hervorgebracht:

e Aufbau einer umfangreichen Sammlung klinischer S. aureus-lsolate als Grundlage fir
diagnostische Validierungen.

e Etablierung eines reproduzierbaren in vitro-Modells, das wesentliche Mechanismen der
zellulaeren Infektionsdynamik abbildet.

e Identifikation immunologisch relevanter Marker, insbesondere IL-6 und IL-8, die auf friihe
Wirtsreaktionen hinweisen.

e Nachweis signifikanter altersabhdngiger Unterschiede der Immunantwort im
Pneumoniemodell.

e Charakterisierung zentraler Virulenzfaktoren wie ChiPS und PVL, die diagnostisch nutzbar sind.

e Beitrdage zur wissenschaftlichen Gemeinschaft, unter anderem durch zwei peer-reviewte
Publikation in 2023 und 2024.

Die Zusammenarbeit innerhalb des ADA-Verbundes war kontinuierlich und pragte die inhaltliche
Ausrichtung des Projekts. Der regelmaRige Austausch mit den Partnerinstitutionen BLINK AG, Leibniz-
Institut fiir Photonische Technologien e. V. (Leibniz-IPHT), Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung
und Infektionsbiologie e. V. — Hans-Knoll-Institut (Leibniz-HKI) und Friedrich-Loeffler-Institut Jena
fihrte zu einer engen Abstimmung der wissenschaftlichen Anforderungen und ermdéglichte die
Integration der gewonnenen Daten in die Entwicklung der Diagnostikplattform.

4. Zusammenfassung

Das Teilvorhaben hat die wissenschaftlichen Voraussetzungen fiir die Entwicklung einer adaptierbaren
Diagnostikplattform fir S. aureus geschaffen. Die Kombination aus klinischer Isolatsammlung,
zellularen Infektionsmodellen, tierexperimentellen Untersuchungen und integrativer Datenanalyse
flhrte zu einem umfassenden Bild der bakteriellen Virulenz und der altersabhéngigen Wirtsantwort.
Die erzielten Ergebnisse leisten einen wichtigen Beitrag zur Verbesserung der mikrobiologischen
Diagnostik und konnen langfristig zur praziseren Identifikation und Einschatzung des Risikos schwerer
S. aureus-Infektionen beitragen.
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1. Einleitung

Der vorliegende Abschlussbericht dokumentiert die im Teilvorhaben durchgefihrten
wissenschaftlichen Arbeiten im Rahmen des Verbundprojekts ,Adaptierbare dezentrale Diagnostik fiir
die Tier- und Humanmedizin (ADA)“. Das Teilvorhaben ,Verbesserung der mikrobiologischen
Diagnostik von Staphylococcus aureus unter Einbeziehung spezifischer Virulenz- und Wirtsfaktoren
unter besonderer Berticksichtigung der Imnmunantwort in der Humanmedizin (DiSI)“ widmete sich der
umfassenden  Charakterisierung  von  S.aureus  unter  besonderer  Berlicksichtigung
pathogenitdtsbestimmender Virulenzfaktoren sowie relevanter Wirtsantwortmechanismen. Ziel war
es, grundlegende mikrobiologische und immunologische Erkenntnisse zu generieren, die zur
Entwicklung und Validierung einer adaptierbaren Diagnostikplattform beitragen.

Im Zentrum des Teilvorhabens standen die Gewinnung und systematische Untersuchung klinischer
S. aureus-Isolate, die Etablierung und Analyse eines standardisierten in vitro-Infektionsmodells sowie
die Erforschung altersabhangiger Unterschiede der Immunantwort in einem tierexperimentellen
Pneumoniemodell. Diese experimentellen Ansdtze wurden durch integrative Auswertungen erganzt,
die eine Ableitung diagnostisch relevanter Zielparameter ermdglichten.

Die Arbeiten wurden gemaR der urspriinglichen Vorhabenbeschreibung strukturiert in mehreren
Arbeitspaketen durchgefiihrt und regelmafig mit den Verbundpartner:innen abgestimmt. Das
Teilvorhaben leistet durch seine Ergebnisse einen substantiellen Beitrag zur wissenschaftlichen
Fundierung der ADA-Diagnostikplattform und liefert gleichzeitig neue Erkenntnisse zur Pathogenese
von S. aureus und zur Wirts-Pathogen-Interaktion.

2. Vergleich zur urspriinglichen Vorhabenbeschreibung

Die Durchfiihrung des Teilvorhabens DiSl erfolgte in enger Orientierung an der urspriinglichen
Teilvorhabenbeschreibung. Die dort definierten wissenschaftlichen Zielsetzungen sowie die
Gliederung in aufeinander aufbauende Arbeitspakete wurden wahrend der gesamten Projektlaufzeit
vollumfanglich eingehalten. Inhaltliche Abweichungen oder strukturelle Anpassungen waren nicht
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erforderlich, da sowohl die experimentellen Arbeitsablaufe als auch die zeitliche Planung planmaRig
umgesetzt werden konnten.

Arbeitspaket 1 umfasste die Erstellung eines Anforderungsprofils und die Einholung der ethischen
Genehmigung fiir die Gewinnung klinischer Materialien. Beide Aufgaben wurden im vorgesehenen
Zeitraum abgeschlossen und bildeten die Grundlage fir die nachfolgenden Arbeitspakete.
Arbeitspaket 2 sah die systematische Sammlung und Charakterisierung klinischer S. aureus-Isolate vor.
Die Arbeiten wurden wie geplant aufgenommen und im Laufe des Projekts sogar (iber den
urspriinglichen Rahmen hinaus erweitert, um eine breitere und diagnostisch nitzlichere Isolatbasis zu
schaffen. Diese Erweiterung erfolgte im Einvernehmen mit den Verbundpartnerinnen und
Verbundpartnern und ohne Auswirkungen auf die Gesamtstruktur des Projekts. Arbeitspaket 3 zielte
auf die Etablierung eines in vitro-Infektionsmodells ab. Alle vorgesehenen methodischen Schritte und
experimentellen Analysen wurden erfolgreich umgesetzt, und die Ergebnisse ermdglichten die
Auswahl eines geeigneten Modellsystems fiir die anschlieBenden in vivo-Untersuchungen.
Arbeitspaket 4, das die Durchfiihrung eines tierexperimentellen Pneumoniemodells vorsah, wurde
entsprechend den urspriinglich definierten Parametern realisiert. Die identifizierten altersabhdngigen
Unterschiede der Immunantwort bestatigten sowohl die Relevanz dieses Ansatzes als auch die
Angemessenheit des methodischen Designs. Im abschlieRenden Arbeitspaket 5 erfolgte wie
vorgesehen die integrative Auswertung der in den vorangegangenen Paketen gewonnenen Daten. Die
Ableitung diagnostisch relevanter Parameter und die Zusammenfiihrung der mikrobiologischen und
immunologischen Erkenntnisse entsprachen vollstandig der urspringlichen Zielstellung. Die
Validierung des BLINK-Systems erfolgte mit ausgewdhlten Stdammen. Die hervorragend
charakterisierte Stammsammlung und die Probematerialien stehen den Verbundpartner:innen zur
Verfligung.

3. Durchgefiihrte Arbeiten im Einzelnen

3.1.  AP1- Anforderungen der Medizinischen Mikrobiologie an ein neues Detektionssystem
(Monat 1-9 = 01.09.2020 — 31.05.2021)

Im Rahmen von AP1 erfolgte die grundlegende konzeptionelle Vorbereitung des Teilvorhabens. Ziel
war die Entwicklung eines Anforderungsprofils fir die Diagnostik von S. aureus, welches sowohl die
mikrobiologischen als auch die technischen und prozessualen Bedarfe fiir eine adaptierbare
Diagnostikplattform abbildet.

Zu diesem Zweck wurden im Jahr 2020 umfassende Literaturrecherchen zur aktuellen diagnostischen
Praxis, zu relevanten Virulenzfaktoren sowie zu bestehenden Limitierungen in der S. aureus-Diagnostik
durchgefiihrt. Parallel fanden eine Reihe koordinierter Abstimmungsmeetings mit den
Verbundpartnern BLINK AG, Leibniz-Institut fiir Photonische Technologien e. V. (Leibniz-IPHT), Leibniz-
Institut fir Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie e. V. — Hans-Knoll-Institut (Leibniz-HKI) und
Friedrich-Loeffler-Institut Jena statt, um ein gemeinsames wissenschaftliches und technologisches
Verstandnis sicherzustellen. Die Ergebnisse dieser Analyse miindeten in der Erstellung eines
strukturierten Anforderungsprofils, welches als Grundlage fiir die weitere experimentelle und
technologische Arbeit diente (Abb. 1; vgl. Zwischenbericht 2020).
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Abb. 1. Zusammenstellung der diagnostischen und technischen Anforderungen fiir die Entwicklung einer
S. aureus-Diagnostik im Rahmen des Teilvorhabens DiSl.

Ein weiterer Schwerpunkt von AP1 war die Schaffung der regulatorischen Voraussetzungen fiir die
Untersuchung klinischer Proben. Zu diesem Zweck wurde ein Ethikantrag vorbereitet und eingereicht,
welcher nach eingehender Prifung durch die zustéandige Ethikkommission genehmigt wurde. Dadurch
wurde die Grundlage geschaffen, Patient:innenmaterialien rechtssicher zu gewinnen, zu verarbeiten
und im Kontext des Teilvorhabens wissenschaftlich auszuwerten.

Nach Genehmigung des Ethikantrags begann die initiale Sammlung erster Patient:innenmaterialien,
insbesondere solcher, die typischerweise im diagnostischen Alltag zur Identifikation von S. aureus
herangezogen werden.

AP 1 wurde planmaRig und vollumfanglich abgeschlossen und bildete die konzeptionelle und
organisatorische Grundlage fir die nachfolgenden experimentellen Arbeitspakete.

3.2.  AP2-Sammlung und Charakterisierung klinischer Isolate (Monat 10-21 = 01.06.2021 —
31.05.2022)

AP2 umfasste die Gewinnung, Charakterisierung und Dokumentation klinischer S. aureus-Isolate, die
als essenzielle Grundlage fiir die Validierung der Diagnostikplattform dienten. Ab dem Jahr 2021
wurden Patient:innenproben systematisch gesammelt und anschlieBend mikrobiologisch
aufgearbeitet. Die Proben stammten sowohl aus Kolonisationen als auch aus Infektionen
unterschiedlicher Lokalisation, darunter Tracheal- und Nasopharynxabstriche, BAL-Proben sowie
Wundabstriche.

Die Identifikation der Bakterien erfolgte mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie, die eine schnelle
und prazise Spezieszuordnung ermoglichte. Die phanotypische Resistenzbestimmung wurde mittels
VITEK-Analysen durchgefiihrt, um eine umfassende Charakterisierung der Antibiotikaempfindlichkeit
sicherzustellen. Neben der Analyse der bakteriellen Isolate wurden zugehorige klinische
Primarmaterialien wie Blut, Trachealsekret und Bronchoalveoldre Lavage (BAL) konserviert und fir
weiterflihrende Untersuchungen bereitgestellt. Alle erhobenen klinischen Metadaten wurden in
pseudonymisierter Form in einer strukturierten Datenbank erfasst.

Nach Riicksprache mit den Verbundpartnerinnen und Verbundpartnern wurde entschieden, die
Sammlung Uber den urspriinglich geplanten Abschluss des Arbeitspakets im Mai 2022 hinaus
fortzufihren, um die Validierungsbasis der Diagnostikplattform zu erweitern. Durch diese
kontinuierliche Probengewinnung konnten bis zum Projektabschluss insgesamt 363 S. aureus-Isolate
gesammelt werden (Abb. 2). Darlber hinaus stehen mehr als 1000 Stamme aus Blutkulturen zur
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Verfligung, die aufgrund ihrer Vielfalt und klinischen Relevanz eine wertvolle Ressource fir
Validierungs- und Vergleichsstudien darstellen.
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Abb. 2. Sammlung von S. aureus-Staimmen und Patient:innenmaterialien im Zeitraum Marz 2021 — August
2025. S. aureus-Isolate wurden sowohl aus der aus Kolonisationen als auch von Infektionen (bspw. aus Tracheal-
und Nasopharynxabstrichen, BAL, Wundabstrichen) isoliert und kryokonserviert.

AP2 wurde damit nicht nur erfolgreich, sondern hinsichtlich des Umfangs der gewonnenen Datenbasis
Uber den urspriinglichen Plan hinaus erfillt und lieferte eine robuste Grundlage fiir weiterflihrende
experimentelle und diagnostische Entwicklungen im Projekt.

3.3.  AP3 -/Invitro-Charakterisierung von ausgewahlten S. aureus-Isolaten zur Bestimmung des
Zelltodes, der Invasion und der zellularen Immunantwort (Monat 25-40 = 01.09.2022 — 31.12.2023)

Im Rahmen von AP3 wurde ein standardisiertes in vitro-Infektionsmodell zur Untersuchung der
Interaktion zwischen S. aureus und humanen primaren Lungenfibroblasten entwickelt und validiert.
Ziel war es, zellulare Mechanismen der Invasion, Zytotoxizitdit und Immunaktivierung zu
charakterisieren und deren Bedeutung flr die Pathogenitat verschiedener klinischer Isolate abzuleiten.
Zu Beginn wurden Kultivierungsbedingungen fiir humane Lungenfibroblasten optimiert, um
reproduzierbare Infektionsbedingungen sicherzustellen. Anschlielend erfolgte die systematische
Infektion der Zellen mit definierten S. aureus-Stammen, darunter sowohl klinische Isolate
unterschiedlicher Virulenz als auch gut charakterisierte Referenzstamme. Die Infektion wurde tber
abgestufte bakterielle Konzentrationen durchgefiihrt, um konzentrationsabhidngige Effekte zu
erfassen.
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Abb. 3. Ubersicht liber das etablierte Infektionsschema von S. aureus in Lungenfibroblasten. Die Abbildung
wurde mit https://BioRender.com erstellt.

Die Versuche zeigten, dass S. aureus sowohl eine deutliche Invasion in die Wirtszellen als auch eine
konzentrationsabhdngige Zytotoxizitdt auslost. Parallel wurden inflammatorische Parameter
guantifiziert. Dabei konnten insbesondere IL-6 und IL-8 als stark regulierte Mediatoren identifiziert
werden, die auf eine ausgepragte proinflammatorische Wirtszellantwort hinweisen.

Abb. 4. Immunfluoreszenz-Farbung. In vitro-Infektion von primaren Lungenfibroblasten mit S. aureus nach 4h
und 6h post infectionem.

Ein besonderer Fokus lag auf der Charakterisierung relevanter Virulenzfaktoren. Hierbei konnte der
Chemotaxis-inhibierende Faktor ChiPS als zentraler immunmodulatorischer Faktor identifiziert
werden. Erste Untersuchungen mit humanen Makrophagen zeigten, dass die fiir ChiPS notwendige
Rezeptorexpression vorliegt und somit eine biologische Relevanz im respiratorischen Kontext gegeben
ist. Darliber hinaus wurden weitere Virulenzfaktoren wie das Panton-Valentine-Leukozidin (PVL)
analysiert, dessen Expression eine deutliche Korrelation mit dem Schweregrad der zelluldren
Schadigungen aufwies.

Die im Rahmen von AP3 erzeugten Daten bildeten schliefllich die Grundlage fiir die Auswahl eines
geeigneten bakteriellen Stammes fiir die nachfolgenden in vivo-Studien mittels Mausmodell in AP4.

5
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Auf Basis der Virulenzprofile und der in vitro-Charakterisierung wurde der hochvirulente USA300-
Stamm ausgewahlt, der in der aktuellen Literatur als besonders relevant flir schwere respiratorische
Infektionen beschrieben ist.

Alle im Arbeitsplan definierten Zielstellungen fiir AP3 wurden erreicht. Die generierten Ergebnisse
leisten einen zentralen Beitrag zum Gesamtvorhaben, da sie das Verstdandnis der Wirts-Pathogen-
Interaktion erheblich erweitern und essentielle Grundlagen fiir die Validierung und Weiterentwicklung
der adaptierbaren Diagnostikplattform liefern.

3.4. AP 4 - Invivo-Charakterisierung von ausgewadhlten S. aureus-Isolaten zur Bestimmung des
Zelltodes, der Invasion und der zelluldren Immunantwort (Monat 25-40 = 01.09.2022 — 31.12.2023)

AP4 hatte zum Ziel, die im in vitro-Ansatz gewonnenen Erkenntnisse zur Wirts-Pathogen-Interaktion in
ein in vivo-Modell zu Giberfiihren. Hierzu wurde ein tierexperimentelles Pneumoniemodell entwickelt,
das die Pathogenitadt von S. aureus sowie die altersabhidngige Immunantwort systematisch untersucht.
Die Vorbereitung umfasste die Auswahl eines geeigneten bakteriellen Stammes, die auf Basis der in
AP3 erhobenen Virulenz- und Inflammationsprofile erfolgte. Der hochvirulente USA300-Stamm wurde
aufgrund seiner ausgepragten invasiven Eigenschaften und seiner klinischen Relevanz als
Infektionserreger fir das Modell ausgewahlt.

Das Pneumoniemodell wurde in zwei Alterskohorten von Mausen etabliert, um altersabhangige
Unterschiede in der Immunantwort zu analysieren: junge Tiere (8 bis 12 Wochen) und alte Tiere (etwa
2 Jahre). Die Infektion erfolgte intratracheal unter standardisierten Bedingungen. Im Verlauf der
Versuche wurde eine Reihe klinischer und immunologischer Parameter erfasst, darunter
Korpergewichtsentwicklung, klinischer Score, Uberleben, bakterielle Last sowie inflammatorische
Marker in Lungengewebe und Serum.

Die Ergebnisse zeigten, dass junge Tiere einen unerwartet schweren Krankheitsverlauf im Vergleich zu
alten Tieren aufwiesen. Diese Beobachtung deutet auf eine altersabhangige Dysregulation der
Immunantwort hin, die zu einer verstarkten inflammatorischen Schadigung im jlingeren Organismus
flhrt. Elektronenmikroskopische Analysen bestatigten zudem deutliche Interaktionen zwischen
Alveolarmakrophagen und S. aureus, insbesondere bei stark virulenten Isolaten. Diese strukturellen
Befunde unterstiitzen die Hypothese, dass alveolare Immunzellen eine zentrale Rolle in der friihen
Abwehrreaktion und Krankheitsprogression spielen.
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HV: 10 kv WD: 11,1 mm Mag: 5000x — 5 —A
Abb. 5. Elektronenmikroskopische Analyse. Eingefarbte Aufnahme einer Rasterelektronenmikroskopie (REM)
eines aus jungen Wildtyp-(WT)-Md&usen isolierten alveoldren Makrophagen (AM), der S. aureus phagozytiert
(Reisser et al., elife, 2024).

Die im Rahmen von AP4 erzielten Ergebnisse miindeten in eine wissenschaftliche Publikation (Reisser
et al., elife, 2024), die den Einfluss der Telomerase-RNA-Komponente (TERC) auf die Immunantwort
bei S. aureus-Pneumonie beschreibt und die Relevanz zelluldrer Alterungsmechanismen fiir den
Infektionsverlauf hervorhebt.

AP4 wurde erfolgreich abgeschlossen. Die gewonnenen Daten liefern einen entscheidenden Beitrag
zum Verstandnis der Pathogenitat von S. aureus und bilden gleichzeitig eine essentielle Grundlage fir
die translationale Weiterentwicklung diagnostischer Strategien.

3.5.  AP5 - Datenanalyse, Anwendung, Korrelation der BLINK Plattform

AP5 diente der Zusammenfiihrung, Integration und strukturierten Auswertung aller im Projekt
erzeugten mikrobiologischen, immunologischen und experimentellen Daten. Ziel war es, diagnostische
Zielparameter zu definieren, die fiir die Weiterentwicklung der adaptierbaren Diagnostikplattform von
zentraler Bedeutung sind.

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurden die Ergebnisse aus AP1 bis AP4 systematisch konsolidiert und
hinsichtlich ihrer diagnostischen Relevanz bewertet. Dazu zdhlten unter anderem:

e die Identifikation von Virulenzfaktoren (z.B. ChiPS, PVL), die als potenzielle diagnostische
Marker dienen kdnnen,

e die Charakterisierung inflammatorischer Wirtsfaktoren wie IL-6 und IL-8, die im in vitro-Modell
als friihe Marker einer S. aureus-Infektion identifiziert wurden,

e die Ableitung altersabhangiger Unterschiede in der Immunantwort aus dem Tiermodell, die fiir
die klinische Diagnostik bestimmter Patientengruppen essenziell sein kdnnen,

e die Bewertung der Stammbibliothek hinsichtlich Variabilitdt, Virulenzprofil und
Resistenzmustern, um geeignete Validierungsisolate fir die Diagnostikplattform auszuwahlen.

Die integrative Datenanalyse zeigte, dass sowohl bakterielle Virulenzdeterminanten als auch
spezifische Wirtsantwortparameter eine tragende Rolle fiir die frilhe und zuverldssige Diagnostik
spielen. Aus den gewonnenen Ergebnissen wurden priorisierte diagnostische ZielgroBen abgeleitet,
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die im weiteren Verlauf des Verbundes fiir die Weiterentwicklung von Nachweisverfahren genutzt
werden kdnnen.

Ergdnzend erfolgte eine Bewertung der vorhandenen Stammsammlung hinsichtlich ihrer Eignung fur
Validierungsstudien. Die Verfiigbarkeit von mehr als 1000 Blutkulturstammen sowie zahlreicher
klinischer Isolate unterschiedlicher Herkunft stellt eine robuste Grundlage fiir die Validierung der ADA-
Diagnostikplattform dar.

Zudem wurde ein Anwendertest der Xplore-Plattform im Sinne der One-Health-Diagnostik
durchgefiihrt, der sowohl die Humanmedizin als auch die Veterindrmedizin einbezog. Die
Verbundprojektpartner stellten hierzu humane MRSA-Isolate aus Wund- und Rachenabstrichen sowie
bovine MRSA-Isolate aus Milchproben zur Verfligung. Die Analysen umfassten die Detektion eines
Speziesmarkers (gapA), sieben Resistenzmarker (blaZ, mecA, mecC, czrC, fusC, mupA, orfX-dcs), acht
Virulenzmarker (lukF-P83, lukF-PV, lukM, lukS-PV, entA, entB, entC, tst) sowie eine interne
Prozesskontrolle (BG). Die Einbindung dieser Proben diente der exemplarischen Demonstration der
Anwendbarkeit des diagnostischen Ansatzes Uber unterschiedliche Wirts- und Herkunftskontexte
hinweg.

AP5 wurde erfolgreich abgeschlossen und bildet den Abschluss der wissenschaftlichen Arbeiten des
Teilvorhabens DiSl. Die Ergebnisse liefern einen wesentlichen Beitrag zur Definition diagnostischer
Parameter fir die geplante Plattform und unterstlitzen die langfristige Verwertbarkeit der
Forschungsergebnisse.

4. Nachvollziehbarkeit der Verwendung der Zuwendung

Die im Rahmen des Teilvorhabens durchgefiihrten Arbeiten erforderten den Einsatz von Personal-,
Sach- und investiven Mitteln, die entsprechend der urspriinglichen Vorhabenbeschreibung sowie den
geltenden Bestimmungen eingesetzt wurden. Die Mittelverwendung erfolgte zielgerichtet,
zweckentsprechend und in enger Orientierung an den wissenschaftlichen Anforderungen der
Arbeitspakete.

4.1. Personalaufwand

Der im Teilvorhaben beantragte Personalaufwand war zentral fur die Planung, Durchfiihrung,
Auswertung und Dokumentation der experimentellen Arbeiten. Die vorgesehenen Tatigkeiten
umfassten insbesondere:

e die Gewinnung und Aufarbeitung klinischer S. aureus-Isolate (AP2),

e die Durchfiihrung mikrobiologischer und immunologischer Analysen im in vitro-
Infektionsmodell (AP3),

e die Etablierung und Betreuung des tierexperimentellen Pneumoniemodells (AP4),

e die integrative Auswertung der gewonnenen Daten sowie die Erstellung der
wissenschaftlichen Dokumentation (AP5).

Im Forderzeitraum waren insgesamt zwei wissenschaftliche Mitarbeiterinnen im Teilvorhaben
angestellt. Die Anstellungsverhéltnisse gestalteten sich wie folgt:

e wissenschaftliche Mitarbeiterin A: 05/2022 bis 10/2022,
e wissenschaftliche Mitarbeiterin B: 05/2023 bis 12/2023.
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Beide Mitarbeiterinnen beendeten ihre Tatigkeit vor Ablauf des gesamten Forderzeitraums. Aufgrund
des fortgeschrittenen Projektstatus und der herausfordernden arbeitsmarktspezifischen
Rahmenbedingungen erfolgte keine Nachbesetzung der Stelle.

Der weiterhin notwendige Personalaufwand wurde durch interne Ressourcen kompensiert. Die noch
ausstehenden experimentellen Arbeiten, Analysen und Dokumentationen wurden durch qualifiziertes
Institutspersonal Gbernommen, sodass die ordnungsgemafe Fortfliihrung und der fristgerechte
Abschluss des Teilvorhabens jederzeit gewahrleistet waren.

4.2, Verbrauchsmaterialien

Die Sachmittel deckten Verbrauchsmaterialien, diagnostische Reagenzien, Zellkulturbestandteile,
Sequenzierleistungen, Mikroskopieverbrauchsmaterialien sowie Tierbeschaffungs- und Versuchs-
durchfiihrungskosten ab.

Da die Arbeitspakete umfangreiche mikrobiologische und immunologische Analysen beinhalteten, war
insbesondere ein kontinuierlicher Verbrauch an Zellkulturmedien, Antikérpern, Extraktionskits und
Nachweisreagenzien erforderlich.

Darliber hinaus wurden aus den Sachmitteln auch Publikationskosten fiir folgende Veréffentlichung
eines Reviews zum Thema gedeckt: Héder A, Kése-Vogel N, Schulz L, Mlynska L, Hornung F, Hagel S,
Teichgrdber U, Lang SM, Pletz MW, Saux CIL, Léffler B, Deinhardt-Emmer S. Respiratory Infections in
the Aging Lung: Implications for Diagnosis, Therapy, and Prevention. Aging Dis. 2023 Aug 1,;14(4):1091-
1104. doi: 10.14336/AD.2023.0329. PMID: 37163442; PMCID: PM(C10389836.

4.3. Mittelumwidmungen

Im Verlauf des Forderzeitraums wurden insgesamt drei Mittelumwidmungen aus der Kategorie 0812
(Personal) vorgenommen. Diese erfolgten im Einklang mit den forderrechtlichen Bestimmungen und
wurden im Vorfeld jeweils beim Projekttrager beantragt. Hintergrund der Umwidmungen war ein
geringerer Personalbedarf in der spaten Projektphase sowie der Bedarf, spezifische projektkritische
Leistungen und Beschaffungen sicherzustellen, die fir die fristgerechte und vollstdndige Bearbeitung
des Teilvorhabens erforderlich waren.

Die Umwidmungen gestalteten sich im Einzelnen wie folgt:

1. Umwidmung von 40.000€ in die Kategorie 0835 Vergabe von Auftriagen fir
Sequenzierarbeiten
Die umgewidmeten Mittel wurden fir externe Sequenzierungen eingesetzt. Durchgefiihrt
wurden Ganzgenomsequenzierungen mehrerer im Tiermodell generierter Proben. Diese
Arbeiten lieferten zentrale datengestitzte Grundlagen flr das Verstandnis der pathogen- und
wirtsseitigen Mechanismen der S. aureus-Infektion.

2. Umwidmung von 18.700 € in die Kategorie 0843 sonstige allgemeine Verwaltungsausgaben
fiir die Beschaffung von Versuchstieren
Aufgrund des umfangreichen tierexperimentellen Studiendesigns in AP4 war die zusatzliche
Beschaffung von Versuchstieren erforderlich. Ein zentraler Schwerpunkt des Projekts bestand
darin, die Alterung als entscheidende Komorbiditat bei Infektionskrankheiten, insbesondere
im Kontext der S. aureus-Pneumonie, zu untersuchen. Da bereits gealterte Mause nur
eingeschrankt verfligbar und in der Beschaffung mit erheblichen Kosten verbunden sind, war
eine erhohte finanzielle Dotierung in diesem Bereich notwendig.
Die Umwidmung der Mittel ermdoglichte die vollstandige Durchfiihrung des Pneumoniemodells
in den vorgesehenen Alterskohorten und stellte sicher, dass die wissenschaftlichen
Zielsetzungen hinsichtlich der Analyse altersabhangiger Unterschiede der Immunantwort
erreicht werden konnten.
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3. Umwidmung von 56.700 € in die Kategorie 0843 sonstige allgemeine Verwaltungsausgaben
fir die Beschaffung von Verbrauchsmaterialien
Es entstand ein erhohter Bedarf an Verbrauchsmaterialien, insbesondere im Zusammenhang
mit mikrobiologischen und immunologischen Analysen sowie der abschlieRenden
Datenerhebung.
Zugleich hatten sich seit der Beantragung des Teilvorhabens die Preise fiir zentrale
Verbrauchsmaterialien splirbar erhoht, sodass ein zusatzlicher finanzieller Bedarf entstand.
Die Umwidmung ermdglichte die Beschaffung der erforderlichen Materialien in ausreichender
Menge und Qualitdt und stellte sicher, dass alle geplanten experimentellen Arbeiten
ordnungsgemal’ abgeschlossen werden konnten.

Diese Umwidmungen trugen entscheidend dazu bei, die wissenschaftlichen Ziele des Teilvorhabens zu
erreichen und die ordnungsgemalie Bearbeitung der Arbeitspakete sicherzustellen.

4.4, Investive Mittel

Investive Mittel wurden fiir die Beschaffung eines Inkubationsschiittlers eingesetzt. Das Gerat wurde
fir die standardisierte Kultivierung von S. aureus benétigt und ermoglichte reproduzierbare
Wachstumsbedingungen fiir die mikrobiologischen Arbeiten im Rahmen des Teilvorhabens.

4.5, Dienstreisen

Zeitraum Veranstaltung / Ort

09/2022 Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM), Berlin

09/2023 Weimarer Sepsis Update

09/2023 7™ International Symposium “Systems Biology of Microbial Infection”,
Jena

09/2023 Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie
(DGHM), Lubeck

03/2025 Pneumonie-Meeting, Minster

Im Rahmen des Teilvorhabens wurden mehrere Dienstreisen durchgefiihrt, die der wissenschaftlichen
Vernetzung, dem Austausch mit Fachkolleginnen und Fachkollegen sowie der Prasentation
projektbezogener Ergebnisse dienten. Die Reisen standen in unmittelbarem Zusammenhang mit den
Zielen des Teilvorhabens und trugen zur Dissemination der Forschungsergebnisse sowie zur fachlichen
Weiterqualifizierung der beteiligten Wissenschaftlerinnen bei.

Die Teilnahme an diesen Veranstaltungen ermdglichte die Vorstellung projektbezogener Arbeiten, den
Austausch (iber aktuelle diagnostische und mikrobiologische Entwicklungen sowie die Integration
neuer wissenschaftlicher Impulse in das laufende Projekt. Die Dienstreisen waren somit sowohl
notwendig als auch angemessen im Sinne der wissenschaftlichen Zielerreichung des Teilvorhabens.

4.6. Bewertung der Mittelverwendung

Die im Projekt eingesetzten Mittel waren sowohl notwendig als auch angemessen, um die
wissenschaftlichen Zielstellungen des Teilvorhabens zu erreichen. Alle Kostenpositionen standen in
direktem Zusammenhang mit der Bearbeitung der Arbeitspakete und wurden nach den Grundsatzen
der Wirtschaftlichkeit und Sparsamkeit eingesetzt.
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5. Notwendigkeit und Angemessenheit der durchgefiihrten Arbeiten

Die durchgefiihrten Arbeiten waren zwingend erforderlich, um die fiir das Gesamtvorhaben relevanten
wissenschaftlichen Fragestellungen zu beantworten und die Entwicklung einer adaptierbaren
Diagnostikplattform zu unterstitzen.

5.1.  Wissenschaftliche Notwendigkeit

Die Kombination aus klinischer Isolatsammlung, in vitro-Modellen und tierexperimentellen
Untersuchungen war notwendig, um:

e die Pathogenitat und Virulenzvariabilitdt von S. aureus umfassend zu charakterisieren,
e die Wirtsantwort auf unterschiedlichen Ebenen zu erfassen,

e diagnostische ZielgroRen zu identifizieren, die fir eine pradiktive und sensitive Diagnostik
relevant sind.

5.2. Methodische Angemessenheit

Die angewandten Methoden entsprachen dem Stand der Wissenschaft und waren geeignet, um

e reproduzierbare mikrobiologische Analysen durchzufihren,
e immunologische Prozesse auf Zell- und Organismusebene quantifizierbar zu machen,

e translationale Erkenntnisse fir die spatere Anwendung am Menschen abzuleiten.

Die Auswahl von USA300 als Referenzstamm fligte sich in diese Strategie ein, da dieser Stamm
international als Modellpathogen fiir schwere Infektionen anerkannt ist.

6. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse des Teilvorhabens besitzen sowohl wissenschaftliche als auch klinische und
technologische Relevanz und bilden eine wesentliche Grundlage fiir die Weiterentwicklung der ADA-
Diagnostikplattform.

6.1. Wissenschaftliche Verwertbarkeit

Die gewonnenen Daten tragen zu einem erweiterten Verstandnis der Interaktion zwischen S. aureus
und dem menschlichen Wirt bei. Insbesondere die folgenden wissenschaftlichen Resultate besitzen
langfristige Bedeutung:

e Identifikation relevanter Virulenzdeterminanten wie ChiPS und PVL,
e Charakterisierung inflammatorischer Marker als frilhe Indikatoren fiir Infektionsprozesse,

e Nachweis altersabhdngiger Unterschiede in der Immunantwort im Pneumoniemodell.

Diese Erkenntnisse sind von Bedeutung fir die mikrobiologische Forschung und bieten Ansatzpunkte
fir weiterfiihrende Studien.

6.2. Technologische und diagnostische Verwertbarkeit

Die im Projekt entwickelte Isolatbibliothek und die identifizierten diagnostischen ZielgréRen tragen zur
Optimierung und Validierung der Diagnostikplattform bei. Insbesondere:
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e die Variabilitdt der Isolate,
e die dokumentierten Virulenz- und Resistenzmuster und

e die identifizierten immunologischen Parameter.

6.3. Klinische Relevanz

Die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse besitzen Potenzial fiir:

e verbesserte diagnostische Sensitivitat,
e risikoadaptierte Interpretation diagnostischer Ergebnisse,

e zukinftige klinische Entscheidungsunterstiitzung, insbesondere bei Patientengruppen mit
altersabhangiger Immunantwort.

6.4. Konkrete Planungen fiir die nahere Zukunft

Die Grundlagen dieser Arbeiten dienten als wesentliche Grundlage fiir Folgeprojekt im Rahmen des
Leibniz-Zentrum fir Photonik in der Infektionsforschung.

7. Erkenntnisse Dritter und Patentlage

Wahrend der gesamten Projektlaufzeit wurden keine relevanten Drittentwicklungen bekannt, die den
wissenschaftlichen Fortschritt oder die Zielerreichung des Teilvorhabens beeinflusst hatten.

8. Veréffentlichungen nach Nr. 5 NKBF/NABF

8.1. Erfolgte Publikationen

e Hader A, Kdse-Vogel N, Schulz L, Mlynska L, Hornung F, Hagel S, Teichgraber U, Lang SM, Pletz
MW, Saux CIL, Loffler B, Deinhardt-Emmer S. Respiratory Infections in the Aging Lung:
Implications for Diagnosis, Therapy, and Prevention. Aging Dis. 2023 Aug 1;14(4):1091-1104.
doi: 10.14336/AD.2023.0329. PMID: 37163442; PMCID: PMC10389836.

e ReisserY, Hornung F, Hader A, Lauf T, Nietzsche S, Loffler B, Deinhardt-Emmer S. Telomerase
RNA component knockout exacerbates Staphylococcus aureus pneumonia by extensive
inflammation and dysfunction of T cells. Elife. 2024 Nov 28;13:RP100433. doi:
10.7554/elife.100433. PMID: 39607755; PMCID: PMC11604217.

9. Schlussbhemerkung

Das Teilvorhaben wurde erfolgreich durchgefiihrt und alle wissenschaftlichen Zielsetzungen wurden
erreicht. Die Ergebnisse leisten einen substantiellen Beitrag zur Weiterentwicklung der adaptierbaren
Diagnostikplattform und liefern wichtige Erkenntnisse zur Pathogenese, Virulenz und Wirtsantwort bei
S. aureus.

Die bereitgestellte Isolatbasis, die etablierten Modelle und die umfassenden immunologischen und
mikrobiologischen Analysen stellen eine dauerhafte Ressource fiir Forschung, Diagnostik und

translationale Anwendungen dar.
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