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2 Kurze Darstellung des Projektes

2.1 Aufgabenstellung

Das Teilvorhaben der Biophotonics Diagnostics GmbH (BPD) im Rahmen des
Verbundprojektes InfectoXplore — Spektroskopische Plattform zur Diagnostik von
Infektionen aus Blut hatte das zentrale Ziel, eine leistungsfahige, automatisierbare und
klinisch einsetzbare Datenanalyse- und Softwarelésung zur schnellen Identifikation
bakterieller Erreger sowie zur phanotypischen Antibiotikaresistenztestung aus positiven

Blutkulturen zu entwickeln.

Im Gegensatz zu konventionellen mikrobiologischen Verfahren, die flr
Erregeridentifikation und Resistenzbestimmung typischerweise 24-72 Stunden
bendtigen, sollte im Projekt eine spektroskopische Plattform erforscht werden, die
innerhalb weniger Stunden diagnostisch verwertbare Ergebnisse liefert. Die BPD
ubernahm dabei die Verantwortung fur die Entwicklung der statistischen Datenanalyse,
der maschinenlernenden Algorithmen sowie der softwaretechnischen Integration der

Auswerteprozesse in ein Demonstratorsystem.

Die Aufgabenstellung der BPD umfasste insbesondere folgende Kernpunkte:
e Entwicklung einer Kl-basierten Datenanalysepipeline

- Konzeption und Implementierung einer modularen Datenanalysepipeline zur
Verarbeitung von Raman-spektroskopischen Messdaten und
Mikroskopiebildern.

- Entwicklung maschinenlernender Modelle zur:

o ldentifizierung relevanter Sepsiserreger,

o phanotypischen Bewertung der Antibiotikasensitivitat,

o Abschatzung resistenzrelevanter Veranderungen unter
Antibiotikaeinfluss.

- Validierung der Modelle anhand referenzierter mikrobiologischer
Routinediagnostik.



« Integration von Spektral- und Bilddaten

- Entwicklung von Methoden zur Vorverarbeitung, Qualitatskontrolle und
Standardisierung hochdimensionaler Raman-Spektren.

- Erforschung und Implementierung geeigneter Bildauswerteverfahren zur
morphologischen Charakterisierung von Bakterienzellen.

- Fusion beider Datenquellen zur Erhdhung der diagnostischen Aussagekraft
und Robustheit.

o Automatisierung und Softwareentwicklung

- Ubertragung der entwickelten Algorithmen in eine automatisierte,
nutzerfreundliche Softwareumgebung.

- Aufbau einer konsistenten Dateninfrastruktur zur strukturierten Erfassung,
Speicherung und Weiterverarbeitung von Messdaten.

- Sicherstellung der Skalierbarkeit der Losung (lokaler Betrieb bzw. Cloud-

Integration).
o Unterstutzung der klinischen Validierung

- Begleitende Auswertung von Messkampagnen mit Isolaten sowie spater mit
klinischen Proben aus positiven Blutkulturen.

- Statistischer Vergleich der spektroskopisch gewonnenen Ergebnisse mit den
Referenzmethoden der Routinediagnostik.

- Mitwirkung bei der Bewertung der Machbarkeit unter routinedhnlichen

Bedingungen.

Das ubergeordnete Ziel des Teilprojektes bestand darin, eine robuste, valide und
perspektivisch als In-vitro-Diagnostikum weiterentwickelbare Auswertearchitektur zu
schaffen, die in Kombination mit der photonischen Messtechnik eine schnelle,

phanotypische Resistenzdiagnostik aus Blutkulturen ermoglicht.

Durch diese technologische Entwicklung sollte ein wesentlicher Beitrag zur frihzeitigen,

zielgerichteten Therapie von Blutstrominfektionen und Sepsis geleistet werden, um



Patientensicherheit zu erhohen, den Einsatz von Breitbandantibiotika zu reduzieren und

Gesundheitskosten langfristig zu senken.

2.2 \Voraussetzungen, unter denen das Projekt durchgefiuhrt wurde

Die Hauptaufgaben der BPD innerhalb des Gesamtprojektes bestanden in der
Verantwortlichkeit fir das Arbeitspaket AP 4 — Statistische Datenanalyse und
Maschinelles Lernen sowie in der inhaltlichen Mitwirkung an Teilaspekten der
Arbeitspakete AP 1, AP 2, AP 3 und AP 5, insbesondere unter dem Aspekt der

Datenauswertung, Modellbildung und softwaretechnischen Integration.

Der Arbeitsplan umfasste die systematische Entwicklung einer automatisierten
Datenanalyse-Pipeline zur Identifizierung bakterieller Erreger aus positiven Blutkulturen
sowie zur phanotypischen Bewertung der Antibiotikasensitivitat auf Basis Raman-

spektroskopischer Messdaten und erganzender Mikroskopiebilder.

Im Folgenden sind die Arbeitspakete aus Sicht des Teilvorhabens der BPD dargestellt.

2.3 Planung und Ablauf des Projektes
AP 1: RamanBioAssay fiir ein schnelles Resistogramm aus positiver Blutkultur

Ziel:
Mitwirkung an der Definition der methodischen Anforderungen an einen Raman-basierten

BioAssay zur schnellen phanotypischen Resistenztestung aus positiven Blutkulturen.

Voraussetzung:
Vorarbeiten im Bereich Raman-spektroskopischer Einzelzellanalytik sowie bestehende

Erfahrungen in der chemometrischen Auswertung komplexer Spektraldaten.

Losungsansatz:

Unterstutzung bei der Festlegung relevanter Messparameter, Datenerfassungsstrategien
und Anforderungen an spektrale Qualitat, um eine spatere automatisierte Kl-basierte
Auswertung zu ermoglichen. Definition notwendiger Referenzdatensatze fir Training und

Validierung der Modelle.

Einsatzmittel:
Spektrale Vorarbeiten, bestehende Analysealgorithmen sowie enge Abstimmung mit den

Partnern fur Assay-Entwicklung und Messtechnik.



AP 2: Erforschung automatisierter Probenvorbereitungsstrategien

Ziel:
Begleitende Bewertung der Auswirkungen verschiedener Probenvorbereitungsstrategien

auf die spektrale Datenqualitat und Modellrobustheit.

Voraussetzung:
Verfugbarkeit von Messdaten aus unterschiedlichen Entwicklungsstanden der
mikrofluidischen Probenaufbereitung.

Losungsansatz:

Statistische  Analyse der spektralen Variation infolge  unterschiedlicher
Probenvorbereitungsschritte. Ableitung von Anforderungen an Standardisierung und
Datenvorverarbeitung, um Matrixeinflisse (Blutbestandteile, Medienreste) zu

minimieren.

Einsatzmittel:
Raman-Spektren aus frihen positiven Blutkulturen, Metadaten zu Prozessparametern,

explorative Datenanalyseverfahren.

AP 3: Design und Erstellung eines Messsystems fur die On-Chip-Raman-
mikrospektroskopische Charakterisierung und Testung der

Antibiotikasuszeptibilitat

Ziel:
Sicherstellung der Kompatibilitat des Messsystems mit den Anforderungen der

automatisierten Datenauswertung.

Voraussetzung:

Technische Entwicklungsstande des Raman-Messsystems und der On-Chip-Architektur.

Losungsansatz:
Analyse der spektralen Charakteristika bei unterschiedlichen optischen Designs und
Kalibrierzustanden. Entwicklung von Vorverarbeitungsroutinen zur Unterdrickung

geratebedingter Artefakte (Baseline, Intensitatsschwankungen, Wellenzahlkalibrierung).

Einsatzmittel:
Testdatensatze aus verschiedenen Systemzustanden, statistische Vergleichsanalysen,

Validierungsmethoden.



AP 4: Statistische Datenanalyse und Maschinelles Lernen

Ziel:
Erarbeitung und Implementierung einer automatisierten Datenanalyse-Pipeline zur
Identifizierung von Sepsiserregern sowie zur phanotypischen Antibiotikaresistenztestung

aus Raman-Spektren und Mikroskopiebildern.

Voraussetzung:
Vorliegen ausreichend reprasentativer Trainings- und Validierungsdatensatze aus AP 1—

3 sowie Referenzdaten aus der klinischen Routinediagnostik.

Losungsansatz:

Das Arbeitspaket gliederte sich in mehrere Unterarbeitspakete:

e AP 4.1: Untersuchung geeigneter Dateninfrastruktur (lokal/Cloud), Schnittstellen,
Datensicherheit.

e AP 4.2: Entwicklung von Methoden zur Spektrenvorbehandlung (Despiking,
Baseline-Korrektur, Normalisierung, Qualitatsfilter).

o AP 4.3: Erarbeitung und Optimierung maschinenlernender Modelle (u. a. PLS-DA,
PCA-basierte Verfahren) zur Erregeridentifikation.

« AP 4.4: Entwicklung von Bildanalyseverfahren (u. a. CNN-basierte Feature-
Extraktion) und Fusion von Spektral- und Bilddaten.

« AP 4.5: Integration aller Module in einen automatisierten Analyseworkflow
einschliel3lich nutzerorientierter Softwareumgebung.

e AP 4.6: Kontinuierlicher Aufbau und Erweiterung einer Spektren- und
Bilddatenbank.

Einsatzmittel:
Raman-Spektren, = Mikroskopiedaten, klinische  Referenzbefunde, statistische

Softwarewerkzeuge und Kl-Frameworks.
AP 5: Verifizierung und klinische Validierung

Ziel:
Nachweis der Leistungsfahigkeit der entwickelten Auswerteverfahren unter

anwendungsnahen Bedingungen.

Voraussetzung:

Verfugbarkeit des Demonstratorsystems und klinischer Proben aus positiven
Blutkulturen.
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Losungsansatz:
Vergleich der Kl-basierten Ergebnisse mit den Referenzmethoden der Routinediagnostik
(Erregeridentifikation und Antibiogramm). Bewertung von Sensitivitat, Spezifitat und

Vorhersagegenauigkeit. Identifikation von Optimierungspotenzialen.

Einsatzmittel:
Patientenproben, Demonstratorsystem, Referenzbefunde des Universitatsklinikums
Jena.

2.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Projektbeginn

Die BPD begann mit dem Teilvorhaben InfectoXplore vor dem Hintergrund, dass die
Raman-Spektroskopie seit vielen Jahren als Methode zur molekularen Charakterisierung
biologischer Proben etabliert ist und in den vergangenen Jahren zunehmend fur die
Identifizierung von Mikroorganismen erforscht wurde. Es war bekannt, dass Raman-
Spektren prinzipiell zur Differenzierung bakterieller Spezies geeignet sind und dass unter
Antibiotikaeinfluss spektrale Veranderungen auftreten kénnen, die Ruckschlisse auf

phanotypische Resistenzeigenschaften erlauben.

Gleichzeitig war zu Projektbeginn klar, dass die effektive Nutzung der Raman-
Spektroskopie flr diagnostische Fragestellungen leistungsfahige statistische und
rechnergestutzte Verfahren erfordert. Die Spektren weisen eine hohe Informationsdichte
auf und werden von zahlreichen Einflussfaktoren gepragt, darunter biologische
Variabilitat der Bakterien, Matrixeffekte aus Blutkulturen sowie technische Bedingungen
des Messsystems. Eine manuelle Auswertung ist aufgrund dieser Komplexitat nicht
realistisch maoglich, sodass eine automatisierte Datenanalysepipeline zwingend

erforderlich ist.

Es existierten bereits chemometrische Verfahren wie PCA, PLS-DA oder Support-Vektor-
Methoden, die in Forschungsarbeiten eingesetzt wurden. Allerdings lag keine validierte,
automatisierte Gesamtlésung fur die schnelle phanotypische Resistenztestung aus
positiven Blutkulturen vor. Insbesondere die Kombination aus spektraler Analyse,
Bildauswertung und klinischer Referenzvalidierung stellte ein noch nicht realisiertes

Entwicklungsvorhaben dar.

Die BPD konnte zu Projektbeginn auf Erfahrungen im Bereich der chemometrischen
Modellierung und der Auswertung hochdimensionaler Raman-Daten zuruckgreifen.

Zudem bestand eine enge wissenschaftliche Zusammenarbeit mit dem Leibniz-IPHT,
8



wodurch fundierte Kenntnisse in der Spektrenvorverarbeitung, Artefaktkorrektur und

statistischen Modellvalidierung vorhanden waren.

Nicht vorhanden war jedoch eine speziell fir die Blutkulturdiagnostik entwickelte,
integrierte Maschinelles Lernen- und Kl-Losung mit automatisierter Verarbeitung,
strukturierter Datenhaltung und klinisch validierter Ergebnisdarstellung. Die Entwicklung

einer solchen Losung bildete die zentrale Ausgangsherausforderung des Teilvorhabens.

2.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Am Verbundprojekt InfectoXplore waren mehrere Partner aus Forschung, Klinik und
Industrie beteiligt, die jeweils komplementare Kompetenzen in das Gesamtvorhaben

einbrachten.
Insgesamt waren folgende Einrichtungen im Projekt beteiligt:
Leibniz-Institut flir Photonische Technologien e.V. (Leibniz-IPHT), Jena

Das Leibniz-IPHT war verantwortlich fur die Erforschung der Raman-spektroskopischen
Grundlagen, die Entwicklung geeigneter Probenvorbereitungsstrategien sowie die
spektroskopische Charakterisierung von Bakterien aus positiven Blutkulturen. Zudem
wurden methodische Vorarbeiten zur spektralen Analyse und zur Integration der

Technologieplattform durchgefthrt.
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie (IMM), Universitatsklinikum Jena (UKJ)

Das UKJ brachte seine Expertise in der medizinischen Mikrobiologie ein. Zu den
Aufgaben gehorten die Definition klinischer Anforderungen, die Bereitstellung und
mikrobiologische Charakterisierung von Proben sowie die Durchfiihrung und Begleitung
der Kklinischen Validierung. Die Referenzanalytik erfolgte nach etablierten

Routinemethoden der klinischen Mikrobiologie.

Ernst-Abbe-Hochschule Jena (EAH), Fachbereich Medizintechnik und

Biotechnologie

Die EAH unterstltzte insbesondere im Bereich der optischen Systementwicklung und der
Integration  von  On-Chip-Raman-mikrospektroskopischen ~ Ansatzen in ein
anwendungsnahes Messsystem.



mibic GmbH & Co. KG

Die mibic GmbH & Co. KG war in die Entwicklung des Messsystems und in
systemtechnische Fragestellungen eingebunden, insbesondere im Hinblick auf eine

spatere industrielle Umsetzung.
Biophotonics Diagnostics GmbH (BPD)

Die BPD war verantwortlich fur das Arbeitspaket ,Statistische Datenanalyse und
Maschinelles Lernen® und entwickelte die automatisierte Datenanalysepipeline zur

Identifizierung von Erregern sowie zur phanotypischen Antibiotikaresistenztestung.

Die Bearbeitung der einzelnen Arbeitspakete erfolgte in enger Abstimmung der Partner.
Regelmalige Konsortialtreffen, technische Arbeitsgruppen sowie bilaterale
Abstimmungen dienten der Koordination der Entwicklungsstande.

Die enge Verzahnung von photonischer Messtechnik, mikrobiologischer
Referenzanalytik und datengetriebener Modellierung stellte eine wesentliche

Voraussetzung fur die erfolgreiche Umsetzung des Gesamtprojektes dar.
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2.6 Darstellung der wichtigsten Positionen des zahlenmaBigen Nachweises /

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die wichtigsten Positionen des zahlenmaliigen Nachweises koénnen wie folgt

zusammengefasst werden:

Position Gesamtvorkalkulation (€) Gesamtnachkalkulation €
Material 0,00 0,00
FE-Fremdleistungen 0,00 0,00
Personal 395.300,00 205.820,78
Reisekosten 1.800,00 0,00
Sonstige unmittelbare 0,00

0,00
Vorhabenskosten
Gesamte Selbstkosten 397.100,00 357.396,62
Bundesanteil 277.970,00 250.177,63
Eigenanteil 119.130,00 107.218,99

Die Zuwendung wurde entsprechend der Nebenbestimmungen fur Zuwendungen auf
Kostenbasis des Bundesministeriums fur Bildung und Forschung an Unternehmen der
gewerblichen Wirtschaft fur Forschungs- und Entwicklungsvorhaben sowie der weiteren
Nebenbestimmungen und Hinweise zum Zuwendungsbescheid vom 27.08.2020
verwendet. Die Zuwendung wurde ausschlieRlich zur Erfullung des Zweckes des
Projektes wirtschaftlich und sparsam verwendet.

Die Abweichungen von den Ansatzen der Gesamtkalkulation halten sich im nach
NKBF98 moglichen Rahmen und waren fur die erfolgreiche Durchfuhrung des Projektes

notwendig.

In der letzten Phase des Projektes, insbesondere in AP 5, zeigte sich, dass gegenuber

der Planung der personellen Forschungsaufwande weniger real notwendig gewesen
11



sind. Grund hierfiir war, dass weniger Anpassung und manuelle Uberarbeitung der Daten
notwendig gewesen sind.

Unter der Mallgabe der sinnvollen wirtschftlichen Verwendung der Mittel wurde der

ursprunglich geplante Gesamtkostenbetrag nicht ausgeschopft.
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3 Detaillierte Darstellung der Ergebnisse des Teilvorhabens

3.1 AP 1: RamanBioAssay fir ein schnelles Resistogramm aus positiver
Blutkultur

Ergebnisse

Im Arbeitspaket 1 lag der Schwerpunkt auf der Entwicklung einer Gesamtmethodik sowie
der Erstellung einer standardisierten SOP zur Durchfihrung eines Raman-basierten
Schnelltests zur Identifikation von Erregern und Bestimmung ihrer Antibiotikaresistenz
direkt aus positiven Blutkulturen. Die Biophotonics Diagnostics GmbH (BPD) brachte
dabei ihre Expertise in der spektroskopischen Datenauswertung ein, wodurch
aussagekraftige Interpretationsparameter systematisch abgeleitet werden konnten. Die
entwickelten SOPs wurden mehrfach tGberarbeitet, getestet und validiert, um eine robuste

und standardisierte Anwendung im weiteren Projektverlauf sicherzustellen.

Die  Entwicklung eines konzeptionellen = Workflows zur Erkennung von
Antibiotikaresistenzen stand dabei vor mehreren Herausforderungen — sowohl solchen,
die typisch fur die Raman-Spektroskopie sind, als auch solchen, die sich aus
artspezifischen Unterschieden ergeben. Bestimmte Bakterienarten zeigen signifikante
Variationen im Spektralverhalten, bedingt durch Faktoren wie Farbstoffreste,
Wachstumsdynamik oder stammabhangige biochemische Eigenschaften. Ein pradiktives
Modell, das ausschlielich versucht, Unterschiede zwischen wachsenden und gehemmt

wachsenden Bakterien direkt aus den Spektren zu erkennen, kann daher instabil sein

und zu unzuverlassigen Ergebnissen fuhren.




Abbildung 1 Workflow zur Unterdriickung von Variabilitit zwischen verschiedenen Stammen und
Messkampagnen, demonstriert anhand von Raman-Spektren eines S. aureus-Stammes aus einer realen
Blutkultur.

3.2 AP 2: Erforschung automatisierter Probenvorbereitungsstrategien
Ergebnisse

Im Rahmen von Arbeitspaket 2 wurden Strategien zur automatisierten
Probenvorbereitung entwickelt und untersucht. Ziel war es, kritische Verfahrensschritte
wie Zellseparation, Anreicherung und Aufbereitung hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Qualitdt der Messdaten zu analysieren und zu optimieren. Dabei wurde in enger
Zusammenarbeit mit den Projektpartnern eine Reihe technischer Varianten getestet. Die
Biophotonics Diagnostics GmbH (BPD) ubernahm dabei insbesondere die Bewertung der

Reproduzierbarkeit sowie der Auswirkung dieser Verfahren auf die spektralen Daten.

Ein wesentlicher Bestandteil dieser explorativen Analyse war die Visualisierung der

erfassten Daten (Abbildung 2 b). Die visuelle Beurteilung dieser Darstellungen, gestutzt
auf die fachliche Erfahrung von BPD und den Projektpartnern, diente der Bestatigung der
Datenkonsistenz und half dabei, Messabweichungen oder systematische Fehler

fruhzeitig zu erkennen. So konnte gewahrleistet werden, dass die erhobenen Daten fur
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den weiteren Analyseprozess — insbesondere fur das maschinelle Lernen — geeignet

sind.

Einige der getesteten Probenvorbereitungsverfahren zeigten starkeren Einfluss auf die
spektralen Eigenschaften der Proben als urspringlich erwartet. Dies machte gezielte
Anpassungen an der Auswertesoftware notwendig, um etwaige Storfaktoren zu
kompensieren und die Aussagekraft der Analyse zu sichern. Die gewonnenen

Erkenntnisse flossen direkt in die Ausarbeitung eines robusten, automatisierten

Gesamtworkflows ein.

Abbildung 2 Beispielhafte Darstellung einer spektralen Qualitatspriifung (a) sowie der visuellen Auswertung

gemessener Spektren (b) zur Validierung der Konsistenz experimenteller Daten.

3.3 AP 3: Design und Erstellung eines Messsystems fiir die On-Chip-Raman-
mikrospektroskopische Charakterisierung und Testung der

Antibiotikasuszeptibilitat
Ergebnisse

Im Rahmen von Arbeitspaket 3 wurde ein Raman-basiertes Messsystem fur die on-chip-
Analyse konzipiert, aufgebaut und umfassend getestet. Ziel war es, ein zuverlassiges und
prazises System zur Charakterisierung bakterieller Proben und zur Bestimmung der
Antibiotikasuszeptibilitdit zu entwickeln. Die Biophotonics Diagnostics GmbH (BPD)
analysierte im Prozessverlauf gezielt die technischen Einflussfaktoren auf die
Datenqualitat — wie Laserstabilitat, optische Fokussierung und spektrale Auflésung — und

formulierte daraus konkrete Anforderungen an das Gesamtsystem.

Die entwickelte prototypische Gerateplattform wurde erfolgreich getestet und bildet nun
die Grundlage fur die spatere klinische Verifizierung im Rahmen von AP5. Besonders in
der Anfangsphase des Projekts wurden systematische Testmessungen durchgefuhrt, um

alle relevanten Systemparameter zu optimieren. Dabei zeigte sich beispielsweise, dass
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unerwartete Temperatureffekte die spektrale Qualitat beeinflussen kénnen. Diese wurden
durch gezielte Kalibrierungsmafnahmen ausgeglichen, sodass die Messungen unter

stabilen Bedingungen erfolgen konnten.

Ein wesentlicher Bestandteil der Arbeit in diesem Paket war auch die explorative
Datenanalyse. Obwohl diese stark vom Fachwissen der beteiligten Wissenschaftler
abhangt und keine vollumfangliche Bewertung der pradiktiven Modellleistung erlaubt,
koénnen dennoch wichtige Ruckschlusse auf das Verhalten des Systems und die
Datenqualitat gezogen werden — selbst aus kleineren Datensatzen. Abbildung 3 zeigt
exemplarisch, wie sich die Inkubationszeit auf die spektrale Auspragung des
Antibiotikaeffekts in Bulk-Bakterienproben auswirkt. Wahrend nach 30 Minuten kaum ein
Effekt nachweisbar ist, beginnt sich dieser ab 60 Minuten abzuzeichnen und stabilisiert
sich nach 90 Minuten. Eine weitere Verlangerung der Inkubationszeit auf 120 Minuten

bringt nur noch eine geringfugige Verbesserung.

Die kontinuierliche Ruckkopplung und der aktive Datenaustausch mit den Projektpartnern
trugen mafRgeblich dazu bei, potenzielle Probleme in der Probenvorbereitung oder
Messdurchfuhrung frihzeitig zu identifizieren und zu beheben. Dies fuhrte zu einer hohen
Stabilitat der entwickelten SOPs, welche eine zuverlassige und qualitativ hochwertige
Datenerfassung ermdglichten — eine entscheidende Voraussetzung fur den erfolgreichen

Einsatz  Uberwachter maschineller Lernverfahren in der automatisierten

Datenauswertung.

Abbildung 3 Untersuchung des Antibiotikaeffekts in Bulk-Bakterienproben in Abhéangigkeit der Inkubationszeit
mittels explorativer Datenanalyse.

3.4 AP 4: Statistische Datenanalyse und Maschinelles Lernen
Ergebnisse in den Unterarbeitspaketen

Im Rahmen von Arbeitspaket 4 wurde eine umfassende Datenauswerteprozedur unter

Einsatz statistischer Verfahren und maschinellen Lernens entwickelt. Ziel war es,

16



samtliche im Projektverlauf generierten Daten — insbesondere Raman-Spektren und
Mikroskopiebilder — in eine zentrale Analyseplattform zu integrieren und systematisch
auszuwerten. In einem mehrstufigen Ansatz wurden die Daten zunachst explorativ
analysiert, geeignete Datenstrukturen und Schnittstellen definiert und anschlielend
standardisierte =~ Vorverarbeitungsverfahren  wie  Glattung, Baseline-Korrektur,

Wellenlangenkalibration und Normalisierung entwickelt.

Darauf aufbauend kamen verschiedene Klassifikationsalgorithmen zum Einsatz. Die
Kombination von Spektral- und Bilddaten stellte eine besondere Herausforderung dar.
Die daraus resultierenden Modelle erzielten eine hohe Genauigkeit sowohl bei der
Identifikation der Erreger als auch bei der Vorhersage von Antibiotikaresistenzen. Parallel
dazu wurde eine kontinuierlich wachsende Datenbank aufgebaut.

3.4.1 AP 4.1 (Voruntersuchungen)

In den initialen Voruntersuchungen wurde analysiert, ob relevante spektrale Unterschiede
zwischen resistenten und sensiblen Bakterienstdmmen zuverlassig erfasst werden
konnen. Dazu wurde der Einfluss der Spektrenvariabilitat innerhalb eines
Probenansatzes auf die Modellgute untersucht. Die Visualisierung des
Behandlungseffekts erfolgte anhand von Mittelwertspektren mit Standardabweichung
sowie der ersten Hauptkomponente (Principal Component), um Konsistenz und

Robustheit der Messungen zu bewerten.

Wie in Abbildung 4 dargestellt, zeigt sich deutlich: Hohe Standardabweichungen
innerhalb der behandelten Proben (Abbildung 4 a) fuhren zu einer schlechteren
Trennscharfe zwischen behandelten und unbehandelten Proben (Abbildung 4 c). Im
Gegensatz dazu ermoglichen Experimente mit geringerer Variabilitat innerhalb der
Gruppen (Abbildung 4 b, c) eine deutlich robustere und klarere Trennung im
Merkmalsraum. Diese Erkenntnisse flossen unmittelbar in die Weiterentwicklung der

Messprotokolle und in die Kalibrierung der Klassifikationsmodelle ein.
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Abbildung 4 Explorative Analyse von Chipmessungen zur Bewertung des Antibiotikaeffekts. Links: Spektrale

Standardabweichung innerhalb der Gruppen. Rechts: Darstellung der ersten Hauptkomponente zur

Visualisierung der Trennungseffekte.

3.4.2 AP 4.2 (Definition Datenstruktur, Datenmanagement und Schnittstellen fur

die Dateneinlese)

Im Rahmen dieses Arbeitsschritts wurde ein geeigneter Workflow zur konsistenten
Verwaltung von Messdaten und zugehorigen Metadaten entwickelt. Ziel war es,
Fehlerquellen — insbesondere das fehlerhafte oder uneinheitliche Beschriften von
Dateien — zu minimieren und gleichzeitig eine nahtlose Integration der Daten in die
nachgelagerte Analysepipeline, insbesondere fur maschinelle Lernverfahren,

sicherzustellen.

Dazu wurde ein strukturierter Ansatz fur die Datenerfassung implementiert, bei dem die
Dateien der gemessenen Raman-Spektren sowie der Mikroskopiebilder systematisch
und eindeutig benannt wurden. Jede Datei ist Uber eine standardisierte und
fehlerresistente Nomenklatur mit den relevanten Metadaten der jeweiligen Probe (z. B.
Herkunft, Erregerstamm, Wachstumsbedingungen, Antibiotikazugabe, Messparameter
etc.) verknupft. Diese Verknupfung erfolgte automatisiert oder halbautomatisiert mittels
eines Metadatenschemas, das sowohl fur technische als auch biologische Parameter
geeignet ist. Die dabei genutzten Dateinamenskonventionen sowie Verzeichnisstrukturen
wurden projektweit einheitlich eingefuhrt und dokumentiert, um Mehrdeutigkeiten zu
vermeiden und die Lesbarkeit der Daten fur automatisierte Auswertesysteme zu

gewabhrleisten.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt war die Entwicklung und Implementierung robuster
Schnittstellen fur den Import der Daten in die Analyseumgebung. Hierzu wurden
standardisierte Dateiformate und Parser definiert, die sicherstellen, dass sowohl
Rohdaten als auch verarbeitete Datenformate maschinenlesbar und verlustfrei
weiterverarbeitet werden konnen. Dadurch wurde eine durchgangige Datenkette vom

Messgerat bis zur statistischen Auswertung geschaffen.

Diese systematische Vorgehensweise reduzierte die Wahrscheinlichkeit menschlicher
Fehler, insbesondere Tippfehler bei Dateibenennungen oder der manuellen
Metadatenerfassung, erheblich. Daruber hinaus wurde durch die konsequente
Strukturierung ein Fundament geschaffen, auf dem spatere Datenanalysen -
einschlieBlich des Trainings und Testens maschineller Lernmodelle — effizient und
reproduzierbar durchgefuhrt werden kénnen. Zudem erleichtert diese Strukturierung die
spatere Erweiterung der Datenbank sowie die externe Nachnutzung der Daten im

Rahmen zukulnftiger Forschungs- oder Entwicklungsprojekte.

3.4.3 AP 4.3 (Erforschen und Erstellen von Algorithmen zur Datenvorbehandlung)




3.4.4 AP 4.4 (Erforschung maschineller Lernmethoden fir den RamanBioAssay)

Verschiedene Uberwachte und nicht uberwachte Methoden wurden mit vorbehandelten

Raman-Spektraldaten getestet.







Abbildung 7 Workflow fiir die kombinierte Analyse von Bild- und Spektraldaten zur Erkennung von

Antibiotikaresistenzen.

3.4.5 AP 4.5 (Verifizierung und Validierung der Datenbanken)

Um das Potenzial der Kombination von Raman-Spektroskopie und Bildanalyse zur
Detektion von Antibiotikaresistenzen zu untersuchen, wurden Messungen an
getrockneten Tropfchen mit Bakterien durchgefuhrt. Dabei wurden unterschiedliche
Dauerzeiten der Antibiotikabehandlung untersucht (Abbildung 8). Selbst unter
Anwendung der Replikat-aus-Kreuzvalidierung konnte bereits nach 90 Minuten
Antibiotikabehandlung eine gute Unterscheidung zwischen wachsenden und gehemmten

Bakterien erzielt werden.
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Abbildung 8 Verifizierung des Konzepts der kombinierten Datenanalyse basierend auf Messungen an
getrockneten Tropfchen.

Zur Validierung des Konzepts in einem praxisnahen Anwendungsszenario wurde
erganzend eine Bildanalyse fur On-a-Chip-Messungen durchgefuhrt. Dabei wurden alle

Bilder der Bakterienwolken, die in den Vertiefungen des DEP-Chips gesammelt wurden,

aufgenommen und einheitlich zugeschnitten, um den jeweils fokussiertesten und




3.5 AP 5: Verifizierung und klinische Validierung

Nach erfolgreicher Identifikation der Bakterienspezies wurde im Rahmen von
Arbeitspaket 5 das Resistenzprofii durch Analyse der Wachstums- bzw.
Hemmungsverlaufe unter Antibiotikabehandlung bestimmt. Dabei wurde fur jede Probe
der Einfluss verschiedener Antibiotikakonzentrationen auf das Wachstum der Bakterien
untersucht. Um stérende stammabhangige Unterschiede zu eliminieren, wurden die

Raman-Spektren der behandelten Bakterien jeweils um das Spektrum aus der

Kontrollmessung (ohne Antibiotikum) bereinigt — wie bereits in Abbildung 1 dargestelit.




Neben der gezeigten Vorabanalyse in Abbildung 10 untersuchten wir die

Patientenisolate, die mit dem InfectoXplore-Gerat gemessen wurden, um sowohl das
Konzept als auch die Hardware zu validieren. Nach dem gleichen Ansatz wurden pro
Patientenisolat vier Antibiotikakonzentrationen gemessen. AnschlieBend wurde der
Mittelwert der Kontrolle (null Konzentration) von allen Spektren des untersuchten
Patientenisolats subtrahiert. Die Hemmkonzentrationen lassen sich sogar visuell in

solchen Differenzspektren in Abbildung 11 erkennen.



Abbildung 11. Differenzspektren zur Erkennung des Antibiotikaresistenzprofils in 4 Patientenisolaten

verwendet.




Tabelle 1. PCA-LDA-Ergebnisse zur Erkennung des Antibiotikaresistenzprofils in 4 Patientenisolaten. Die

ausgewogenen Genauigkeiten werden fiir die Kreuzvalidierung von Patientenisolaten angezeigt.

Ausgewogene Genauigkeit der

Wachstumsvorhersage (%) Interpretation S/R

Spektrale Ebene | Konzentrationsebene

S. aureus Wachstum 98.9 100 2/2 korrekt

E. coli Wachstum 91.6 87.5 2/2 korrekt

3.6 Zusammenfassung

Die im Projekt entwickelten Komponenten — von der automatisierten Probenvorbereitung
uber die Raman-basierten Messsysteme bis hin zur datengetriebenen Auswertepipeline
— wurden erfolgreich mit den Projektpartnern integriert, getestet und validiert. Das daraus
resultierende Gesamtsystem zeigt ein vielversprechendes Potenzial flr den Einsatz in

der klinischen Mikrobiologie.
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4 Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse des Projekts InfectoXplore besitzen ein erhebliches wirtschaftliches und
strategisches Potenzial. Ziel des Vorhabens war die Entwicklung einer
spektroskopischen Plattform zur schnellen Diagnostik von Infektionen aus Blut sowie die
Erarbeitung einer Kl-basierten Datenanalysepipeline zur ldentifizierung bakterieller
Erreger und zur phanotypischen Antibiotikaresistenztestung.

Im Rahmen des Teilvorhabens der BPD wurde eine automatisierte, modular aufgebaute
Datenanalyse- und Softwarearchitektur entwickelt, die Raman-spektroskopische
Messdaten und Mikroskopiebilder in diagnostisch verwertbare Ergebnisse uberfuhrt.
Diese Auswertearchitektur stellt eine zentrale Komponente fur eine zukunftige

Produktlésung dar.
Perspektive einer Produktentwicklung

Aufbauend auf den im Projekt erzielten Ergebnissen ist vorgesehen, in einer
nachgelagerten Produktentwicklungsphase ein marktfahiges In-vitro-Diagnostikum zu
realisieren. Hierflr ist eine intensive Zusammenarbeit der Projektpartner und die
Einbeziehung weiterer Dienstleister fur die insbesondere gerateseitige Umsetzung des
Diagnostikproduktes. Diese Produktentwicklungsphase wird voraussichtlich mehrere
Jahre, mindestens aber 3 Jahre in Anspruch nehmen und umfasst insbesondere:

e Prototypenentwicklung, Industrialisierung der Herstellung und

Robustheitsoptimierung der Systemkomponenten,
« Usability-Optimierung fur den klinischen Routineeinsatz,
o Ausarbeitung der Softwarearchitektur fur den Serienbetrieb,
o regulatorische Vorbereitung (IVDR-Konformitat).

Die BPD plant, im Rahmen dieser Weiterentwicklung eine zentrale Rolle als Anbieter der

Kl-basierten Auswerte- und Softwareldsung einzunehmen.
Wirtschaftliches Potenzial

Das angestrebte Medizinprodukt adressiert einen wachsenden Markt im Bereich der
schnellen Sepsis- und Blutkulturdiagnostik. Die Mdglichkeit, Erregeridentifikation und
Resistenztestung innerhalb weniger Stunden bereitzustellen, bietet erhebliche klinische
und 6konomische Vorteile.
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Die geplante Systemldsung soll zu wettbewerbsfahigen Kosten realisierbar sein.
Perspektivisch ist ein Geschaftsmodell vorgesehen, das aus dem Verkauf des Systems
sowie aus Verbrauchsmaterialien bzw. Testkartuschen besteht. Durch eine weitgehend
automatisierte Fertigung und modulare Architektur sollen marktgerechte Herstellkosten

ermdglicht werden.

Basierend auf den Abschatzungen der Teilvorhabensbeschreibung wird fur die ersten
funf Jahre nach Markteinfuhrung ein Umsatz im mehrstelligen Millionenbereich erwartet.
Eine Ausweitung auf europaische und internationale Markte sowie eine spatere
Erweiterung auf weitere Infektionsindikationen (z. B. andere Blutstrominfektionen oder

angrenzende diagnostische Anwendungen) konnen das Marktpotenzial deutlich erhdhen.
Strategische Bedeutung

Neben der angestrebten wirtschaftlichen Verwertung starkt das Projekt die
technologische Position der BPD im Bereich Kl-gestutzter spektroskopischer Diagnostik.
Die im Projekt entwickelten Methoden, Datenstrukturen und Softwaremodule sind

grundsatzlich Ubertragbar auf weitere Anwendungsfelder, beispielsweise:
o Veterinarmedizin,
e Umwelt- und Lebensmittelanalytik,
e pharmazeutische Prozesskontrolle.

Damit bildet das Teilvorhaben eine technologische Grundlage fur zuklnftige

Produktentwicklungen und Kooperationen.
Risiken und Markteintritt

Mdgliche wirtschaftliche Risiken bestehen insbesondere in regulatorischen
Anforderungen, der Dauer klinischer Validierungsprozesse sowie in der Marktakzeptanz
neuer diagnostischer Technologien. Zur Minimierung dieser Risiken wurden die Arbeiten
eng an Kklinischen Anforderungen ausgerichtet und frihzeitig auf eine spatere

regulatorische Weiterentwicklung geachtet.

Zusammenfassend stellen die im Teilvorhaben erzielten Ergebnisse eine tragfahige
Grundlage fur die Entwicklung eines innovativen Diagnostikprodukts dar. Die
Kombination aus photonischer Messtechnik und Kl-basierter Auswertung bietet das
Potenzial, die schnelle Diagnostik von Blutstrominfektionen nachhaltig zu verbessern und

gleichzeitig ein wirtschaftlich attraktives Marktsegment zu erschlieen.
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5 Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens durch andere Stellen

Wahrend der Durchfihrung des Projektes wurden keine Fortschritte durch andere auf
dem Gebiet der Raman-spektroskopisch basierten Diagnostik von Harnwegsinfektionen
bekannt. Eine Einschrankung der Verwertung ist deshalb aus aktueller Sicht dadurch

nicht gegeben.

6 Veroffentlichung der Ergebnisse

Ergebnisse aus dem Teilprojekt wurden nicht einzeln veroffentlicht. Bei Prasentationen

und wissenschaftlichen Papern der Partner sind aber die Ergebnisse mit eingeflossen.
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