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1. Ausgangslage und Zielstellung

Blutstrominfektionen und Sepsis stellen eine erhebliche Herausforderung fir die klinische Versorgung dar.
Eine friihzeitige und zielgerichtete antibiotische Therapie ist entscheidend fir den Behandlungserfolg, setzt
jedoch eine schnelle und zuverlassige mikrobiologische Diagnostik voraus. Der diagnostische Standard
erfordert bislang in der Regel eine zeitaufwendige Kultivierung der Erreger, sodass belastbare
Informationen zur antibiotischen Empfindlichkeit hdufig erst 24 bis 48 Stunden nach Positivmeldung einer
Blutkultur vorliegen.

Vor diesem Hintergrund zielte das Teilvorhaben ,Etablierung und diagnostische Evaluation einer
spektroskopischen Plattform zur Erregeridentifizierung und Empfindlichkeitsprifung (EsEE)” darauf ab, die
wissenschaftlichen und methodischen Grundlagen fiir eine beschleunigte, phéanotypische
Erregeridentifikation und Resistenzbestimmung direkt aus positiven Blutkulturen zu schaffen. Der Ansatz
knlpfte an den Stand der Forschung im Bereich spektroskopischer Verfahren an, die bakterielle
Stoffwechsel- und Wachstumsveranderungen erfassen kénnen, jedoch bislang nur begrenzt fiir komplexe
klinische Probenmatrizen wie Blutkulturen etabliert waren.

Das Teilvorhaben war im Verbundprojekt InfectoXplore eingebettet und erginzte bestehende
diagnostische Verfahren durch einen funktionellen, phanotypischen Ansatz, der unabhangig von
bekannten Resistenzgenen friihe Aussagen zur antibiotischen Empfindlichkeit ermdoglichen sollte.

2. Ablauf des Vorhabens

Die Arbeiten wurden gemalRR der genehmigten Vorhabenbeschreibung in fiinf aufeinander aufbauenden
Arbeitspaketen durchgefiihrt. Zu Beginn wurde ein robuster Workflow zur Probenpradparation aus positiven
Blutkulturen etabliert, der eine effiziente Isolation vitaler Bakterien bei gleichzeitiger Reduktion stérender
Blutbestandteile erlaubte. Dieser Workflow wurde schrittweise von definierten Referenzstammen uber
artifizielle Blutkulturen bis hin zu realen klinischen Proben weiterentwickelt.

Darauf aufbauend erfolgte die spektroskopische Messung positiver Blutkulturen aus der Routinediagnostik
sowie der systematische Vergleich der Ergebnisse mit etablierten mikrobiologischen Referenzverfahren
wie MALDI-TOF und VITEK-2. In einem weiteren Schritt wurde eine phanotypische Resistenztestung
entwickelt, bei der bakterielle Reaktionen auf antibiotische Exposition mittels spektroskopischer Analyse
erfasst wurden.

Zur vertieften Interpretation komplexer Resistenzphdnomene wurden ergdnzend molekularbiologische
und sequenzbasierte Verfahren etabliert und mit den spektroskopischen Daten korreliert. Abschliefend
erfolgte eine integrative Auswertung aller gewonnenen Daten mit Blick auf diagnostische
Leistungsfahigkeit, Zeitgewinn und perspektivische Einbindung in bestehende Routinediagnostikprozesse.
Der Projektfortschritt wurde kontinuierlich mit den Verbundpartnerinnen und Verbundpartnern
abgestimmt, und alle Arbeitspakete konnten im vorgesehenen Zeitraum umgesetzt werden.
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3. Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit

Im Rahmen des Teilvorhabens konnten mehrere zentrale Ergebnisse erzielt werden. Es wurde ein stabiler
und reproduzierbarer Workflow zur spektroskopischen Analyse positiver Blutkulturen etabliert, der eine
zuverlassige Erregeridentifikation unter praxisnahen Bedingungen ermdglicht. Die Ergebnisse zeigten eine
gute Ubereinstimmung mit der Routinediagnostik und bestéitigten das Potenzial des Ansatzes zur
deutlichen Beschleunigung diagnostischer Prozesse.

Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass phanotypische Resistenzreaktionen bereits in friihen
Zeitpunkten nach Antibiotikaexposition spektroskopisch detektierbar sind. Diese frihen Signaturen
korrelierten in hohem Masse mit den Ergebnissen etablierter Resistenztests und er6ffnen die Perspektive
einer deutlich friiheren therapeutischen Entscheidungsunterstiitzung.

Die erganzende sequenzierungsbasierte Analyse trug dazu bei, phanotypische Resistenzmechanismen
molekular einzuordnen und die spektroskopischen Befunde besser zu interpretieren. Insgesamt
bestatigten die Ergebnisse das hohe wissenschaftliche und diagnostische Potenzial der spektroskopischen
Plattform.

Die enge Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern Leibniz-Institut fiir Photonische Technologien, Ernst-
Abbe-Hochschule Jena, Biophotonics Diagnostics GmbH und MIBIC GmbH & Co. KG war dabei ein
wesentlicher  Erfolgsfaktor. Der kontinuierliche Austausch ermdglichte eine abgestimmte
Weiterentwicklung der Plattform und die Einbettung der Ergebnisse in den (ibergeordneten Kontext des
Verbundprojekts InfectoXplore.

4. Zusammenfassung

Das Teilvorhaben hat die wissenschaftlichen und methodischen Voraussetzungen fiir die Entwicklung einer
innovativen spektroskopischen Diagnostikplattform zur Erregeridentifizierung und phéanotypischen
Empfindlichkeitsprifung aus positiven Blutkulturen geschaffen. Durch die Etablierung standardisierter
Workflows zur Probenpraparation, die spektroskopische Analyse realer klinischer Proben sowie die
integrative Auswertung mit mikrobiologischen und molekularbiologischen Referenzverfahren konnte die
Machbarkeit einer deutlich beschleunigten Diagnostik aufgezeigt werden.

Die erzielten Ergebnisse belegen das Potenzial des spektroskopischen Ansatzes, frihzeitig funktionelle
Informationen zur Erregeridentitat und antibiotischen Empfindlichkeit bereitzustellen. Damit leistet das
Teilvorhaben einen wichtigen Beitrag zur Weiterentwicklung schneller diagnostischer Verfahren im Bereich
der Blutstrominfektionen. Die im Projekt etablierte Technologie und die gewonnenen methodischen
Erkenntnisse werden dariber hinaus im neuen InfectoGnostics-Verbundprojekt ,,RamanProlmmun® (3.
Forderphase) aufgegriffen und dienen dort als zentrale Plattform fiir die geplante Weiterentwicklung der
Raman-gestiitzten Pathogen- und Immunidentifikation.
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1. Einleitung

Der vorliegende Abschlussbericht dokumentiert die im Teilvorhaben durchgefiihrten wissenschaftlichen
Arbeiten im Rahmen des Verbundprojekts ,, Spektroskopische Plattform zur Diagnostik von Infektionen aus
Blut (InfectoXplore)”. Das Teilvorhaben , Etablierung und diagnostische Evaluation einer spektroskopischen
Plattform zur Erregeridentifizierung und Empfindlichkeitspriifung (ESEE)“ hatte zum Ziel, die
wissenschaftlichen, methodischen und diagnostischen Grundlagen fiir eine schnelle phanotypische
Erregeridentifizierung und Resistenzbestimmung direkt aus positiven Blutkulturen zu schaffen.
Insbesondere bei septischen und kritisch kranken Patientinnen und Patienten ist eine rasche und
zuverlassige mikrobiologische Diagnostik entscheidend fiir die Auswahl einer zielgerichteten
Antibiotikatherapie. Der derzeitige diagnostische Standard erfordert in der Regel eine zeitaufwendige
Kultivierung der Erreger, sodass belastbare Resistenzinformationen haufig erst nach 24 bis 48 Stunden
vorliegen. Das Teilvorhaben adressierte diese diagnostische Liicke durch die Entwicklung und Evaluation
eines spektroskopischen Ansatzes, der eine deutlich beschleunigte phanotypische Empfindlichkeitsprifung
ermoglichen soll.

Die Arbeiten wurden gemaR der urspriinglichen Vorhabenbeschreibung in mehreren, aufeinander
aufbauenden Arbeitspaketen durchgefiihrt. Die inhaltliche Ausrichtung und der Projektfortschritt wurden
regelmaRig mit den Verbundpartnerinnen und Verbundpartnern der beteiligten Institutionen Leibniz-
Institut flr Photonische Technologien (Leibniz-IPHT), Ernst-Abbe-Hochschule Jena (EAH), Fachbereich
Medizintechnik und Biotechnologie, Biophotonics Diagnostics GmbH (BPD) sowie MIBIC GmbH & Co. KG
(mibic) abgestimmt.

Das Teilvorhaben leistete durch seine Ergebnisse einen substantiellen Beitrag zur wissenschaftlichen und
technologischen Fundierung der spektroskopischen Diagnostikplattform im Rahmen von InfectoXplore. Die
entwickelten und evaluierten Workflows zur Erregeridentifizierung und phanotypischen
Empfindlichkeitsprifung liefern zentrale Erkenntnisse zur beschleunigten diagnostischen Bewertung von
Blutstrominfektionen und bilden eine wesentliche Grundlage fir die methodische Weiterentwicklung
schneller diagnostischer Verfahren.

2. Vergleich zur urspriinglichen Vorhabenbeschreibung

Die in der genehmigten Teilvorhabensbeschreibung definierten wissenschaftlichen und technischen
Zielsetzungen bildeten die Grundlage fir die Durchflihrung des Projekts. Der Arbeitsplan gliederte sich in
flinf aufeinander aufbauende Arbeitspakete (AP1-AP5), die von der Probenpraparation Uber die
spektroskopische Messung bis hin zur integrativen Auswertung reichten.

Arbeitspaket 1 umfasste die Etablierung eines stufenweisen Probenpraparations- und Messworkflows fiir
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die spektroskopische Analyse von Erregern aus Blutkulturen. Hierzu wurden zunachst Referenzstamme
unter definierten Bedingungen untersucht und anschlieBend schrittweise auf artifizielle und reale
Blutkulturproben (ibertragen. Die vorgesehenen Arbeiten wurden planmalig umgesetzt und bildeten die
methodische Grundlage fiir die nachfolgenden Arbeitspakete. Arbeitspaket 2 sah die spektroskopische
Messung positiver Blutkulturen sowie den systematischen Vergleich mit etablierten Routinediagnostik-
verfahren vor. Die Untersuchungen wurden wie geplant aufgenommen und im Projektverlauf auf reale
klinische Proben ausgeweitet. Die Ergebnisse bestatigten die grundsatzliche Eignung der Plattform zur
schnellen Erregeridentifizierung und ermoglichten eine fundierte Bewertung der diagnostischen
Leistungsfahigkeit. Arbeitspaket 3 zielte auf die Entwicklung und Evaluation einer phanotypischen
Resistenztestung mittels Spektroskopie ab. Alle vorgesehenen experimentellen Schritte wurden erfolgreich
durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den Resultaten der
Routinediagnostik und unterstrichen das Potenzial des Ansatzes fiir eine beschleunigte
Resistenzbestimmung. Arbeitspaket 4 befasste sich mit der Analyse phanotypischer Resistenz-
mechanismen, die nicht allein durch bekannte Resistenzgene erklart werden kdnnen. Hierzu wurden
molekularbiologische und sequenzbasierte Verfahren etabliert und mit den spektroskopischen Daten
verknipft. Die Arbeiten wurden gemalR der urspriinglichen Planung umgesetzt und lieferten wertvolle
Zusatzinformationen zur Interpretation der spektroskopischen Messungen. Im abschlieRenden
Arbeitspaket 5 erfolgte die integrative Auswertung der in den vorangegangenen Arbeitspaketen
gewonnenen Daten. Die Zusammenfiihrung der spektroskopischen, mikrobiologischen und molekularen
Ergebnisse entsprach vollstandig der urspriinglichen Zielstellung. Die diagnostische Leistungsfahigkeit der
Plattform wurde abschlieBend bewertet, und die generierten Datensidtze stehen den
Verbundpartner:innen fiir weiterfiihrende Validierungs- und Entwicklungsarbeiten zur Verfligung.

Ein Abgleich mit den jahrlich vorgelegten Zwischenberichten zeigt, dass alle vorgesehenen Arbeitspakete
vollstandig umgesetzt wurden. Der zeitliche Ablauf entsprach der urspriinglichen Planung. Inhaltliche
Anpassungen im Sinne einer Zielanderung waren nicht erforderlich; methodische Vertiefungen,
insbesondere im Bereich der Sequenzierung, stellten eine wissenschaftliche Prazisierung dar.

3. Durchgefiihrte Arbeiten im Einzelnen

3.1 AP1 - Prdparation von Proben mit steigendem Schwierigkeitsgrad und erfolgreiche
Keimidentifizierung durch die spektroskopische Plattform (Monat 1-9 = 01.09.2020 — 31.05.2021)

Ziel von APl war die Etablierung eines robusten, reproduzierbaren Probenpraparations- und
Analyseworkflows zur spektroskopischen Untersuchung von Erregern aus positiven Blutkulturen. Da
Blutkulturmedien eine komplexe Matrix aus Blutbestandteilen, Zelltrimmern und Nahrstoffen darstellen,
lag ein besonderer Fokus auf der effizienten Isolation vitaler Bakterien bei gleichzeitiger Minimierung
storender Hintergrundsignale.

Zu Beginn des Projekts wurden gezielt Referenz- und Kontrollstamme von Staphylococcus aureus und
Escherichia coli aus positiven Blutkulturen ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte so, dass ein breites Spektrum
unterschiedlicher Resistenzprofile abgebildet war, einschlielRlich voll sensibler Stamme, Methicillin-
sensibler und Methicillin-resistenter S. aureus (MSSA, MRSA) sowie multiresistenter E. coli-Isolate. Diese
Stamme wurden zundchst mittels Routinediagnostik (MALDI-TOF, VITEK-2, Agardiffusion) vollstindig
charakterisiert, um eine belastbare Referenz fiir alle nachfolgenden Analysen zu schaffen

Im Anschluss wurden verschiedene Strategien zur Probenaufarbeitung systematisch verglichen. Dazu
zahlte insbesondere die Evaluation kommerzieller und selbst etablierter Lyse- und Aufreinigungsprotokolle
zur lsolation von Bakterien aus Blutkulturflaschen. Untersucht wurden unter anderem das Bruker
Sepsityper Kit, der EL-Lysis-Puffer von Qiagen sowie alternative, filtrationsbasierte Verfahren. Ziel war es,
Erythrozyten und Blutbestandteile effizient zu entfernen, ohne die Viabilitat oder das Wachstumsverhalten
der Bakterien zu beeintrachtigen

Zur Optimierung der Prozessparameter wurden umfangreiche Spiking-Experimente durchgefiihrt. Hierbei
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wurden artifiziell hergestellte Blutkulturflaschen mit definierten Bakterienkonzentrationen beimpft und
sowohl aerobe als auch anaerobe Kulturbedingungen getestet. Die Bakterienkonzentrationen wurden vor
und nach der Lyse quantifiziert, um mogliche Einfllisse der Probenpraparation auf die Nachweisbarkeit und
das Resistenzverhalten auszuschlieRen. Parallel dazu erfolgten Zeitreihenexperimente mit stiindlichem
Ausplattieren, um das Wachstumsverhalten der Erreger im Blutkulturmedium detailliert zu analysieren.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Etablierung alternativer Probenaufbereitungsstrategien im Kontext
der BLINK-Plattform. Hierzu wurde ein BLINK-spezifischer Erythrozyten-Lyse-Puffer sowie ein
filtrationsbasierter Workflow getestet, mit dem zentrifugationsbasierte Schritte perspektivisch ersetzt
werden kdnnen. Diese Arbeiten zielten darauf ab, die Probenpraparation langfristig zu vereinfachen, zu
beschleunigen und besser automatisierbar zu machen. Die Ergebnisse dieser Vergleiche wurden im
Rahmen von Status- und Meilensteinmeetings mit den Verbundpartner:innen diskutiert und flossen in die
weitere Workflow-Optimierung ein.

Erganzend wurde bereits in AP1 mit dem Aufbau einer erweiterten Stammsammlung begonnen. Neben
klassischen Erregern von Blutstrominfektionen wurden auch schwer kultivierbare Keime aus
Gewebeproben beriicksichtigt. Hierflir wurde friihzeitig ein Ethikantrag gestellt und genehmigt, um die
Kultivierung solcher Proben in Blutkulturflaschen zu erméglichen. Damit wurde die Grundlage geschaffen,
die spektroskopische Plattform perspektivisch auch fir komplexe und seltene Infektionskonstellationen zu
evaluieren.

Zusammenfassend konnte AP1 erfolgreich abgeschlossen werden. Es wurde ein stabiler, validierter
Probenpraparations-Workflow etabliert, der die Voraussetzung fiir die nachfolgenden spektroskopischen
Messungen, die Resistenztestung sowie die spatere Integration molekularer Analyseverfahren bildete. Die
Ergebnisse aus AP1 zeigten, dass die Probenvorbereitung keinen negativen Einfluss auf die
Erregeridentifikation oder Resistenzbestimmung hatte und somit als geeignete Grundlage fiir die weiteren
Arbeitspakete diente.

3.2 AP2 - Spektroskopische Messung von positiven Blutkulturen und Korrelation der Ergebnisse
mit den Analysen aus der Routinediagnostik (Monat 10-24 = = 01.06.2021 —31.08.2022)

Ziel von AP2 war die Anwendung des in AP1 etablierten Probenpraparations-Workflows auf reale positive
Blutkulturen aus der klinischen Routinediagnostik sowie der systematische Vergleich der
spektroskopischen Ergebnisse mit etablierten mikrobiologischen Referenzverfahren. Damit sollte die
diagnostische Leistungsfahigkeit der spektroskopischen Plattform unter praxisnahen Bedingungen
bewertet werden.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des im Teilvorhaben etablierten Workflows zur Analyse artifizieller und realer
positiver Blutkulturen. Gezeigt sind die Probenprdparation, die bakterielle Isolation aus Blutkulturmedien, die
spektroskopische Analyse mittels RamanBioAssay sowie die anschliefSfende Ableitung von Informationen zur
Erregeridentifikation und antibiotischen Empfindlichkeit im Vergleich zur Routinediagnostik.

Hierzu wurden positive Blutkulturflaschen aus der Routinediagnostik des Universitatsklinikums
systematisch gesammelt. Die Auswahl umfasste sowohl grampositive als auch gramnegative Erreger,
darunter insbesondere S. aureus, E. coli, (neben den klinischen Isolaten wurden fiir die Validierung
Referenzstimme verwendet). Alle Proben wurden parallel zur spektroskopischen Analyse mittels
etablierter Routinemethoden (MALDI-TOF, VITEK-2, Agardiffusion) vollstandig charakterisiert, um eine
valide Vergleichsbasis zu schaffen.

Die spektroskopischen Messungen erfolgten nach standardisierter Probenaufbereitung gemal AP1. Dabei
wurde untersucht, inwieweit die Plattform eine zuverldssige Erregeridentifikation direkt aus positiven
Blutkulturen ermdglicht. Die Ergebnisse zeigten, dass eine klare Differenzierung zwischen verschiedenen
bakteriellen Spezies moglich ist und dass die spektroskopischen Signaturen mit den Ergebnissen der
Routinediagnostik libereinstimmen. Besonders hervorzuheben ist, dass die Messungen zu einem sehr
frithen Zeitpunkt nach Positivmeldung der Blutkultur durchgefiihrt werden konnten, was einen erheblichen
Zeitgewinn gegeniliber dem konventionellen diagnostischen Workflow darstellt.

Ein weiterer Schwerpunkt von AP2 lag auf der Bewertung der Robustheit des Verfahrens gegeniiber
variierenden Probenbedingungen. Hierzu wurden unterschiedliche Blutkulturflaschentypen (aerob,
anaerob) sowie variierende bakterielle Lasten analysiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die spektroskopische
Plattform auch unter diesen variablen Bedingungen reproduzierbare und belastbare Resultate liefert.

Insgesamt konnte in AP2 gezeigt werden, dass der entwickelte Workflow grundsatzlich geeignet ist, die
Erregeridentifikation aus positiven Blutkulturen deutlich zu beschleunigen.

3.3 AP3 - Spektroskopische Messung der phdnotypischen Resistenzen (Monat 25-39 = 01.09.2022 —
30.11.2023)

AP3 zielte auf die Entwicklung einer schnellen, phanotypischen Resistenztestung mittels spektroskopischer
Analyse ab. Im Gegensatz zu genotypischen Verfahren sollte dieser Ansatz die tatsachliche bakterielle
Reaktion auf eine Antibiotikaexposition abbilden und somit auch komplexe oder nicht-genetisch
determinierte Resistenzphdanomene erfassen.

Hierflr wurden klinische Isolate mit definierten Resistenzprofilen aus der PathogenBiobank eingesetzt. Die
Auswahl umfasste sowohl sensible als auch resistente Stamme, insbesondere MRSA, ESBL-bildende E. coli
sowie weitere multiresistente Erreger. Die Isolate wurden unter standardisierten Bedingungen mit
unterschiedlichen Antibiotika exponiert und anschliefend spektroskopisch analysiert. Parallel erfolgte die
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Resistenzbestimmung mittels Routinediagnostik (VITEK-2, Agardiffusion), um eine direkte Vergleichbarkeit
sicherzustellen.

Die spektroskopischen Messungen zeigten, dass antibiotikainduzierte Veranderungen im bakteriellen
Stoffwechsel und Wachstum bereits in friihen Zeitpunkten detektierbar sind. Die resultierenden spektralen
Muster korrelierten in hohem Masse mit den phdnotypischen Ergebnissen der Routinediagnostik.
Besonders relevant ist hierbei, dass Unterschiede zwischen sensiblen und resistenten Stammen deutlich
vor dem Abschluss konventioneller Resistenztests erkannt werden konnten.

Dartiber hinaus wurde untersucht, inwieweit sich unterschiedliche Antibiotikaklassen anhand ihrer
Wirkung auf die spektroskopischen Signaturen differenzieren lassen. Diese Analysen lieferten wertvolle
Hinweise darauf, dass die Plattform nicht nur eine binare Resistenzentscheidung erlaubt, sondern
perspektivisch auch Aussagen zur Wirkungsweise einzelner Substanzen liefern konnte.

AP3 konnte damit erfolgreich zeigen, dass die spektroskopische Resistenztestung ein hohes Potenzial fir
die schnelle Therapieentscheidung besitzt.

3.4. AP4 — Analyse der rein phanotypischen Resistenzmechanismen (Monat 40-54 = 01.12.2023 -
28.02.2025)

Ziel von AP4 war die weiterflihrende Untersuchung phanotypischer Resistenzmechanismen sowie deren
molekulare Einordnung, insbesondere fiir solche Resistenzphdanomene, die nicht allein durch bekannte
Resistenzgene erklart werden konnen. Aufbauend auf den in den vorangegangenen Arbeitspaketen
gewonnenen spektroskopischen Ergebnissen wurden hierzu sequenzierungsbasierte Ansatze etabliert und
systematisch weiterentwickelt.

Im Projektverlauf lag ein besonderer Fokus auf der Optimierung eines Nanopore-Sequenzierungs-
Workflows zum Abgleich der Raman-spektroskopischen Daten von Erregern aus positiven Blutkulturen. Ziel
war es, die gesamte diagnostische Pipeline von der Probenvorbereitung tiber die DNA-Extraktion bis hin
zur bioinformatischen Auswertung hinsichtlich Sensitivitdt, Reproduzierbarkeit und perspektivischer
Automatisierbarkeit zu optimieren. Ein erster vollstandiger Testdurchlauf dieses Workflows erfolgte unter
Verwendung direkt positiver Blutkulturen aus der Routinediagnostik, die zuvor bereits spektroskopisch
charakterisiert worden waren. Dadurch war ein direkter Vergleich zwischen spektroskopischen und
sequenzierungsbasierten Ergebnissen moglich (vgl. Abb. 2).

positive blood culture to result = 3 h

A) z=xae
-
k
\
Symptomatic Blood culture  Species-ID RamanBioAssay™ Routine AST
patient 1 1 AST /i N
r T T II L >
Day 0 Day 1 Day 2 -3
B RamanBioAssay™ * Clinical routine
) blo::t:-lnl:ure g:lt:lt:l::l:l: turnaround balanced YMIC S i e
sample number time [h] accuracy
bk022768 E. coli + CIP 02:54 100.0 ** >0.25 R >0.5 R
bk023053 E. coli + CIP 03:59 50.0 >0.25 R <0.25 S
bk025427 E. coli + CIP 02:43 9.7 >0.02;<0.03 S =0.25 S
bk022803 S. aureus + OXA 03:04 83.3 =05 S =1 S
bk023014 S. aureus + OXA 02:58 50.0 non-conclusive | non-conclusive =1 S
bk025489 S. aureus + OXA 02:59 100.0 <05 S =<1 S

Abb. 2. (A) Beschreibung des Workflows von der Abnahme der Blutkultur (ber die Spezies-Identifizierung bis zum
RamanBioAssay und der parallel durchgefiihrten Antibiotikatestung (AST). (B) Ergebnisse der gemessenen
Blutkulturisolate.
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Im weiteren Verlauf wurden umfangreiche methodische Vergleichsstudien zur Probenvorbereitung und
DNA-Extraktion durchgefihrt. Hierzu kamen verschiedene kommerzielle und automatisierte
Extraktionssysteme zum Einsatz, die im direkten Vergleich hinsichtlich DNA-Ausbeute, Reinheit und
Sequenzierbarkeit bewertet wurden. Die minimal erforderliche Erregerkonzentration fiir eine erfolgreiche
Sequenzierung wurde mittels definierter Spiking-Experimente in Blutkulturflaschen bestimmt. Die
Erregerkonzentrationen wurden durch Ausplattieren quantifiziert, anschlieBend erfolgte die DNA-
Extraktion aus abgestuften Verdiinnungen und die nachfolgende Sequenzierung. Die Ergebnisse dieser
Sensitivitdtsassays erlaubten eine belastbare Einschatzung der Nachweisgrenzen des etablierten
Sequenzierungsverfahrens (vgl. Abb. 3).
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Abb. 3 Testung verschiedener Extraktionsmethoden, um die DNA-Konzentration und die Reinheit zu ermitteln.
Hierbei zeigt sich, dass die automatisierte Methode (EZ1) zwar eine geniigende Konzentration, aber eine schlechte
Reinheit aufweist.

Ein weiterer Schwerpunkt von AP4 lag auf der Untersuchung schwer kultivierbarer sowie seltener
Pathogene, wie sie im Kontext von Blutstrominfektionen auftreten kdnnen. Hierzu wurden gezielte Spiking-
Experimente mit entsprechenden Erregern durchgefiihrt und unterschiedliche Extraktionsmethoden im
Hinblick auf DNA-Qualitat, Fragmentlange und Sequenzqualitat evaluiert. Die gewonnenen Daten lieferten
wichtige Erkenntnisse fir die Anwendbarkeit der Sequenzierungsstrategie auch bei komplexen und
diagnostisch herausfordernden Erregerspektren.

Die sequenzierungsbasierten Ergebnisse wurden mit den zuvor erhobenen spektroskopischen Daten
korreliert, um funktionelle Zusammenhange zwischen phanotypischen Resistenzmustern und molekularen
Eigenschaften der Erreger herzustellen. Diese integrative Betrachtung ermoglichte eine vertiefte
Interpretation der spektroskopischen Signaturen und unterstiitzte die Annahme, dass die spektroskopische
Plattform in der Lage ist, funktionelle Resistenzmechanismen abzubilden, die Gber rein genotypische
Marker hinausgehen.

Zusammenfassend konnte in AP4 ein leistungsfahiger und flexibel einsetzbarer Sequenzierungs-Workflow
etabliert und optimiert werden, der eine wertvolle Erganzung zur spektroskopischen Analyse darstellt. Die
erarbeiteten Erkenntnisse bilden eine belastbare Grundlage fir die weitere Automatisierung der
Analyseprozesse sowie fiir zukiinftige Validierungsstudien unter klinischen Bedingungen.

3.5. AP5 - Datenanalyse und Vergleich mit der Routinediagnostik; Entwicklung der
spektroskopischen Plattform als Gerat fiir die Routinediagnostik (Monat 49-60 = 01.09.2024 —
31.08.2025)

Ziel von AP5 war die integrative Zusammenfiihrung und strukturierte Bewertung aller im Projekt
gewonnenen experimentellen Daten im Hinblick auf ihre diagnostische Relevanz. Aufbauend auf den
Ergebnissen der Arbeitspakete AP1 bis AP4 wurden die spektroskopischen Messdaten, die
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mikrobiologischen Referenzergebnisse sowie die molekularen Analysen systematisch ausgewertet und
hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit im klinischen Diagnostikprozess beurteilt.

Im Mittelpunkt standen insbesondere die folgenden Fragestellungen:

(1) Wie zuverlassig und reproduzierbar ist die spektroskopische Erregeridentifikation im Vergleich zur
Routinediagnostik?

(2) In welchem Umfang lassen sich phanotypische Resistenzinformationen friihzeitig und korrekt
ableiten?

(3) Welcher Zeitgewinn ergibt sich gegentiber etablierten diagnostischen Verfahren?

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen wurden die Ergebnisse aus den vorangegangenen
Arbeitspaketen zusammengefihrt. Die spektroskopischen Identifikations- und Resistenzdaten wurden den
Resultaten aus etablierten Routinediagnostikverfahren wie MALDI-TOF, VITEK-2, Agardiffusion und PCR-
basierten Methoden gegeniibergestellt. Die Auswertungen erfolgten exemplarisch anhand zweier klinisch
besonders relevanter Erreger, E. coli und S. aureus, die als Modellorganismen fiir gramnegative und
grampositive Bakterien dienten.

Die Analysen zeigten, dass die spektroskopische Plattform fiir diese beiden Erreger eine konsistente und
reproduzierbare Erregeridentifikation ermoglichte. Darliber hinaus standen die in AP3 beobachteten
phanotypischen Resistenzsignaturen in hoher Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Routinediagnostik. Damit konnte die grundsatzliche Leistungsfahigkeit des Ansatzes unter praxisnahen
Bedingungen nachgewiesen werden.

Ein zentrales Ergebnis der integrativen Auswertung war der erhebliche Zeitvorteil des spektroskopischen
Ansatzes. Wahrend in der Routinediagnostik belastbare Resistenzinformationen in der Regel erst nach
subkultureller Anzucht vorliegen, konnten im Rahmen des Projekts erste phanotypische Aussagen
innerhalb weniger Stunden nach Positivmeldung der Blutkultur getroffen werden. Dieser Zeitgewinn stellt
einen wesentlichen diagnostischen Mehrwert dar, insbesondere im Kontext zeitkritischer Erkrankungen
wie der Sepsis.

Ergdnzend wurden qualitative Aspekte der Workflow-Integration bewertet. Die in AP1 etablierte
Probenpraparation erwies sich als kompatibel mit bestehenden Arbeitsabldufen in der Routinediagnostik.
Insbesondere die Moglichkeit, spektroskopische Messungen parallel zu laufenden Standardverfahren
durchzufiihren, wurde als vorteilhaft eingestuft. Damit ergibt sich perspektivisch die Option, die
spektroskopische Plattform als Alternative zu bestehenden Methoden anzuwenden, um insbesondere eine
schnelle phanotypische Charakterisierung der Isolate zu ermdglichen.

Zusammenfassend konnte AP5 erfolgreich abgeschlossen werden. Die integrative Auswertung bestatigte,
dass die spektroskopische Plattform fiir die untersuchten Modellorganismen E. coli und S. aureus ein hohes
Potenzial zur beschleunigten Erregeridentifikation und phanotypischen Resistenzbestimmung besitzt. Die
Ergebnisse unterstiitzen die grundsatzliche Eignung des Ansatzes fiir eine zuklnftige klinische Anwendung
und bilden eine belastbare Grundlage fiir weiterfiihrende Validierungs- und Entwicklungsarbeiten,
insbesondere zur Ausweitung auf weitere klinisch relevante Erregerspektren im Rahmen moglicher
Anschlussprojekte.

4. Nachvollziehbarkeit der Verwendung der Zuwendung

Die im Rahmen des Teilvorhabens durchgefiihrten Arbeiten erforderten den gezielten Einsatz von Personal-
, Sach- und investiven Mitteln. Die Mittelverwendung erfolgte gemdR der genehmigten
Vorhabenbeschreibung, zweckentsprechend und in enger Orientierung an den wissenschaftlichen und
technischen Anforderungen der einzelnen Arbeitspakete. Sdmtliche Ausgaben dienten unmittelbar der
Umsetzung der Projektziele und der Sicherstellung einer ordnungsgemallen Bearbeitung des



Abschlussbericht — Teil Il: Eingehende Darstellung
FKZ 13GWO0459D | InfectoXplore - ESEE | Institut fir Med. Mikrobiologie, Universitatsklinikum Jena

Teilvorhabens.

4.1. Personalaufwand

Der im Teilvorhaben beantragte Personalaufwand war zentral fiir die Planung, Durchfliihrung, Auswertung
und Dokumentation der experimentellen Arbeiten. Die vorgesehenen Tatigkeiten umfassten insbesondere:
e die Etablierung und Optimierung der Probenpraparation fiir positive Blutkulturen (AP1),

o die spektroskopische Analyse klinischer Blutkulturproben und den Vergleich mit
Routinediagnostikverfahren (AP2),

e die Entwicklung und Evaluation der phdnotypischen Resistenztestung (AP3),

e die molekulare Charakterisierung phanotypischer Resistenzmechanismen einschlieRlich
Sequenzierungsarbeiten (AP4),

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

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

e wissenschaftliche Mitarbeiterin A: 11/2020 bis 03/2024,

e wissenschaftliche Mitarbeiterin B: 06/2024 bis 08/2025,

e studentischer Assistent: 05/2024 bis 09/2024.

Die im Projekt angestellten Mitarbeitenden wurden dariiber hinaus durch qualifiziertes Institutspersonal,
finanziert Gber interne Ressourcen, unterstiitzt.

4.2 Verbrauchsmaterialien

Die im Projekt eingesetzten Sachmittel deckten den Bedarf an Verbrauchsmaterialien, Reagenzien und
Dienstleistungen ab, die fir die Durchfiihrung der spektroskopischen, mikrobiologischen und
molekularbiologischen Arbeiten erforderlich waren. Hierzu zahlten insbesondere:

e Lyse- und Aufreinigungsreagenzien fiir die Probenpraparation aus Blutkulturen,
¢ mikrobiologische Kulturmedien und Reagenzien zur Referenzdiagnostik,
e Extraktionskits und Reagenzien fir molekularbiologische Analysen,
e Sequenzierleistungen sowie bioinformatische Auswertungen.
Da die Arbeitspakete eine Vielzahl vergleichender und iterativer Analysen umfassten, bestand ein

kontinuierlicher Bedarf an Verbrauchsmaterialien. Diese waren notwendig, um reproduzierbare Ergebnisse
zu erzielen und die diagnostische Leistungsfahigkeit der Plattform systematisch zu evaluieren.

4.3 Mittelumwidmungen

Im Verlauf des Forderzeitraums wurden insgesamt vier 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 fiir die fristgerechte und vollstandige Bearbeitung des
Teilvorhabens erforderlich waren.

Die Umwidmungen gestalteten sich im Einzelnen wie folgt:

1. Umwidmung von 6.298 € in die Kategorie 0822 Beschaftigungsentgelte zur Anstellung eines
studentischen Assistenten
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Im Projektverlauf war die zeitlich befristete Anstellung eines studentischen Assistenten relevant.
Hintergrund dieser Umwidmung war, dass unsere wissenschaftliche Mitarbeiterstelle ab April 2024
vakant war und kurzfristig nicht nachbesetzt werden konnte.

Der studentische Assistent flhrte unter fachlicher Anleitung und Aufsicht des verantwortlichen
Institutspersonals projektbezogene experimentelle Arbeiten weiter. Hierzu zahlten insbesondere
standardisierte Probenvorbereitungen, die Durchflihrung routinemafRiger Messungen sowie
vorbereitende Arbeitsschritte im Rahmen der laufenden Analysen. Durch diese MaBnahme konnte
der kontinuierliche Fortgang der experimentellen Arbeiten sichergestellt und projektkritische
Verzégerungen vermieden werden.

Die Umwidmung erwies sich als notwendig und angemessen, um den reibungslosen Ablauf des
Teilvorhabens trotz personeller Veranderungen zu gewahren und die fristgerechte Bearbeitung der
vorgesehenen Arbeitspakete sicherzustellen.

Umwidmung von 17.880 € in die Kategorie 0850 Invest fiir die Beschaffung eines IBRIGHT CL750-
Dokumentationssystems (Life Technologies GmbH, Thermo Fisher Scientific)

Die Anschaffung des Gerdtes war notwendig, um bakterielle Proteine im Rahmen der
experimentellen Arbeiten qualitativ und quantitativ zu erfassen.

Das Dokumentationssystem ermoglichte die standardisierte Visualisierung und Quantifizierung
proteinbasierter Analysen, die insbesondere fir die Charakterisierung phanotypischer
Eigenschaften der untersuchten Erreger sowie fiir begleitende molekularbiologische
Untersuchungen erforderlich waren. Die Investition stellte somit eine wesentliche Voraussetzung
fiir die Durchfiihrung und Auswertung projektbezogener Analysen dar.

Umwidmung von 20.200 € in die Kategorie 0843 sonstige allgemeine Verwaltungsausgaben fiir
die Beschaffung von Verbrauchsmaterialien

Im Verlauf des Projekts entstand ein erhohter Bedarf an Verbrauchsmaterialien, insbesondere im
Zusammenhang mit der Probenpraparation aus Blutkulturen, den spektroskopischen Messungen
sowie den begleitenden mikrobiologischen und molekularbiologischen Analysen. Zusatzlich waren
fir die integrative Auswertung der Ergebnisse und die abschliefenden Validierungsschritte weitere
Materialien erforderlich.

Zugleich hatten sich seit der Beantragung des Teilvorhabens die Preise fiir zentrale
Verbrauchsmaterialien, insbesondere fiir Reagenzien zur Probenaufarbeitung und Extraktionskits
spurbar erhoht. Hierdurch ergab sich ein zusatzlicher finanzieller Bedarf. Die genehmigten
Mittelumwidmungen ermoglichten die Beschaffung der erforderlichen Materialien in
ausreichender Menge und Qualitdt und stellten sicher, dass alle geplanten experimentellen
Arbeiten ordnungsgemal’ und vollstandig abgeschlossen werden konnten.

Umwidmung von insgesamt 38.800 € in die Kategorie 0835 Vergabe von Auftragen fiir
Sequenzierarbeiten

Urspriinglich war im Antrag vorgesehen, die Charakterisierung der bakteriellen Stamme (iber
zellkulturbasierte Assays durchzufiihren. Die hierfiir erforderlichen Verbrauchsmaterialien waren
mit einem Betrag von 23.800 EUR in der Kategorie 0843 eingeplant. Im Projektverlauf zeigte sich
jedoch, dass die Weiterentwicklung moderner Sequenzierungstechnologien, insbesondere
Illumina-basierter Verfahren, eine deutlich effizientere und wissenschaftlich {berlegene
Charakterisierung der untersuchten Isolate ermdglicht. Darliber hinaus bot dieser Ansatz die
Moglichkeit, die gewonnenen Sequenzierungsdaten fiir eine methodische Validierung der am
Institut neu etablierten ONT-Sequenzierung heranzuziehen und die Vergleichbarkeit beider
Technologien zu bewerten.

Vor diesem Hintergrund wurde der genannte Betrag in Hohe von 23.800 € aus der Kategorie 0843
sowie zu einem spateren Zeitpunkt zusatzlich 15.000 € aus Personalmitteln in die Kategorie 0835
(Vergabe von Auftrdagen) umgewidmet. Die umgewidmeten Mittel wurden fiir externe
Sequenzierleistungen eingesetzt, im Rahmen derer Ganzgenomsequenzierungen der untersuchten
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bakteriellen Stamme durchgefiihrt wurden.

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

4.4 Investive Mittel

Investive Mittel wurden fir die Beschaffung eines Spektralphotometers (VWR® M4 UV/Vis Spectro-
photometer) eingesetzt. Das Gerdt wurde fiir die die quantitative Bestimmung bakterieller
Zellkonzentrationen sowie fiir absorptionsbasierte Messungen im Rahmen der Probencharakterisierung
bendtigt und ermoglichte eine standardisierte und reproduzierbare Erfassung von Wachstums- und
Stoffwechselparametern. Damit stellte das Spektralphotometer eine wesentliche Voraussetzung fir die
Vergleichbarkeit der experimentellen Ansatze und die Qualitatssicherung der spektroskopischen Analysen
im Rahmen des Teilvorhabens dar.

4.5 Dienstreisen

Im Rahmen des Teilvorhabens wurden mehrere Dienstreisen durchgefiihrt, die der wissenschaftlichen
Vernetzung, dem Austausch mit Fachkolleginnen und Fachkollegen sowie der Pradsentation
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.

Zeitraum Veranstaltung / Ort

04/2023 33" European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Disease

09/2023 Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie, Libeck
09/2022 Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie, Berlin
09/2022 8" International Pneumonia Meeting, Miinster

04/2022 LASER World of PHOTONICS, Miinchen

04/2022 30. Friihjahrstagung des Berufsverbandes der Arzte fiir Mikrobiologie, Virologie
und Infektionsepidemiologie e.V. (BAMI), Online-Teilnahme
10/2021 Weimarer Sepsis Update

10/2021 Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie, Berlin

Die Teilnahme an diesen Veranstaltungen ermoglichte 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 im Teilvorhaben , Etablierung und diagnostische Evaluation einer spektroskopischen Plattform zur
Erregeridentifizierung und Empfindlichkeitspiifung (ESEE)“ durchgefiihrten Arbeiten waren zwingend
erforderlich, um die fir das Gesamtvorhaben InfectoXplore relevanten wissenschaftlichen und technischen
Fragestellungen zu beantworten und die Entwicklung einer innovativen, schnellen Diagnostikplattform fir
Blutstrominfektionen zu unterstiitzen.

5.1 Wissenschaftliche Notwendigkeit

Die Kombination aus Probenpraparation aus positiven Blutkulturen, spektroskopischer Analyse, Vergleich
mit etablierter Routinediagnostik sowie begleitenden molekularbiologischen Untersuchungen war
notwendig, um:

e die Machbarkeit einer direkten, kultivierungsunabhangigen Erregeridentifizierung aus Blutkulturen
zu untersuchen,

e phanotypische Resistenzreaktionen frithzeitig und unabhangig von bekannten Resistenzgenen zu
erfassen,

e komplexe Resistenzphdnomene unter realistischen diagnostischen Bedingungen abzubilden,
e eine fundierte Bewertung des diagnostischen Mehrwerts gegeniiber bestehenden Verfahren

vorzunehmen.

Die systematische Untersuchung unterschiedlicher Erreger, Resistenzprofile und Probenbedingungen war
erforderlich, um die Leistungsfahigkeit der spektroskopischen Plattform unter praxisnahen Bedingungen
zu validieren.

5.2 Methodische Angemessenheit

Die im Projekt eingesetzten Methoden entsprachen dem aktuellen Stand von Wissenschaft und Technik
und waren geeignet, um:

e reproduzierbare spektroskopische Messungen aus komplexen Probenmatrizen durchzufihren,

e mikrobiologische Referenzverfahren (MALDI-TOF, VITEK, Agardiffusion) als Goldstandard fir die
Validierung heranzuziehen,

e molekularbiologische und sequenzbasierte Analysen zur Interpretation phanotypischer
Resistenzmechanismen einzusetzen,

e translationale Erkenntnisse fir eine zukiinftige Anwendung im klinischen Alltag abzuleiten.

Die schrittweise Etablierung des Workflows von definierten Referenzstammen Uber artifizielle bis hin zu
realen Blutkulturproben erwies sich als methodisch angemessen, um die diagnostische Robustheit des
Ansatzes sicherzustellen. Die Kombination aus spektroskopischer Analyse und molekularer Korrelation
stellt einen innovativen und zugleich belastbaren methodischen Ansatz dar.

6. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse des Teilvorhabens ,Etablierung und diagnostische Evaluation einer spektroskopischen
Plattform zur Erregeridentifizierung und Empfindlichkeitsprifung (ESEE)” besitzen sowohl
wissenschaftliche als auch diagnostische und technologische Relevanz. Sie bilden eine wesentliche
Grundlage fir die Weiterentwicklung innovativer, schneller Diagnostikverfahren im Rahmen des
Gesamtvorhabens InfectoXplore.

6.1 Wissenschaftliche Verwertbarkeit

Die im Projekt gewonnenen Daten tragen zu einem vertieften Verstandnis phanotypischer Eigenschaften



Abschlussbericht — Teil Il: Eingehende Darstellung
FKZ 13GWO0459D | InfectoXplore - ESEE | Institut fir Med. Mikrobiologie, Universitatsklinikum Jena

bakterieller Erreger und ihrer Reaktion auf antibiotische Exposition bei. Insbesondere die folgenden
wissenschaftlichen Ergebnisse besitzen langfristige Bedeutung:

e Etablierung und Validierung eines spektroskopischen Ansatzes zur Untersuchung bakterieller
Wachstums- und Stoffwechselveranderungen,
o Nachweis friiher phanotypischer Reaktionen von Erregern auf unterschiedliche Antibiotikaklassen,

o Korrelation spektroskopischer Signaturen mit mikrobiologischen und molekularbiologischen
Referenzdaten,

e Gewinnung neuer Erkenntnisse zu Resistenzphdnomenen, die nicht ausschlielRlich genetisch
determiniert sind.

Diese Erkenntnisse erweitern das methodische Spektrum der mikrobiologischen Forschung und bieten
Ansatzpunkte fir weiterfihrende Studien zur funktionellen Charakterisierung bakterieller
Resistenzmechanismen.

6.2 Technologische und diagnostische Verwertbarkeit

Die im Projekt entwickelten Workflows zur Probenpraparation, spektroskopischen Messung und
Dateninterpretation tragen zur technologischen Weiterentwicklung der Xplore-Plattform bei.
Insbesondere:

e die erfolgreiche Anwendung des Verfahrens direkt aus positiven Blutkulturen,

e die reproduzierbare Erregeridentifikation unter variablen Probenbedingungen,

e die friihzeitige Ableitung phanotypischer Resistenzinformationen,

e die Vergleichbarkeit mit etablierten Routinediagnostikverfahren.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die potentielle Weiterentwicklung einer diagnostischen Plattform, die

perspektivisch als ergdnzendes Instrument in der mikrobiologischen Routinediagnostik bewertet werden
kann und einen erheblichen Zeitgewinn gegeniiber bestehenden Verfahren verspricht.

6.3 Klinische Relevanz

Die im Projekt gewonnenen Erkenntnisse besitzen ein hohes klinisches Anwendungspotenzial,
insbesondere im Kontext der Sepsisdiagnostik. Mogliche klinische Nutzenaspekte umfassen:

e eine deutlich beschleunigte Erregeridentifikation aus Blutkulturen,

o friihzeitige phanotypische Hinweise auf antibiotische Empfindlichkeit oder Resistenz,

e Unterstlitzung einer friihen, zielgerichteten Antibiotikatherapie,

e Reduktion empirischer Breitbandtherapien und damit ein Beitrag zur Antibiotikastewardship.

Durch den friihen Informationsgewinn kann die spektroskopische Plattform dazu beitragen,
Therapieentscheidungen in zeitkritischen Situationen zu verbessern.

6.4 Konkrete Planungen fiir die ndhere Zukunft

Die im Teilvorhaben erzielten Ergebnisse bilden eine wissenschaftliche und methodische Grundlage fir
mogliche weiterfiihrende Entwicklungs- und Validierungsschritte. Aufbauend auf den gewonnenen
Erkenntnissen ergeben sich perspektivisch verschiedene Ansatzpunkte fiir eine Fortfihrung der Arbeiten,
deren Umsetzung jedoch von zusatzlichen Rahmenbedingungen, insbesondere der Verfiigbarkeit
geeigneter Forderinstrumente und Kooperationsstrukturen, abhangt.

Mogliche nachste Schritte kénnen unter anderem umfassen:
e die Erweiterung der Untersuchungen auf weitere klinisch relevante Erreger, um die
Ubertragbarkeit des spektroskopischen Ansatzes systematisch zu priifen,
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e eine weiterfiihrende methodische Optimierung der Datenanalyse und Klassifikationsansatze,

e konzeptionelle Prifungen zur Einbindung des entwickelten Workflows in bestehende diagnostische
Prozesse,

e den weiteren wissenschaftlichen Austausch mit akademischen und industriellen Partnern zur
Bewertung technischer Umsetzbarkeit.

Unabhangig von konkreten Umsetzungs- oder Einflihrungsplanungen werden die im Projekt etablierte
Technologie sowie die gewonnenen methodischen Erkenntnisse im neuen InfectoGnostics-Verbundprojekt
»RamanProlmmun® (3. Foérderphase) aufgegriffen und dort als zentrale Plattform fiir die geplante
Weiterentwicklung der Raman-gestiitzten Pathogen- und Immunidentifikation genutzt.

Zum Zeitpunkt des Projektabschlusses bestanden keine verbindlichen Planungen zur klinischen Einfiihrung
oder technischen Umsetzung. Die erzielten Ergebnisse liefern jedoch eine belastbare Grundlage fiir die
Bewertung des Potenzials des entwickelten Ansatzes und fir mogliche Anschlussaktivitdten im Rahmen
zuklnftiger Forschungs- und Entwicklungsprojekte.

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. Verodffentlichungen nach Nr. 5 NKBF/NABF
8.1 Bereits erfolgte Publikationen

e Siegert L, Stoll S, Edel B, Loffler B, Rodel J. Loop-mediated isothermal amplification as a diagnostic
tool for rapid identification of enteric bacterial pathogens from stool samples. Diagn Microbiol
Infect Dis. 2025 Nov;113(3):117004. doi: 10.1016/j.diagmicrobio.2025.117004. Epub 2025 Jul 10.
PMID: 40674985.

e Berlau A, Stoll S, Edel B, Léffler B, Rodel J. Evaluation of the Eazyplex”Candida ID LAMP Assay for
the Rapid Diagnosis of Positive Blood Cultures. Diagnostics (Basel). 2024 Sep 25;14(19):2125. doi:
10.3390/diagnostics14192125. PMID: 39410532; PMCID: PMC11476059.

e Rodel J, Pfeifer Y, Fischer MA, Edel B, Stoll S, Pfister W, Loffler B. Screening of Klebsiella
pneumoniae lsolates for Carbapenemase and Hypervirulence-Associated Genes by Combining the
Eazyplex® Superbug CRE and hvKp Assays. Antibiotics (Basel). 2023 May 25;12(6):959. doi:
10.3390/antibiotics12060959. PMID: 37370278; PMCID: PM(C10294845.

8.2 Eingereichte oder geplante Publikationen

e Grohs R, Hornung F, Enghardt ML, Silge A, Glaser U, Huebner U, Deinhardt-Emmer S, Ryabchykov
O, Weber K, Bocklitz T, Loeffler B, Popp J

On-Chip Raman spectroscopy for Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing from Blood Cultures
Publikation in Arbeit, zur Einreichung geplant in Nat Biomed Eng

9. Schlussbemerkung

Das Teilvorhaben ,Etablierung und diagnostische Evaluation einer spektroskopischen Plattform zur
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Erregeridentifizierung und Empfindlichkeitsprifung (ESEE)“ wurde erfolgreich durchgefiihrt, und die
vorgesehenen wissenschaftlichen und technischen Zielsetzungen konnten erreicht werden. Die im Projekt
gewonnenen Ergebnisse leisten einen substantiellen Beitrag zur Weiterentwicklung innovativer
diagnostischer Ansatze fir die schnelle Erregeridentifikation und phanotypische Resistenzbestimmung aus
Blutkulturen.

Die etablierten Probenpraparations- und Analyseworkflows, die validierten spektroskopischen
Messstrategien sowie die integrative Verknlpfung mit mikrobiologischen und molekularbiologischen
Referenzverfahren stellen eine belastbare Grundlage fir weiterfihrende Entwicklungs- und
Validierungsarbeiten dar. Die im Projekt generierten Datensdtze und methodischen Konzepte bilden eine
nachhaltige Ressource fiir Forschung, Diagnostik und translationale Anwendungen im Bereich der
Infektionsmedizin.

Insgesamt unterstreicht das Teilvorhaben das Potenzial spektroskopischer Verfahren zur Beschleunigung
der mikrobiologischen Diagnostik und liefert wichtige wissenschaftliche Impulse fiir die Weiterentwicklung
zukunftsfahiger Diagnostikplattformen im Rahmen des Forschungscampus InfectoGnostics.
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