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Mikrobiota-Analyse in einem diagnostischen 
Labor: Definitionen, Anwendungen und 
Qualitätsaspekte

Gilbert Greub1, Marta Rosikiewicz1 und Claire Bertelli1

Während der vergangenen zehn Jahre wurden in diagnostischen Labors zahlreiche neue Technolo-
gien eingeführt, mit deren Hilfe schneller mehr Informationen gewonnen werden können. Neben der 
Methode MALDI-TOF, die 2009 in die meisten Labors Einzug hielt, und der Automatisierung, die sich 
schrittweise von serologischen auf molekularbiologische und klassische mikrobiologische Labors 
(Mikroskopie und Kultur) ausweitete, hat die Ankunft der Hochdurchsatzsequenzierung ebenfalls 
dazu geführt, dass mehr Informationen aus der mikrobiologischen Zusammensetzung eines gege-
benen Bereichs auf ausreichend schnelle und zuverlässige Weise gewonnen werden können, was sie 
zu einem leistungsfähigen Werkzeug der Diagnostik macht. Wir haben seit Beginn des Jahres 2012 in 
Lausanne die Bakteriengenomik sowie die Mikrobiota-Analyse entwickelt und konnten unser Labor 
für die Bakteriengenomik und Metagenomik dieses Jahr akkreditieren lassen. Die Bemühungen um 
die Akkreditierung haben es uns ermöglicht, die Anwendungen der Hochdurchsatzsequenzierung in 
der Diagnostik zu präzisieren und Protokolle äusserst genau zu definieren.

Definitionen
Zur Hochdurchsatzsequenzierung der 
mikrobiellen Diversität stehen unter­
schiedliche Analysemethoden zur Ver­
fügung. Einfacher ausgedrückt gibt es 
zwei Haupttypen der Hochdurchsatz­
sequenzierung für die Analyse der mi­
krobiellen Zusammensetzung: mit und 
ohne Amplifikation durch PCR (Ta­
belle 1).
In diesem Artikel konzentrieren wir 
uns auf die Mikrobiota-Analyse auf 
Basis der Amplifikation durch PCR, 
die auch Post-PCR-Metagenomik oder 
einfach Mikrobiota-Analyse heisst. Der 
Begriff Metagenomik sollte der Ampli­
fikation der gesamten in einer gegebe­
nen Probe vorhandenen Genome vor­
behalten sein, die auch direkte oder 
Shotgun-Metagenomik genannt wird.

Hauptanwendungen von Analysen 
der mikrobiellen Diversität in der 
klinischen Mikrobiologie
In der Vergangenheit zielte die Mikro­
biologie hauptsächlich darauf ab, das 
Vorhandensein pathogener Mikroben 
in einer klinischen Probe nachzuwei­
sen, um so den auslösenden Erreger 
einer Infektion zu bestimmen. Dies 
ist eine der am häufigsten eingesetz­
ten Anwendungen, da es möglich ist, 
anhand der Mikrobiota-Analyse auf 

Grundlage von Amplikons, die durch 
auf die 16S ribosomale RNA abzie­
lende PCR gewonnen wurden, das 
Prinzip der Eubakterien-PCR auch auf 
nicht physiologisch sterile Proben an­
zuwenden, was bislang ein komplexes 
Verfahren darstellte. In der Tat war bei 
einer Mischflora ein Schritt zur Amp­
likonklonierung erforderlich, um die 
Gesamtheit der mikrobiellen Diversität 
beobachten zu können. Dieser Klonie­
rungsschritt war aber dem Einsatz in 
der wissenschaftlichen Forschung vor­
behalten. Die Mikrobiota-Analyse un­
ter Verwendung verschiedener, spezifi­
scherer PCR, die auf konservierte, un­
terscheidende Gene (z. B. rpoB, gltA) 
abzielen, wird sich in diagnostischen 

Labors weiterentwickeln und schritt­
weise die klassische Eubakterien-
PCR ablösen, an die sich eine Sanger-
Sequenzierung anschliesst. 
Die übrigen Anwendungen der klini­
schen Metagenomik verändern die 
Wahrnehmung unserer Spezialisierung 
vollkommen, da es sich bei unseren 
Kunden nicht mehr nur um Ärzte han­
delt, die sich mit Infektionen befassen 
(Intensivmediziner, Notärzte, Kinder­
ärzte, Infektiologen  …), sondern auch 
um Spezialisten, die in der Haupt­
sache mit nicht infektiösen Krankhei­
ten konfrontiert sind (Endokrinologen, 
Diabetologen, Dermatologen …). In der 
Tat könnte die Analyse der Mikrobiota 
im Verdauungsapparat beispielsweise 

Mit PCR-Amplifikation Ohne PCR-Amplifikation

Profiling von Mikroben

= Post-PCR-Metagenomik

Ergebnisse beschränken sich auf die 
mikrobielle Zusammensetzung

Auf Bakterien begrenzt

Schnelle Ergebnisse, kostengünstige 
Analyse

Direkte Metagenomik

Shotgun-Metagenomik
Metagenomik (im engeren Sinn)

Es sind Informationen zur mikro­
biellen Vielfalt verfügbar, aber auch  
zu metabolischen Fähigkeiten, zum 
Resistom und zum Virulom der in  
der Probe vorhandenen Mikroben

Einschliesslich Informationen zum 
Vorkommen bzw. Fehlen von Bakte­
rien, Viren, Pilzen und Parasiten

Teuer, komplexe Analyse

Tabelle 1: Analyse der mikrobiellen Diversität durch Hochdurchsatzsequenzierung  
(Metagenomik im weiteren Sinn).

1	� Institut de Microbiologie, CHUV, Lausanne



7E D U C AT I O NP I P E T T E  –  S W I S S  L A B O R AT O RY  M E D I C I N E  |  WWW. S U L M . C H  N R .  6  |  D E Z E M B E R  2 0 1 8

Analyse du microbiote dans un  
laboratoire diagnostic: définitions,  
applications et aspects qualité
	
Le séquençage à haut débit est une révolution ré-
cente dans la microbiologie diagnostique qui per-
met d’entrevoir de nombreuses nouvelles applica-
tions dont l’analyse du microbiote par séquençage de 
gènes conservés. Ces nouvelles technologies nous 
permettent d’avoir plus de données plus rapide-
ment, mais représentent une révolution technologique 
qui nécessite l’adaptation des compétences de nos 
microbiologistes cliniques et de nos équipes. Afin 
d’avoir les bioinformaticiens nécessaires à l’analyse 
fine des données, nous avons initié il y a quelques an-
nées à Lausanne un cycle d’enseignement de l’ana-
lyse microbiologique des données issus du séquen-
çage de nouvelles générations, et ce dans le cadre 
de travaux pratiques dispensés au niveau Master à 
l’école de biologie (4). Cet enseignement, d’ailleurs 
couronné du «Biology teaching award de la Faculté 
de Biologie et Médecine», a porté ses fruits et nous 
permet aujourd’hui d’avoir la masse critique de bioin-
formaticiens. Nous avons par ailleurs passablement 
travaillé sur les aspects formels en préparant des 
directives et procédures dans notre système de docu-
ments d’accréditation (système v-doc) et ce pour les 
différentes étapes clefs. 

Abbildung 1: Bioinformatischer Pipelinetypeffekt angewendet auf das Clustering der 
Mikrobiota von Sequenzierungsproben aus Stuhlproben gesunder Personen. Jede 
Farbe steht für die Probe einer bestimmten Person. Zu beachten ist, dass die Mikro-
biota einer Person relativ konstant ist (wenn weder eine Behandlung mit Antibiotika 
noch ein grösserer Eingriff vorliegt). Mit dem «Usearch»-Ansatz gruppieren sich die 
Proben einer Person gemäss den Erwartungen. Die Informatikpipeline, die standard-
mässig von Illumina vorgeschlagen wird, lässt eine Beobachtung dieser Gruppierung 
nicht zu.

bei der Behandlung von Patienten, die 
unter Obesitas und/oder Typ-2-Diabe­
tes leiden, hilfreich sein (1). Die Ana­
lyse der Mikrobiota der Haut könnte 
Dermatologen bei der genaueren Be­
stimmung der Physiopathologie gewis­
ser Krankheiten wie der atopischen 
Dermatitis oder Psoriasis unterstützen 
und bei neuen Therapieansätzen hilf­
reich sein. Ebenso könnte die Analyse 
der Mikrobiota der Haut nützlich sein, 
wenn es darum geht, bei Patienten mit 
umfangreichen Verbrennungen die die 
Haut besiedelnden Keime zu identifi­
zieren, und eine Hilfe bei der Wahl der 
empirischen Therapie darstellen, wenn 
klinische und paraklinische Anzeichen 
nicht kontrollierter Infektionen auftre­
ten. Ebenso könnte die Analyse der 
Plazenta und/oder eines vaginalen Ab­
strichs im Falle einer Fehlgeburt dem 
Geburtshelfer dabei helfen, den even­
tuellen ursächlichen Erreger der Fehl­
geburt zu ermitteln und so erneute 
Fehlgeburten zu vermeiden. Auch 
könnte die Analyse der Mikrobiota des 
Verdauungstrakts Onkologen Hinweise 
darauf liefern, wie sich Chemothera­
pien und die neuen, heute eingesetz­
ten Immuntherapien auf unsere Darm­
flora niederschlagen. Wie in einem Ar­
tikel dieser Ausgabe beschrieben (2), 
ist die Identifizierung einzelner Perso­
nen anhand ihrer Speichelzusammen­
setzung eine neuartige Anwendung 
in der Kriminologie, welche die Ent­

nahme von schlecht erhaltenen Proben 
am Tatort eines Verbrechens ermög­
licht (angesichts der besseren Haltbar­
keit der DNA von Bakterien im Ver­
gleich zur menschlichen DNA, insbe­
sondere von grampositiven Bakterien). 
Eine weitere Anwendung der Mikro­
biota-Analyse in der Kriminologie ist 
die Feststellung, ob bei einem im Was­
ser gefundenen Leichnam Tod durch 
Ertrinken vorliegt oder ob die Leiche 
erst nach dem Tod im Wasser versenkt 
wurde (etwa zur Vertuschung eines 
Verbrechens). 
Wie die oben genannten Beispiele zei­
gen, ist das Anwendungsfeld der Mikro­
biota-Analyse in der klinischen Mikro­
biologie weit und wird sich in den 
kommenden Jahren noch weiter aus­
dehnen. Daher gilt es hier, die Analy­
semethoden zu definieren, die ausrei­
chend zuverlässig und reproduzierbar 
sind und deren Interpretation einfach 
genug ist, sodass sie in der Routine­
diagnostik angeboten werden können.  
In diesem Zusammenhang ist es un­
erlässlich, dass diese verschiedenen 
künftigen Anwendungen den Bereich 
der wissenschaftlichen Forschung ver­
lassen und Schritt für Schritt von kli­
nischen Mikrobiologen umgesetzt wer­
den, die sich bei ihrem Tätigkeitsan­
satz auch Gedanken zu qualitativen 
Aspekten vor, während und nach der 
Analyse machen.

Qualitative Aspekte
Im Rahmen einer kürzlich in Lausanne 
durchgeführten Studie wurden von  
14 Teilnehmern jeweils neun Stuhl­
proben seriell untersucht. Die Teilneh­
mer hatten gewisse Ernährungsvor­
schriften zu beachten und erhielten 
mit Probiotika versetzte Joghurt- oder 
Sauermilchprodukte im Cross-over-
Verfahren mit Wash-out-Phasen (3). 

No Schritte  

1

2

3

4

5

6

7

8

Testindikation

Probenahme (Probentyp, 
Entnahmemodalitäten, 
Lagerung, Fristen)

DNA-Extraktion

Amplifikation durch PCR  
(Zielgen …) 

Sequenzierungstyp  
(Illumina, PacBio …) 

Bioinformatikanalysen  
(Pipelinetyp, Datenbank …) 

Technische Validierung der  
erhaltenen Sequenzen

Biomedizinische Validierung 
und Interpretation der Er­
gebnisse

Tabelle 2: Wichtige Schritte bei Analysen 
der Mikrobiota
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Die signifikante Anzahl an Proben, 
die von jeweils denselben Probanden 
stammten, machte es uns möglich, den 
Einfluss unterschiedlicher bioinforma­
tischer Pipelines auf die Zuverlässig­
keit der Ergebnisse zu untersuchen. 
Wie in Abbildung 1 dargestellt, ermög­
lichte uns eine der Pipelines das präzise 
Clustering der Proben nach Studienteil­
nehmern (jeder Teilnehmer wird durch 
eine andere Farbe dargestellt). Eine an­
dere Pipeline jedoch, und zwar die von 
Illumina standardmässig vorgeschla­
gene, erlaubte nur eine weniger gute 
Unterscheidung der unterschiedlichen 
Proben nach Teilnehmern. Zwar ist es 
schwierig, ohne Richtwerte Schluss­
folgerungen zu ziehen, jedoch zeigt 
diese einfache Analyse trotz allem den 
bedeutenden Einfluss des angewen­
deten bioinformatischen Werkzeugs.  
So müssen mikrobiologische Diagnos­
tiklabors genaue Pipelinegrenzwerte 
erarbeiten und die Nachverfolgbar­
keit der verwendeten Pipeline sicher­
stellen. Unter Verwendung der Stuhl­
proben von drei Probanden (005, 013 
und 009) aus derselben Studie (3) 
konnten wir zudem den grossen Ein­
fluss von Datenbanken zeigen (Abbil­
dung 2), die für die Klassifizierung 
der erhaltenen 16S-Sequenzen einge­
setzt wurden. Wie aber Abbildung 3 
deutlich zeigt, beeinflusst nicht nur die 
bioinformatische Analyse die Ergeb­
nisse massgeblich, dasselbe gilt bei­
spielsweise auch für die DNA-Extrak­
tion. Das Macherey-Nagel-Kit erweist  
sich für die Extraktion der DNA von 
Firmicutes und Actinobacteriae als 
wesentlich besser geeignet als das 
Qiagen-Kit.

Schlussfolgerungen
Die Hochdurchsatzsequenzierung stellt 
eine aktuelle Revolution in der diag­
nostischen Mikrobiologie dar, mit der 
sich zahlreiche neue Anwendungen 
auftun, darunter die Mikrobiota-Ana­
lyse durch Sequenzierung von konser­
vierten Genen. Diese neuen Technolo­
gien ermöglichen uns eine schnellere 
und umfangreichere Datenerhebung, 
stellen aber auch eine technologische 
Revolution dar, die eine Anpassung 
der Kompetenzen unserer klinischen 
Mikrobiologen und unserer Teams er­
fordert. Um auf die für eine Feinana­
lyse unserer Daten notwendigen Bio­

Abbildung 2: Die mikrobielle Diversität von drei Personen wurde mithilfe dreier verschiede-
ner Datenbanken analysiert: Greengens99, Silva99 und Illumina. Die Ergebnisse weichen 
sehr stark voneinander ab und zeigen den enormen Einfluss der verwendeten Datenbank 
auf die Analyseergebnisse der mikrobiellen Diversität.

Abbildung 3: Vergleich der Menge an verschiedenen Mikroben nach zwei DNA-
Extraktionstypen. Die Überlegenheit des Macherey-Nagel-Kits zur Extraktion  
der DNA von Firmicutes (rote Dreiecke) und Actinobacteriae (blaue Quadrate)  
im Vergleich zum Qiagen-Kit ist signifikant (mehr als ein Log Unterschied).
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informatiker zurückgreifen zu können, 
haben wir vor einigen Jahren in Lau­
sanne einen Unterrichtszyklus zum 
Thema mikrobiologische Analyse von 
Daten aus Sequenzierungen der neuen 
Generation eingeführt, der im Rahmen 
praktischer Arbeiten auf Masterniveau 
an der biologischen Fakultät vermittelt 
wird (4). Dieser Unterricht, an dessen 
Ende der Abschluss «Biology Teaching 
Award der Fakultät für Biologie und 
Medizin» steht, hat bereits Früchte 
getragen und dafür gesorgt, dass wir 
heute über die kritische Masse an Bio­
informatikerinnen und Bioinformati­
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labor NRZK. www.zecke-tique-tick.ch


