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Was ist ein “Mikrobiom”?

= Gesamtheit aller Arten von Mikroorganismen in einem Lebensraum 

Eukarya

Bakterien

Archaeen
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Diversität von Mikroorganismen

Prokaryoten

Protozoen

Tiere 

Pilze Pflanzen

► Mikroorganismen sind die 
evolutionär ältesten und 
diversifiziertesten 
Lebensformen 

► Kurze Generationenfolge führt 
zu hoher Anpassungsfähigkeit 
und enorm vielfältigen Stoff-
wechselleistungen

► Mikroorganismen besiedeln 
jeden Lebensraum und 
machen ihn so erst für andere 
Lebewesen bewohnbar
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Bedeutung der Mikrobiome für ihre Wirte

► essentielle Rolle bei der Verdauung, der 
Nährstoffversorgung und dem Abbau 
von Xenobiotika 

► beteiligt an der Reifung des Immun-
systems sowie dessen ordnungs-
gemäßer Funktion

► beteiligt an der Gehirnentwicklung und 
dem Verhalten („Darm-Hirn-Achse“)

► Schutz und Beseitigung vor 
Krankheitserregern
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Bedeutung der Mikrobiome für ihre Wirte –
nicht nur im Darm

Mukusproduktion
Antimikrobielle Substanzen

Hilfe beim Abbau von Nahrung
Pathogenabwehr

„Schmieren“ des Lungengewebes
Pathogenabwehr

Prävention gastrischer 
KomplikationenAufrechterhaltung des 

pH-Wertes und
H2O2-Produktion zur 

Pathogenabwehr

Produktion von Gallensäuren

Aufrechterhaltung des pH-Wertes
Stärkung des Immunsystems 

Produktion von Duftstoffen
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Warum wird das Mikrobiom so intensiv untersucht? 

► Mikrobielle Dysbiosen sind oft krankheitsassoziiert (bspw. Bei 
chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen) 
► besonderer Fokus auf dem Darmmikrobiom
► aber auch z.B. Darm-Hirn-Achse bei neurologischen 

Erkrankungen

► das Mikrobiom gilt v.a. in der Humanmedizin als Ansatzpunkt für 
innovative Therapien
► fäkale Mikrobiota-Transplantation (FMT)

► Umweltmikrobiome als Ressource für die Biotechnologie
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MikrobiomLabor @ZMB/IKMB

Wie wird das Mikrobiom untersucht? 

Plaque

Sulkus

Sputum
Galle

Abstrich

Biopsie
Kot
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Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
Probenvorbereitung

► Homogenisierung der Probe 
nach dem Posteingang und 
der Bestätigung in der Proben-
datenbank

► Aliquotierung der Proben (rund 
200 mg Stuhl sind notwendig 
für die anschließende Analyse)



9

Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
Zellaufschluss

► Überführung der Probe in 
Gefäß mit Beads (kleine 
Glaskügelchen) und 
Lysepuffer

► „Bead-Beating“ führt zur 
mechanischen Lyse und 
Lysepuffer zur chemischen 
Lyse mikrobieller Zellwände 
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Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
DNA-Extraktion

► Halb-automatisierte Extraktion 
der mikrobiellen DNA aus dem 
Überstand der Proben

► DNA bindet spezifisch an eine 
Kieselgelmembran, während 
Verunreinigungen passieren

► PCR-Inhibitoren und Proteine werden 
in zwei effizienten Waschschritten 
vollständig entfernt
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Bakterien – 16S rRNA

Archaeen – 16S rRNA

Pilze – ITS/18S rRNA

Eukaryonten – 18S rRNA

Bakterien and Archaeen

Viren

Pilze u.a. Eukaryonten

astrobiomike.github.io

Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
Sequenzierungsstrategien

► = Mikrobiota

► = Mikrobiom
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• Taxonomische Zuordnung
(Phylum zu Spezies, 
Datenbank-abhängig)

Phylum
• Bacteroidetes
• …

Class • Bacteroidia
• …

Order • Bacteroidales
• …

Family
• Bacteroidaceae
• …

Genus
• Bacteroides
• …

Species
• Bacteroides                                   

fragilis
• …

• Taxonomische Zuordnung
(Phylum zu Stamm, auch unbekannte
Mikroorganismen)

• Funktionielle Kapazität
• Genabundanzen
• Abundanzen metabolischer

Prozesse

Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
Sequenzierungsstrategien
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Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
16S rRNA Gen

V1 V2 V3 V5V4 V6 V9V7 V8
1 1542 nt

konservierte Regionen: identische Sequenzen bei verschiedenen Spezies

variable Regionen: Sequenzen, die für jede Art spezifisch und zwischen 
verschiedenen Arten variabel sind

50S-
Unter-
einheit

30S-
Unterein

heit 16S-rRNA

+ ca. 21 Proteine

+ ca. 34 Proteine

23S-rRNA 5S-rRNA

Prokaryotische 
Ribosomen 



Proteinbiosynthese
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V1 V2

Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
16S rRNA Genanalyse: PCR

TGCTGCCTCCCGTAGGAGT CC AGTCAGTCAG Illumina P7AACCGGAA

AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGTTATGGTAATTIllumina P5 AACCGCAT

Forward-Primer
(16 verschiedene Barcodes)

Reverse-Primer
(24 verschiedene Barcodes)

1A

PCR-Produkte 
(384 verschiedene Barcode-Kombinationen möglich)

1B

2A

2B



15

Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
16S rRNA Genanalyse: Normalisierung

Reinigung und 
Normalisierung der 

PCR-Produkte

Sequenzierung
2x300 bp
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Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
16S rRNA Genanalyse: Sequenzierung

5‘

A C T G3‘ C A T C A C T
T G A C

G T
A

C
G

C A

T
5‘ 3‘

Sequencing-by-Synthesis
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Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
16S rRNA Genanalyse: nach der Sequenzierung

A

1

Forward read (300 bp)
Reverse read (300 bp)

1A

Demultiplexing

Assemblierung der forward und 
reverse Sequenzen

Pipeline

Kürzen der Sequenzen, 
Qualitätskontrolle
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Sequenzname Sequenz

Von der Probe zur Bestimmung ihrer mikrobiellen Diversität
16S rRNA Genanalyse: Bioinformatik

„clean FASTA-files“

Pipeline

Taxonomische Einteilung
ASV-Tabellen

Phylum •Bacteroidetes
•…

Klasse •Bacteroidia
•…

Ordnung •Bacteroidales
•…

Familie •Bacteroidaceae
•…

Gattung
•Bacteroides
•…

Spezies •Bacteroides fragilis
•…
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Visualisierung von Mikrobiomdaten

Louise Thingholm

Thingholm LB*, Bang C*, et al. Ecology impacts the 
decrease of Spirochaetes and Prevotella in the fecal gut 

microbiota of urban humans. BMC Microbiol. 
2021;21(1):276. 
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Vergleichende Analyse von Mikrobiomdaten

B

► Alpha-Diversität = Maß für die Artenvielfalt eines Lebensraums, 
d.h. sie beschreibt die Anzahl der in einem Habitat oder Biotop 
vorkommenden Arten unabhängig von ihrer Abundanz

CA

Thingholm LB*, Bang C*, et al. 2021;21(1):276. 
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Vergleichende Analyse von Mikrobiomdaten

► Beta-Diversität = Maß 
für den Unterschied in 
der Artenvielfalt 
zwischen verschiedenen 
Lebensgemeinschaften

► basiert meist auf einer 
Distanzmatrix 

S1 S2 S3 S4
S1 0 0.8 0.6 0.2
S2 0.8 0 0.4 0.5
S3 0.6 0.4 0 0.7
S4 0.2 0.5 0.7 0

Thingholm LB*, Bang C*, et al. 2021;21(1):276. 
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Von der Forschung zur personalisierten Medizin

► Verständnis der zugrunde liegenden 
Mechanismen der mikrobiellen 
Diversität sowie ihrer Funktion 
notwendig, um die Ätiologie humaner 
Entzündungskrankheiten besser 
verstehen und behandeln zu können, 
z.B. innerhalb der NAKO

► Zusätzlich viele klinische Studien, 
bspw. die Kieler Familienstudie zu 
chronisch-entzündlichen 
Darmerkrankungen
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