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1. Einleitung

Das Mikrobiom hat in den letzten Jahren stark an Bedeutung zugenommen. Trotzdem
sind vollumfassende Genomanalysen des Mikrobioms noch kein Standard, weshalb nur
Ausschnitte des 16S-rRNA-Genabschnittes mittels verschiedener Primeransatze unter-
sucht werden (Ranjan et al., 2016). In dieser Arbeit soll die short-read-basierte Mikrobi-
omanalyse, welche mit den Primern fiur die variablen Regionen 1 bis 2 (V1-V2) und die
variable Region 4 (V4) des 16S-rRNA-Gens durchgefuhrt wurde, der Polymeraseketten-
reaktions- (PCR) Diagnostik gegenubergestellt werden. Zusatzlich werden verschiedene
Parameter wie die Hohe des Amplifikationszyklus- (Ct) Wertes und der Menopausensta-
tus der Patientinnen, welche im Zusammenhang mit der Diagnostik eine Rolle spielen,
hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die Ergebnisse analysiert. Eine Integration des Mikro-
bioms in den diagnostischen Alltag konnte zu einer starkeren Personalisierung
medizinischer Entscheidungen beitragen und die Entwicklung neuer therapeutischer An-

satze fordern.

Diese Arbeit baut auf der Studie “Analysis of the cervical microbiome in women
from the German national cervical cancer screening program “(Condic et al., 2023) auf. In
dieser Veroffentlichung wurde das Mikrobiom von Humane Papillomavirus-positiven
(HPV-positiven) Frauen untersucht und im Hinblick auf mdgliche Korrelationen bezlglich
eines Dysplasierisikos analysiert. Ziel der Studie war es, das neue HPV-Screeningpro-
gramm von 2020 zu evaluieren und zusatzlich die potenzielle Rolle des Mikrobioms im
Rahmen dieser Vorsorgeuntersuchung zu diskutieren. Dafur wurden zunachst alle Frauen
durch Fachpersonal sowohl zervikal als auch vaginal abgestrichen und kolposkopiert. Die
entnommenen Gewebeproben wurden histopathologisch analysiert und hinsichtlich ihres
jeweiligen CIN-Grades klassifiziert. 52,3% der untersuchten Patientinnen kamen wegen
einer positiven HPV-Testung zur Kolposkopie. Randomisierte Studien zeigten, dass ein
negativer HPV-Test das Vorliegen einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) IlI-
Lasion mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschlie3t (Dillner et al., 2008; Mesher et al., 2010),
was einen der Grunde fur die Umstellung des Screeningprogramms darstellt. Insgesamt
stellte sich in der genannten Studie von Condic et al. (2023) heraus, dass lediglich 2,1%

der HPV-positiven Patientinnen eine Dysplasie des Grades CIN Ill aufwiesen. Somit ist



fraglich, ob die Umstellung des Screeningprogramms im klinischen Alltag tatsachlich
einen zusatzlichen Nutzen bietet. Jedoch konnte in Bezug auf das Mikrobiom eine signif-
ikante Korrelation zwischen dem Vorliegen eines Dysplasiegrades und dem Bakterium
Ureaplasma parvum (UP) bei bestehender HPV-Koinfektion ermittelt werden. Die zur Un-
tersuchung notwendige Desoxyribonucleinsaure- (DNA-) Extraktion erfolgte mittels col-
umn-based ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Condic et al., 2023; Zymo Research Eu-
rope GmbH, 2025). Die DNA-Proben wurden im Anschluss an die beschriebene Studie
im Uniklinikum Bonn gelagert und bilden die Grundlage der vorliegenden Arbeit. Im Fol-
genden soll nun untersucht werden, ob die short-read basierte Mikrobiomanalyse mit den
Primern fur die Genabschnitte V1-2 beziehungsweise V4 des 16S-rRNA-Gens eine ver-
gleichbare Aussagekraft hinsichtlich der Detektion von sieben sexuell Gbertragbaren In-
fektionen (STls) aufweist wie eine gezielte PCR-Diagnostik. Dabei ist von besonderem
Interesse die Spezies Ureaplasma parvum, wegen der gesicherten Korrelation zur Dys-
plasieneigungen bei bestehender HPV-Infektion (Condic et al., 2023). Es soll zusatzlich
ein moglicher Unterschied in der Aussagekraft von zervikalen und vaginalen Abstrichen
diskutiert werden. Daflir wurden zunachst alle Proben der vorangegangenen Studie mit-
tels PCR und Allplex™ STI Essential Assay-Kit untersucht. Dieses Kit beinhaltet sieben
STI-Erreger (Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Myco-
plasma genitalium, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoe und Trichomonas
vaginalis) zuzuglich einer Negativkontrolle. Im Anschluss daran fand eine statistische
Auswertung mit DATAtab (DATAtab Team, 2023) statt, in welcher die Korrelation
zwischen den neu erhobenen PCR-Daten mit den alten Mikrobiomdaten des Primers fur
die Amplikonsequenzierung der Region V1-V2 untersucht wurde. Darauf aufbauend
wurde von auffalligen Proben erneut eine short-read-basierte Mikrobiomanalyse durch-
gefuhrt, diesmal unter Verwendung von Primern fur die Region V4. Die Ergebnisse wer-
teten wir anschlieRend im Hinblick auf mégliche Unterschiede in der Ubereinstimmung
von Mikrobiom- und PCR-Daten erneut aus. Ziel dieser Studie ist es, gezielt Aussagen
uber die Anwendbarkeit der Mikrobiomanalyse mit den Primern V1-V2 und V4 im Rahmen
der Screeninguntersuchung bei Frauen treffen zu kdnnen. Im Falle einer nachgewiesenen
Uberlegenheit der Mikrobiomdaten gegeniiber den PCR-Ergebnissen kann der poten-
zielle Mehrwert dieser Methode im Kontext der personalisierten Medizin diskutiert werden.

Es konnte die Grundlage fir neue therapeutische Ansatze legen (Campisciano et al.,
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2017; Kosti et al., 2020; Kudela et al., 2021). Zudem wére eine Uberlegenheit des vagi-
nalen Abstriches von Bedeutung, da in diesem Fall kinftig nicht zwingend Fachpersonal

fur die Testung nétig ware.
1.1 Das Mikrobiom

Das Mikrobiom ist ein weit gefasster Begriff, der zur Einleitung kurz aufgegriffen werden
soll, um ein Verstandnis der Grundthematik zu garantieren. Es setzt sich zusammen aus
der DNA von Bakterien, Viren, Pilzen und anderen Mikroorganismen, deren relative
Haufigkeiten abhangig von der jeweiligen 6kologischen Nische ist. Es liegt somit nicht ein
einzelnes Mikrobiom im Korper vor, sondern es koexistieren multiple. Sicherlich am
bekanntesten in der Gesellschaft ist das Darmmikrobiom wegen seiner Offentlich
diskutierten Rolle bei Autoimmunerkrankungen, Nahrungsmittelunvertraglichkeiten,
Diaten, sowie psychischen Erkrankungen (Canny et al., 2008; Den Besten et al., 2013;
Frost, 2022; Ursell et al., 2012).

In dieser Studie geht es um das 16S-rRNA-Gen, welches die Gesamtheit aller bakteriellen
Genome des Mikrobioms einschlieft, und zudem eine hohe Variabilitat zwischen
verschiedenen Bakterienarten aufweist. Dank neuer Methoden wie etwa dem Next-Gen-
eration-Sequenzing (NGS), ist es der Wissenschaft in den letzten Jahren gelungen, voll-
umfassende Genomanalysen durchzufuhren. Meist verwendet man jedoch spezifische
Primeransatze (V1-V9), welche sich hinsichtlich ihrer Ergebnisse signifikant voneinander
unterscheiden lassen (Frost, 2022). Infolgedessen konnten Unterschiede in der Zusam-
mensetzung des Mikrobioms festgestellt werden, von denen man sich erhofft, sie zu-
kunftig gezielt in der medizinischen Therapie von Krankheiten einsetzen zu konnen. Auch
heute schon entstehen neue Datenbanken, dank derer die Zuordnung der Basenabfolgen
gezielt Bakterienspezies zugeordnet werden kann. Bestimmte Zentren werten die erho-
benen 16S-rRNA Mikrobiomdaten aus. Im Falle der vorliegenden Arbeit GUbernahm diese

Rolle das Institut fur Bioinformatik in Siegen.
1.2 Metagenomik & Mikrobiom

Ribosomale RNA (rRNA) ist der Hauptbestandteil von Ribosomen, welche die Aufgabe
der Proteinbiosynthese in Organismen ibernehmen. Das 16S-rRNA-Gen kodiert flr einen
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Teil der kleinen Untereinheit des Ribosoms. Dieser spielt eine wichtige Rolle bei der
Translation, weshalb im Laufe der Evolution das 16S-rRNA-Gen teilweise sehr stabil,
beziehungsweise konserviert geblieben ist. Es wechseln sich im 16S-rRNA-Gen neun hy-
pervariable Abschnitte mit diesen hoch konservierten Teilen ab. Dieser Umstand ist die
Voraussetzung dafur, dass man universelle Primer entwickeln konnte (V1-V9), welche zur
Amplifikation der verschiedenen hypervariablen Sequenzen genutzt werden. Diese liegen
wie beschrieben zwischen den konservierten Genabschnitten und weisen signifikante Se-
genzvariationen auf, welche sich durch unterschiedliche Evolution der einzelnen Mikroor-
ganismen erklaren lasst. Bei der Mikrobiomdiagnostik macht man sich diese Tatsache
zunutze, und vergleicht die variablen Teile miteinander zur Erstellung von Stammbaumen
mit Verwandtschaftsbeziehungen der mikrobiellen Taxa. Aus diesen Sequenzen zuver-
lassig Rickschlisse auf die Spezies ziehen zu kdnnen, ist momentan nur selten maoglich.
Man nutzt aktuell, wie oben genannt, neun verschiedene Primer welche an verschiedenen
Stellen der hoch-konservierten, variablen Sequenzen binden (V1 bis V9). Dabei sind die
Primer nach der Stelle der hypervariablen Region auf dem Gen benannt, an welcher die-
ser Abschnitt abwarts gelesen wird. Mit diesen Primern amplifiziert und sequenziert man
den hoch-variablen Teil des 16S-rRNA-Gens. Dabei schneiden die unterschiedlichen Pri-
mer, je nachdem welche Bakterienspezies beziehungsweise Taxa man untersuchen will,
besser oder schlechter ab. So sind fir die Analyse von Clostridien und Staphylokokken
die Primer V6-V9 am besten geeignet, wahrend V1-V3 insbesondere bei Escherichia gute
Ergebnisse liefert (Johnson et al., 2019). Die Amplikon-Sequenziervarianten (ASVs)
werden dafur mit einer Datenbank biometrisch verglichen und daraus Ruckschlisse auf
die einzelnen Spezies beziehungsweise Familien gezogen. V1-V2 hat im Vergleich zu V4
mehr ASVs und somit auch eine groRere Anzahl an zugewiesenen Taxa (Abellan-Schney-
der et al., 2021). Das Next-Generation-Sequenzing (NGS) erlaubt es bis zu 600
Basenpaare (bp) zu amplifizieren, was ungefahr drei der variablen Teile des 16S-rRNA-
Gens entspricht. Eine vollstandige Analyse des 16S-rRNA-Gens ist nur mit dem long-read
Next-Generation-Sequenzing (NGS) mdglich. Wegen der noch nicht universell ein-
setzbaren und in ihrer Anwendung teureren Methode des long-read NGS praferiert man
aktuell die short-read-basierte Mikrobiomanalyse. Fur diese Studie verwendete ich die

Primer V1-V2 und V4. V1-V2 hat normalerweise den Downstream-Primer 27F und den
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reversen Primer 338R mit den Sequenzen AGA GTT TGATYM TGG CTC AG, beziehung-
sweise GCT GCC TCC CGT AGG AGT. Fur V4 lautet der Downstream-Primer Ublicher-
weise 515F und der reverse 806R. Daraus ergibt sich die Downstream-Sequenz GTG
CCA GCM GCC GCG GTA A und die reverse Basenabfolge GGA CTA CHV GGG TWT
CCA AT (Abellan-Schneyder et al., 2021). Die von uns verwendeten Primer besitzen
einige Wobble-Basen, von denen uns der Hersteller nicht mitteilt, wie viele sie an welchen
Stellen verwenden (Quick-16S NGS Library Prep Kit Zymo Research Europe GmbH,
2025).

Der Unterschied zwischen Amplikon- und Shotgun-Analysen besteht in der Verarbeitung
der Proben zur Erstellung von Sequenzdatenbanken. Bei der Amplikon-Sequenzierung
verwendet man wie beschrieben verschiedene Primer, um eine short-read-basierte Ana-
lyse des 16S-rRNA-Gens durchzufiihren. Der Vorteil liegt vor allem in den niedrig an-
fallenden Kosten. Die Shotgun-Sequenzierung hingegen befasst sich nicht nur mit
spezifischen Abschnitten des 16S-rRNA-Gens, sondern mit dem gesamten Mikrobiom der
Probe. Dabei werden nicht nur Bakterien identifiziert, sondern auch Pilze, Viren, Archaeen
und Parasiten. Somit ist das zu sequenzierende Material um ein Vielfaches groRer als bei
der Amplikon-Analyse und dementsprechend kostspieliger (Clooney et al., 2016: Ranjan
et al., 2016). Ein weiterer Vorteil ist jedoch die bessere Zuordnung der Sequenzen zu
Taxonomien. Shotgun-Sequenzierung wird aktuell bereits in der Klinik eingesetzt, um
beispielsweise Blutkulturen septischer Patienten zu untersuchen. Ein groRer Vorteil ist
hier, dass man nicht spezifisch nach Erregern sucht, sondern sich anguckt, welche Path-
ogene im Blut nachweisbar sind. Damit erhofft man sich, die Zeit bis zur Erregeridenti-
fizierung und der Einleitung spezifischerer Therapien deutlich zu verkirzen, was gerade
bei dem Syndrom einer Sepsis von enormer Bedeutung ist. In der alltaglichen Diagnostik
in Bezug auf STls ist diese Methode noch nicht etabliert, da man hier spezifisch Erreger
sucht. Wirde in der Routinediagnostik die Shotgun-Sequenzierung zum Einsatz kommen,
stinden aktuell Kosten und gewonnene Ergebnisse noch nicht im Verhaltnis zueinander
(Clooney et al., 2016: Ranjan et al., 2016).
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1.3 Bakterielle Vaginose

Die Bakterielle Vaginose (BV) nimmt im Zusammenhang mit dem vaginalen Mikrobiom
eine zentrale Rolle ein. Man versteht unter diesem Krankheitsbild mit dem Code aus der
»(i)nternationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesund-
heitsprobleme” (ICD-10-Code) N76.0/ N76.1 (akut/subakut) (ICD-10 Code, 2025) eine
veranderte Zusammensetzung der einzelnen Mikrobiomspezies, welche medizinisch
auch als Dysbiose bezeichnet wird. Es ist die haufigste Erkrankung im Vaginaltrakt und
vor allem bei Schwangeren stark verbreitet (Meden et al., 2023). Der normale pH-Wert
von 4,5, welcher durch Lactobacillus- (L.-) Spezies aufrecht gehalten wird, steigt beim
Vorliegen einer BV an, was die Vermehrung von anderen, teilweise pathogenen Keimen
beglnstigt. Insbesondere das Vorkommen von Gardnerella vaginalis wird oft mit einer BV
in Verbindung gebracht. Die Entstehung einer BV ist noch nicht abschlieRend geklart,
hangt jedoch nach aktuellen Erkenntnissen mit vielen Einflussfaktoren wie Menstruation,
Geschlechtsreife, Sexualpraktiken und Schwangerschaft zusammen. Viele Frauen sind
asymptomatisch, was eine hohe Dunkelziffer zur Folge hat (Meden et al., 2023). Eine
Diagnosestellung erfolgt meist anhand der Amsel-Kriterien. Dazu zahlen das Vorhanden-
sein von Clue Cells, grau-weiler Fluor genitalis, Fischgeruch bei Zugabe von Kalilauge
zu Vaginalsekret und ein pH-Anstieg in den alkalischeren Bereich. Sind 3 von 4 Kriterien
erflllt, spricht man von einer BV (Amsel et al., 1983; Weindel et al., 1983).

Das Zusammenspiel zwischen dem vaginalen Mikrobiom, den Immunzellen und den Ep-
ithelzellen ist fur die Vorbeugung von Infektionen und die Aufrechterhaltung eines ge-
sunden Vaginalmilieus unerlasslich (Doerflinger et al., 2014). Im Zusammenhang mit dem
vaginalen Mikrobiom und dem Vorliegen von BV spielt insbesondere der Shannon Index
eine bedeutende Rolle. Je mehr Keime neben Lactobacillen im vaginalen Mikrobiom ge-
funden werden, desto grof3er ist die Diversitat. Der Shannon Index ist ein Mal} fur diese
Diversitat und erfasst sowohl die Artenanzahl als auch deren Haufigkeitsverteilung. Somit
sind im gesunden vaginalen Mikrobiom geringe Shannon-Indices zu finden, im

pathologischen hingegen héhere (Finzer und Gnoth, 2020).
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1.4 Community state types (CSTs)

Das vaginale Mikrobiom besteht bei Vorliegen einer Normalflora (NF) hauptsachlich aus
Lactobacillen (Petricevic et al., 2019). Man unterscheidet zwischen funf verschiedenen
Community state types (CSTs), wobei L. crispatus den CST 1 charakterisiert, L. gasseri
den CST 2, L. crispatus den CST 3 und L. jensenii den CST 5. Der CST 4 setzt sich aus
Anaerobiern (Diversity Group) zusammen. Das Vorliegen der verschiedenen CSTs hangt
stark von Umwelteinfliissen ab. So kommen bei Vorliegen einer BV andere CST-Typen
vor als bei gesunden Frauen im reproduktiven Alter. Zudem wurde beobachtet, dass der
Wechsel zwischen verschiedenen CSTs mdglich ist und regelmafig stattfindet. Oftmals
geht das Mikrobiom dabei in den mit einer BV assoziierten CST 4 Uber. Dieser Wechsel
muss jedoch nicht von langer Dauer sein, so dass man von einem reversiblen Geschehen
spricht. Verschiedene Faktoren kdnnen den CST-Wechsel beglnstigen, wie beispiels-
weise die monatliche Menstruation oder auch regelmafiger Geschlechtsverkehr (Martin
et al., 1999; Smith und Ravel, 2017).

Die Spezies L. crispatus ist am haufigsten bei Vorliegen einer Normalflora (NF) im Vagi-
nalbereich nachzuweisen und wird zu den protektiven Lactobacillen in Bezug auf Bakteri-
elle Vaginosen gezahlt. Der CST 1 ist auch im Nugent scoring system mit einer NF as-
soziiert und geht zudem mit einem niedrigen Shannon Index einher. Auch der CST 2 wird
vornehmlich nicht mit einer BV in Verbindung gebracht. Jedoch macht der von L. gasseri
dominierte Typ ohnehin nur einen sehr geringen Anteil der finf Gruppen in der Aligemein-
bevolkerung aus (Lee et al., 2020). L. iners wird sehr kontrovers diskutiert, da die Spezies
einerseits den positiv assoziierten Lactobacilli angehdrt, aber andererseits auch BV-for-
dernde Pathogene wie Inerolysin transportiert (Smith und Ravel, 2017). Diese Wid-
erspruchlichkeit wird auch dadurch deutlich, dass der CST 3 zwar mit einem niedrigen
Shannon Index einhergeht, im Nugent Scoring System jedoch oft mit einer BV assoziiert
ist (Lee et al., 2020). Somit ist bei einer Dominanz von Lactobacillen im Mikrobiom nicht
immer automatisch vom Vorliegen einer NF auszugehen. Teilweise ist die genauere
Betrachtung der Lactobacilli-Spezies notwendig, um differenzierte Aussagen treffen zu
kénnen. Der CST 5 ist, wie die ersten beiden CSTs, mit einem geringen Risiko fur BV und

einem CST-Wechsel behaftet. Er kommt allerdings nur sehr selten in der Bevolkerung vor
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(Brooks et al., 2017). Der letzte der funf CSTs, besteht aus strikten und fakultativen An-
aerobiern. Vor allem die Vertreter Fannyhessea vaginae (Atopobium vaginae), Mobiluncu-
lus spp., Prevotella spp. und Megasphera Typ 1 sind bekannt fir den CST 4. Diese di-
verse Gruppe von Anaerobiern hat einen hohen Shannon Index und wird am meisten mit
einer BV in Verbindung gesetzt. Es ist eine deutliche Abnahme von Lactobacillen zu
sehen, was eine Erhdhung des pH-Wertes mit sich bringt (Smith und Ravel, 2017). Diese
Voraussetzungen wirken sich positiv auf das Entstehen einer Dysbiose aus, was in einer

BV enden kann.
1.5 Sexuell Ubertragbare Infektionen (STIs)

Im Folgenden Abschnitt geht es um die Erkennung von sexuell Ubertragbaren Krankheiten
beziehungsweise Infektionen, mittels PCR und Mikrobiomanalyse. Daflr ist wichtig zu
wissen, dass viele dieser Infektionen symptomfrei verlaufen und trotzdem fur erhebliche
Gesundheitsprobleme verantwortlich sein konnen. Aus diesem Grund spricht sich das
New York State Department of Health daflr aus, den Begriff Infektion anstelle von
Erkrankung zu verwenden (WHO, OMS, 2019). In dieser Studie wird folglich nur noch der
Begriff sexual transmitted infection (STI) verwendet werden. STls gibt es weltweit, und sie
werden vorwiegend Uber Schleimhautkontakt, Blut, Sperma und Speichel weitergegeben.
Die weitaus bekanntesten Infektionen beziehungsweise Erreger sind dabei das Lentivirus
human immunodeficiency 1/2 (HIV: Humanes Immundefizienz Virus), Herpesviren, Gon-
orrhoe, Syphillis, Chlamydien, Hepatitisviren B und die BV. Meist sind die Erreger oral,
anal und vaginal zu finden, abhangig von der jeweiligen Sexualpraktik. Bekannte Praven-
tionsmalnahmen sind die Verwendung eines Kondoms, monogamer Geschlechtsverkehr
und regelmalige Testung beider Sexualpartner auf haufige STls (WHO, OMS, 2019). In
der vorliegenden Arbeit wurden die Patientenproben auf sieben STls untersucht, welche

im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Chlamydia trachomatis (CT) ist ein Bakterium, welches in der Allgemeinbevdlkerung als
Krankheitsbild der Chlamydiose bekannt ist. Dabei sind die Serotypen D-K flir urogenitale,
sowie gelegentlich auch okulare Infektionen verantwortlich. Die Infektion kann sexuell,
sowie perinatal erfolgen (Stock und Heinrichsfreise, 2012). Eine weitere Manifestation

des Erregers CT stellt das Lymphogranuloma venereum dar, welches durch die Serotypen
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L1-3 hervorgerufen und ausschlieBlich auf sexuellem Weg Ubertragen wird. Die Inzidenz
fur dieses Krankheitsbild nimmt zwar weltweit ab, ist jedoch weiterhin insbesondere in den
Tropen, Afrika und Asien endemisch vorkommend. Das Lymphogranuloma venereum
aulert sich klinisch nach einer Inkubationszeit von 3 bis 12 Tagen mit der Bildung eines
schmerzlosen Blaschens, welches sich zu einem Geschwur entwickelt und schlief3lich
narbig abheilt. Auch eine Beteiligung der regionaren Lymphknoten gehort zum Krank-
heitsbild dazu (Robert Koch Institut, 2024; Stock und Heinrichsfreise, 2012). Die
Hauptaltersgruppe der Patienten liegt fir Manner und Frauen zwischen 15 und 24 Jahren
(Mishori et al., 2012). Eine durchgemachte Infektion schutzt nicht vor Reinfektionen. Bei
Frauen ist der primare Infektionsort das Zervixepithel, bei Mannern die Urethra (Stock und
Heinrichsfreise, 2012). Zu einem sehr grof3en Anteil von 50-70% verlauft die Infektion bei
Mannern, sowie Frauen asymptomatisch. Sie kann aber chronifizieren, oder eine akute
Urethritis beziehungsweise Proktitis auslosen. Zudem konnen oropharyngeale
Schleimhéaute voriibergehend kolonisiert werden und eine Ursache fiir die Ubertragung
darstellen. Bei Frauen kann es in Folge einer Infektion zu Tubenverklebungen und daraus
resultierender Infertilitat kommen (Moi et al.,, 2015). Laut Leitlinie, welche aktuell
Uberarbeitet wird, erfolgte in den letzten Jahren ein Paradigmenwechsel in der CT-Tes-
tung. Mittlerweile solle keine symptom-orientierte Diagnostik mehr betrieben werden,
sondern eine Testung nach Risikokontakten durchgefihrt werden. Dabei stehen zusatz-
lich zu den jahrlichen Screeningangeboten der Krankenkassen bei unter 25-jahrigen auch
Testungen bei Schwangeren, Sexarbeiterlnnen und Mannern, die Sex mit Mannern
(MSM) haben, im Raum. Zudem sei es von Vorteil, wenn alle Geschlechtspartner der
letzten sechs Monate sich untersuchen lielien und gegebenenfalls mitbehandelt werden.
Es wird bei positivem CT-Befund empfohlen, auch weitere Koinfektionen auszuschliel3en.
Dazu gehdren vor allem Hepatitisvirus B, Gonorrhoe, Syphilis, HPV, HIV und M. genita-
lium. Letzteres ist vor allem fur die Therapie von entscheidender Bedeutung, da die nor-
malerweise gewahlte Azithromycingabe bei einer Infektion mit M. genitalium zu Resisten-
zen fUhren kann. Generell wird eine nachgewiesene Chlamydieninfektion immer behan-
delt. Dabei richtet sich die Therapie nach Schweregrad und bei Frauen zusatzlich danach,
ob sie schwanger sind oder nicht (AWMF S2k Leitlinie, 2016). Auch in den USA gehort
ein Screening bei den oben genannten Risikogruppen mittlerweile zum Goldstandard, um

Infektionen mit CT zu vermeiden. Die Leitlinien unterscheiden sich kaum zwischen
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Deutschland und den USA. Lediglich die Therapie wird in den USA vorzugsweise mit
Doxycyclin 100mg 2x taglich fur 7 Tage (beziehungsweise 14 Tage bei einem Lympho-
granuloma venereum) durchgefiihrt (Centers for Desease Control and Prevention, 2021),
wahrend hier meist eine Einmalgabe von 1g Azithromycin erfolgt (AWMF S2k Leitlinie,
2016). In Deutschland ist eine Infektion zudem nicht meldepflichtig, aulRer im Bundesland
Hessen. Hingegen in den USA wird jedes Jahr auf Grundlage der erfolgenden Meldungen
ein epidemiologisches Bulletin mit Pravalenz und Inzidenz fur STls, darunter auch CT

verfasst (Centers for Desease Control and Prevention, 2021).

Ureaplasma parvum (UP), Ureaplasma urealyticum (UU), Mycoplasma genitalium (MG)
und Mycoplasma hominis (MH) sind Vertreter der Familie der Mycoplasmatacea. Sie alle
gehoren zu den STls und kénnen unter Anderem nicht-gonorrhoische Urethritis (NGU),
Vaginitis, Kolpitis und Prostatitis verursachen (Bayraktar et al., 2010). Bei Mannern flhren
Infektionen mit den genannten Erregern selten zu Infertilitdt (Huang et al., 2015). Meist
bleiben die Patienten allerdings asymptomatisch und die Infektion mit den Einzellern wird
erst in Folge eines Screenings erkannt. Dieses Screening ist jedoch sehr umstritten.
Wahrend der Test auf CT und Neisseria gonorrhoe von der Krankenkasse ein Mal pro
Quartal tbernommen wird, gilt eine Diagnostik der Mycoplasmatacea meist als individu-
elle Gesundheitsleistung und muss oft trotz der weiten Verbreitung der Erreger in der
Bevolkerung selbst bezahlt werden (Wagenlehner et al., 2016). UP konnte zudem in einer
friheren Studie wie bereits erwahnt in Kombination mit einer HPV-Infektion positiv mit
einem hoheren Dysplasierisiko korreliert werden (Condic et al., 2023). Somit ware von
grol3er Bedeutung, die Spezies UP im Mikrobiom zu finden, um in der Screeningunter-
suchung die short-read basierte Mikrobiomanalyse etablieren zu konnen. Die deutsche
Leitlinie besagt, dass man bei UU, sowie einer NGU durch einen der anderen Erreger
Doxycyclin 100mg 2x taglich fur 7 Tage geben soll. Bei UU sind Resistenzen beschrieben
fur Azithromycin, ein Mittel der zweiten Wahl (AWMF S2k Leitlinie, 2018). In den USA sind
aktuell dieselben Therapieoptionen mit Doxycyclin und Azithromycin vorhanden (Centers
for Desease Contol and Prevention, 2021).

Ein weiteres Bakterium, auf welche die Proben getestet wurden, ist Neisseria gonorrhoe
(NG), welches der Erreger der Gonorrhoe und obligat pathogen ist. Diese Pathogene sind

gramnegative Diplokokken, welche man meist intrazellular in Epithelzellen mikroskopisch
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auffinden kann. Bei Mannern kann eine Infektion zu Prostatitis und Epididymitis fuhren,
bei Frauen zu Pelvitonitis, Peritonitis und Salpingitis (AWMF S2k Leitlinie, 2018). Oftmals
geht eine Infektion mit NG mit anderen der beschriebenen STls einher. So ist am meisten
eine Koinfektion mit CT nachweisbar (Moi et al., 2009). Mittlerweile ist dieses Problem
auch in der Leitlinie mit aufgenommen worden. Man fuhrt meist eine duale Therapie mit
Ceftriaxon 1-2g und Azithromycin 1,5g, jeweils als Einmalgabe durch. Dabei wirkt Ceftri-
axon vornehmlich gegen die NG, wahrend Azithromycin Wirksamkeit gegen CT und My-
coplasmatacea zeigt (AWMF S2k Leitlinie, 2018). In den Proben der abgestrichenen Pa-

tientinnen fur diese Studie waren lediglich vaginal zwei Infektionen mit NG nachweisbar.

Trichomonas vaginalis (TV) ist ein Protozoon, obligat pathogen und eine Infektion verlauft
zu 80-90% symptomlos. Wenn es jedoch zu einem auffalligen Verlauf kommt, ist bei bei-
den Geschlechtern eine Urethritis die haufigste Folge. Sonstige Auffalligkeiten sind syno-
nym zu denen einer BV. Insbesondere grau-grunlicher vaginaler Ausfluss, Dysurie und
Juckreiz stehen hier im Vordergrund. Bei der Therapie ist darauf zu achten, beide Ges-
chlechtspartner mit einer Einmalgabe Metronidazol 2g zu behandeln (AWMF S2k Leitlinie,
2018). Unter den getesteten Proben war kein positiver TV-Abstrich. In den zervikalen Ab-
strichen konnten nur MH, UU, CT und UP nachgewiesen werden, wahrend vaginal auch
NG und MG vereinzelt vorkamen. TV ist bei keiner der Frauen aufgetreten, weshalb dieser

Erreger im Weiteren nicht genauer thematisiert wird.
1.6 Limitierung der short-read-basierten Amplikonsequenzierung

Die heutzutage verwendeten short-read-basierten Sequenzierungen sind nicht dazu in
der Lage, avitale von vitalen Bakterien zu unterscheiden. Dies stellt ein wichtiges Unter-
scheidungsmerkaml zu den sonstigen verwendeten Nachweismethoden dar, welche auf
Kulturen basieren, und somit nur vitale Erreger erfassen. Zudem ist es haufig nicht
madglich, alle Bakterien in der taxonomischen Einteilung bis auf Speziesebene zu identi-
fizieren. Die Bakterien werden mit der 16S-rRNA-Sequenzierung in Klasse, Gattung, Ord-
nung und Spezies eingeteilt, was anhand von Operational taxonomic units (OTUs) ges-
chieht. Dies sind Einteilungen der Sequenzen in Cluster, so dass man sich den jeweiligen
Taxonomien annahern kann (Moffatt und Cookson, 2017). Zudem ist es mit dem 16S-

Sequenzierungsverfahren nicht mdglich Infektionen mit dem Parasiten Trichomonas
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vaginalis, Herpes-simplex-Viren 1/2, oder Pilzerreger wie Candida spp. zu erfassen, da
diese Art der Sequenzierung sich nur mit der bakteriellen Population befasst. Diese
aufgeflihrten Erreger kdnnen nur als spezifischer Teil diagnostischer Panels verschie-

dener Multiplex-PCRs nachgewiesen werden.
1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Die erste Forschungsfrage konzentriert sich darauf, ob die short-read-basierte Am-
plikonsequenzierung der Regionen V1-2 und V4 des 16S-rRNA kodierenden Genab-
schnitts vergleichbar sensible Erregernachweise fir die in der Einleitung beschriebenen
sieben STI-Pathogene liefert, wie der aktuelle Goldstandard der PCR-Analyse. Ein be-
sonderes Augenmerk wird dabei auf die Nutzung der zwei unterschiedlichen Primer
gelegt, welche jeweils andere hypervariable Abschnitte als Target besitzen und somit un-
terschiedliche Leseraster fur die Analyse verwenden. Es wird untersucht, welche dieser

Amplikonsequenzierungen sich fur die Erkennung dieser STls als geeigneter erweist.

Innerhalb der STls wird ein besonderes Augenmerk auf Ureaplasma parvum gelegt, we-
gen seiner beschriebenen Assoziation zur Entstehung von Dysplasien (Condic et al.,
2023). Zudem werden die Parameter CIN-Status, Menopausenstatus, Ct-Wert und Lac-
tobacillen in die Analysen miteingeschlossen. Der CIN-Wert (zervikale intraepitheliale Ne-
oplasie) ist insofern von Bedeutung, als dass man eine Assoziation der quantitativen
Menge Ureaplasmen zum Dysplasiegrad erwarten koénnte. Die Daten werden auf
Grundlage der Ergebnisse der PCR-Diagnostik, der V1-V2-, sowie der V4-Primeranalyse

hinsichtlich dieser Hypothese untersucht.

Die zweite Fragestellung lautet also, inwiefern besteht eine Assoziation zwischen der
quantitativen Menge von Ureaplasma parvum und dem Dysplasiegrad (CIN-Status), und
wie beeinflussen der Menopausenstatus, der Ct-Wert und die Anzahl der Lactobacillen
die Sensitivitat der Erkennung von STls durch die short-read-basierte Analyse der 16S-
rRNA im Vergleich zur PCR-Analyse.

Der Menopausenstatus und die Lactobazillen sind interessant, da sich die quantitativen
Werte der Lactobazillen Gber das Leben der Frau hinweg verandern. Somit stellt sich die

Frage, ob man in der Postmenopause beziehungsweise mit weniger Lactobazillen andere



20

Erreger besser nachweisen kann. Das 16S-rRNA-Gen gibt lediglich relative Verhaltnisse
der detektierten Erreger an, weshalb gegebenenfalls erst bei einem geringeren Anteil Lac-
tobacillen im Mikrobiom andere Erreger nachgewiesen werden kénnen. Der Ct-Wert gibt
die Erregerlast der STlIs an. Deshalb Iasst sich die Frage formulieren, ob bei niedrigeren
Ct-Werten mit der short-read basierten Analyse der 16S-rRNA die STls besser detektiert

werden konnen.

Zusammenfassend besteht das Ziel dieser Arbeit darin, eine abschlieende Bewertung
zu der short-read-basierten Analyse der 16S-rRNA mit den Primern V1-2 und V4 ab-
zugeben. Die Eignung des Analyseverfahrens fur den Einsatz in gynakologischen Rou-
tineuntersuchungen soll evaluiert und Perspektiven fur seine zukunftige Entwicklung

aufgezeigt werden.
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2. Material & Methoden

2.1 Teilnehmerauswabhl

Die 310 Teilnehmerinnen dieser Studie kamen auf Grund der Umstellung der Gebarmut-
terhalskrebsvorsorge im Zeitraum von November 2021 bis Februar 2022 in das zer-
tifizierte Kolposkopiezentrum der Abteilung fir Gynakologie und Onkologie des Universi-
tatsklinikums Bonn (UKB). Sie hatten im Voraus auffallige Papanicolaou (PAP)-Abstriche,
sowie teilweise (zusatzlich) positive HPV-Testungen bei ihren jeweiligen Gynakologlnnen
im Rahmen des neuen nationalen Friherkennungsprogrammes erhalten. Zur weiteren
Abklarung im Rahmen der Dysplasiefriherkennung wurden sie zur Kolposkopie in das
UKB Uberwiesen. Dabei wurde zusatzlich durch drei fur alle Teilnehmerinnen gleiche
Gynakologlnnen des Uniklinikums ein vaginaler, sowie ein zervikaler Abstrich durch-
gefuhrt. Dies geschah vor dem Auftragen von Essigsaure mittels eines speziellen Tupfers
(Condic et al., 2023; Copan Italia eNAT® system, 2025; Neidhofer et al., 2025).

2.2 Probenaufbereitung und -Sequenzierung

Im Anschluss an die DNA-Isolation, welche bereits im Zuge der Arbeit “Analysis of the cer-
vical microbiome in women from the German national cervical cancer screening program
“(Condic et al., 2023) erfolgte, wurden mit Hilfe des Quick-16S NGS Library Prep Kits
(Zymo Research Europe GmbH, 2025) Sequenzierungsbibliotheken der 16S-rRNA aller
zervikal und vaginal entnommenen Proben erstellt. Dabei enthielt das Kit den Primer flr
die Amplikonsequenzierung der Regionen V1-V2, sowie eine Positiv- und Negativ-
kontrolle. Zusatzlich kam im Laufe dieser Studie bei 27 Proben ein weiteres Kit zum
Einsatz, welches neben den Kontrollreagenzien den Primer fir die hypervariable Region
V4 des 16S-Gens enthielt (Neidhofer et al., 2025; Zymo Research Europe GmbH, 2025).
Bei der Sequenzierung liefen bis zu 94 Proben, zuzuglich der Positivkontrolle (PC) und
Negativkontrolle (NC), gleichzeitig pro Durchgang. Das Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories Inc., 2025) bereitete die Sequenzierung der V1-
V2 Regionen der Proben vor. Dafir wurden den DNA-Proben spezifische Primer ange-
lagert, wodurch eine zweifelsfreie Zuordnung der DNA-Fragmente zu ihrer Probe mdglich

gemacht wurde. Am Ende dieses Schrittes wurde je nach Menge des nachgewiesenen
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pathogenen Materials eine unterschiedliche Menge an DNA pro Probe erhalten. Die
eindeutige Zuordnung durch die spezifischen Primersequenzen war fur den darauffol-
genden Schritt des Poolings, in welchem alle Proben miteinander vermischt werden,
wichtig (Neidhofer et al., 2025).

FUr die Messung des DNA-Gehaltes der Proben wurde das QuantiFluor® ONE dsDNA
System auf dem Quantus™ Fluorometer (Promega GmbH, 2025) genutzt. Zunachst
wurden gemal dem Protokoll jeweils 4 ul jeder der 96 Proben mit 50 pl Inaktivierungs-
I6sung zusammenpipettiert. Aulerdem wurde fir die MagBead-Lésung das halbe Volu-
men genutzt, also 15 yl MagBead Konzentrat zusammen mit 500 yl MagBead Buffer. 341
pl der daraus resultierenden Losung wurden im Verhaltnis 8:10 zu dem Volumen der DNA-
Reagenz hinzugeflgt. Fur die Aufreinigung der DNA wurde ein magnetisches Reck ver-
wendet, welches mit den MagBeads interagierte und in mehreren Schritten die Isolierung
der DNA ermdglichte (siehe Protokoll Section 3: Final Library Clean-up Zymo Research
Europe GmbH, 2025). Bei der Quantifizierung der DNA ermdglichte das Fluorometer die
genaue Bestimmung des DNA-Gehaltes in nM. Die gewiinschte Konzentration von 4 nM
wurde mit einem Verdunnungsverhaltnis von 1:10 von DNA zu Tris-Reagenz erreicht. Fur
die letzten Schritte bendtigte man die lllumina MiSeq Platte, samt des 500 Zyklen V2 lllu-
mina MiSeq Reagenz Kits (lllumina, 2025). Es wurde eine Ladungskonzentration von 10
pM gewahlt und zusatzlich 10 % lllumina v3 PhiX-Spike-in-Kontrolle fir die Erstellung der
V1-V2 Bibliothek hinzugefiigt (lllumina, 2025). Bei der Sequenzierung der V4-Region
nutzte man eine Ladekonzentration von 4 pM des Probenmaterials, 10 % lllumina v3 PhiX-
Spike-in-Kontrolle und ein 300 Zyklen v2 lllumina MiSeq Reagenz-Kit (lllumina, 2025). Die
daflr ausgewahlten Proben wurden urspringlich PCR-positiv auf Ureaplasma parvum
(UP) getestet, was sich mit dem V1-V2-Primerpaar jedoch nicht bestatigte (Neidhofer et
al., 2025).

2.3 PCR-Diagnostik

Im ersten Schritt dieser Arbeit, der PCR-Diagnostik, wurde das Allplex STI Essential As-
say Kit der Firma Seegene® verwendet. Dieses Reagenz ermdoglichte die gleichzeitige
Testung der DNA-Proben auf sieben verschiedene Erreger (Mycoplasma hominis, Myco-

plasma genitalium, Neisseria gonorrhoe, Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum,
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Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis). Der extrahierten DNA wurde bereits fur
die Mikrobiomanalyse in der letzten Studie (Condic et al., 2023) eine interne Kontrolle (IC)
zugegeben, weshalb wir die IC des Kits hier nicht noch einmal verwendeten. Zunachst
wurden die Kit-Komponenten (MOM, RNA-freies Wasser und EM1) in gleichen Anteilen
zu einem Reaktionsansatz kombiniert. Anschliel3end wurden fur die PCR pro Feld 7,5 ul
dieses Mixes und 2,5 pl der DNA verwendet. Jeder PCR-Lauf enthielt zusatzlich ein Feld
mit dem Mix und anstelle der DNA 2,5 uL positive Kontrolle (PC), beziehungsweise Neg-
ativkontrolle (NC). Die PCR-Maschine nutzte das quantitative Real-Time Replikationsver-
fahren (QPCR). Dabei markierten unterschiedliche Fluoreszenzmarker die verschiedenen
STI-Erreger. Auf diese Weise wurde am Ende eine genaue Quantifizierung der jeweiligen
Bakterienlast ermoglicht. In dieser Studie wurden 195 zervikale und 195 vaginale Proben
in Laufen von jeweils 94 Proben zuzlglich der NC und PC analysiert (Neidhofer et al.,
2025).

2.4 V4-Primeranalyse

Im zweiten Schritt wurden 27 Proben mit einem Primer flir eine andere Region als V1-V2
erneut untersucht (siehe: Probenaufbereitung und -sequenzierung Zymo Research Eu-
rope GmbH, 2025). Dabei kam der Primer fur die Region V4 zum Einsatz. Die Entschei-
dung, welche Proben erneut untersucht werden sollten, wurde hauptsachlich im Hinblick
auf eine genauere Untersuchung von UP getroffen. Dabei wurden Proben gewahlt, wel-
che im ersten Schritt positive Befunde fur UP in der PCR erhielten, jedoch in der Am-
plikonsequenzierung der Regionen V1-V2 negativ blieben. Dabei war von Interesse, ob
diese Proben mit der Amplikonsequenzierung der Region V4 positive beziehungsweise
deckungsgleiche Ergebnisse mit den PCR-Daten lieferten. Somit stellte sich darauf auf-
bauend die Frage, ob die Aussagekraft des V4 Primers in der STI-Diagnostik mittels
Betrachtung des 16S-rRNA-Gens kunftig an Bedeutung zunehmen koénnte. Die Vorge-
hensweise der V4-Primeranalyse ist bereits bei ,Probenaufbereitung- und Sequenzier-

ung“ beschrieben.
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2.5 Bioinformatische Analyse

Die vorbereitende Verarbeitung und Klassifikation der Daten erfolgte in drei Schritten mit-
tels QIIMEZ2 (Bolyen et al., 2019). Dabei umfasste die Vorbearbeitung das Erkennen und
Lesen der mit Primern modifizierten DNA-Enden (Paired-End-Reads) im Zuge der Real-
Time PCR-Analyse. Im zweiten Schritt wurden die gewonnenen Sequenzen der DNA-
Fragmente den jeweiligen Taxonomien zugeordnet. Diese Sequenzen waren selten
ausreichend, um die Spezies des Bakteriums bestimmen zu kénnen. Haufiger gelang ledi-
glich die Zuordnung zu Familien oder Ordnungen. Auf Grundlage dieser Daten konnten
im dritten Schritt eine statistische und graphische Analyse stattfinden. Eine prazise Tax-
onomiezuordnung bis auf Speziesebene, wurde im Anschluss an das lllumina Sequen-
zieren mit Hilfe des Plugin-Tools DADA2 (Divise Amplicon Denoising Algorithm) durch-
geflhrt. Dabei wurden sowohl der Lesestrang als auch der komplementare DNA-Strang
ab der Position 249 vom 3'Ende aus abgeschnitten. Die DNA-Fragmente mit einer
kUrzeren Basenpaarlange wurden im Zuge dessen bei der Analyse verworfen. Zudem
besitzt DADA2 eine Korrekturfunktion, welche bei einem Uberhang von 12 Basenpaaren
beim Vergleich der beiden komplementaren Strange zum Einsatz kam. Auch falsch
zusammengesetzte Strange, also Chimaren, wurden mit DADA2 detektiert und entfernt.
Im Anschluss an die Korrektur und Lesefunktion clusterte DADA2 die erhobenen Daten
zu OTUs (operational taxonomic units) mit 100 % Sequenzidentitat. Dabei kam fur die
genaue Klassifizierung der Sequenzen SILVA (Quast et al., 2013) zum Einsatz, was auf
Volllangensequenzenntrainiert ist und von QIIME2 zur Verfugung gestellt wurde. Man
nutzte dabei scikit-learn (Version 0.24.1), eine Software-Bibliothek, welche Klassifika-
tions- und Clusteralgorithmen beinhaltet (Bokulich et al. 2018), sowie den Plugin-Tool g2-
feature-classifier (Neidhofer et al., 2025; Robeson et al., 2021).

2.6 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurde die Version 1.12.1 von Datatab genutzt (DATAtab
Team, 2023). Mit diesem Programm wurden die Korrelationsanalysen der PCR-
Ergebnisse mit den Mikrobiomdaten durchgefiihrt, sowie die vorangegangenen Ver-
gleiche der Taxonomien innerhalb des Mikrobioms (Condic et al., 2023). Auch die Unter-

suchungen zwischen den Primern fur die Regionen V4 und V1-V2 wurden auf Grundlage
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von Datatab gemacht. Dabei wurde die statistische Signifikanz auf p-Werte von kleiner
als 0,05 festgelegt. Die Erstellung der Graphiken erfolgte ebenfalls durch Datatab. Im Fol-
genden werden die vier verwendeten statistischen Testverfahren genauer erlautert
(Neidhofer et al., 2025).

2.6.1 Spearman-Korrelationsanalyse

Mit dieser statistischen Analyse bestimmt man nach der Aufstellung einer Null- und einer
Alternativhypothese die Starke und Richtung monotoner Beziehungen, wobei die ver-
wendeten Variablen ordinal oder metrisch sein mussen. Das Verfahren stellt eine nicht-
parametrische Methode dar und unterscheidet sich zur Pearson-Korrelation insbesondere
darin, dass keine Normalverteilung der Daten vorausgesetzt wird und die monotone Bezi-
ehung der Variablen zueinander beispielsweise linear oder auch antiparallel sein kann.
Der p-Wert ist ein Mal} fur die Zufalligkeit der moglicherweise bestehenden Korrelation,
wobei das Signifikanzniveau in dieser Arbeit auf p=0,05 festgelegt wurde. R ist der Korre-
lationskoeffizient und nimmt je nach Starke und Richtung der monotonen Beziehung bei-
der Variablen zueinander Werte zwischen minus eins und plus eins an (Hollander et al.,
2013; Lehmann, 2006; McDonald, 2014; Ratner, 2009).

2.6.2 Punkt-Biserial-Korrelation

Die Punkt-Biserial-Korrelation ist geeignet, um die Beziehung einer dichotomen, also
nominalen oder ordinalen Variable, zu einer kontinuierlichen (metrischen) Variable zu
analysieren. ,Rpb*“ist dabei das Mal fur die Korrelation und nimmt Werte zwischen minus
und plus eins an, wobei die Korrelation hoher ist, bei Zahlen nahe der eins. Die Signif-
ikanzprufung erfolgt auch hier durch die Berechnung von ,p“ (Cohen et al., 2003; Field,
2013; Hopkins, 1996; McDonald, 2014).

2.6.3 Mann-Whitney-U-Test

Dieses nicht-parametrische Testverfahren wird bei nicht normalverteilten Variablen ver-
wendet und soll die Unterschiede zwischen den unabhangigen Stichproben untersuchen.

Dafur wird zu Beginn jedem Wert ein Rang zugewiesen, welche addiert werden, so dass
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im Anschluss daran die U-Statistik, sowie der p-Wert berechnet werden kann. Das Signif-
ikanzniveau ist in dieser Arbeit, wie oben erwahnt, p=0,05 und legt fest, ab wann man
einen nicht zufallig entstandenen Unterschied zwischen den Variablen annimmt. Der U-
Wert weist, je kleiner der Wert ist, darauf hin, dass Unterschiede zwischen den Variablen
bestehen (Conver, 1999; Hollander et al., 2013; McDonald, 2014; Siegel und Castellan,
1988).

2.6.4 Pearson

Die Pearson-Korrelation pruft das Vorliegen linearer Beziehungen zwischen zwei Varia-
blen. Der Pearson-Korrelationskoeffizient (r) nimmt dabei einen Wert zwischen minus eins
und plus eins an. Voraussetzung fur die Anwendung der Pearson-Korrelation ist eine Nor-
malverteilung der Variablen, welche zudem metrisch sein mussen. Es wurde erneut ein

Signifikanzniveau von 0,05 festgelegt (Brosius, 2018).
2.7 Ethikvotum

Die Teilnehmerinnen dieser Studie erklarten sich nach eingehender Aufklarung schriftlich
dazu bereit, ihre Gewebeproben Forschungszwecken zur Verfiugung zu stellen. Dies
wurde vom Ethikvotum der Medizinischen Fakultat der Uniklinik Bonn genehmigt (Abstim-
mung: 128/21). Alle Methoden wurden allgemein gultigen Leitfaden folgend durchgefihrt
(Neidhofer et al., 2025).
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3. Ergebnisse

3.1 Merkmale der Teilnehmer und der Stichprobe

In diese Studie wurden 195 Frauen eingeschlossen, von denen je ein vaginaler und ein
zervikaler Abstrich enthommen wurde. Somit ergab sich eine Gesamtanzahl von 390 Pro-
ben, an welchen die verschiedenen diagnostischen Methoden angewendet werden
konnten. Das Alter der Frauen betrug im Durchschnitt 45,23 Jahre, minimal 20 bis maxi-
mal 78 Jahre. Die Patientinnen wurden zudem nach ihrem Menopausenstatus gefragt,
wobei sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme 139 Frauen in der Pra- und 56 Frauen in
der Postmenopause befanden (Neidhofer et al. 2025). Nach vorangegangener Proben-
vorbereitung und -verarbeitung, was wie oben beschrieben “Qualitatskontrolle, Filterung
und Entfernung von Chimaren (umfasste), erhlten wir durchschnittlich 18.239 Reads pro
Probe” (Neidhofer et al., 2025). Die minimale Anzahl an Reads betrug 2.334 und die max-
imale 68.219. Insgesamt umfasst die Probenmenge 7.113.653 Reads (Neidhofer et al.,
2025).

3.2 Allgemeiner Vergleich des zervikalen und vaginalen Mikrobioms (V1-V2)
Eine Betrachtung der mikrobiellen Diversitat aller Proben zeigte, dass die vaginalen und

zervikalen Proben in ihrer Vielfalt der detektierten Erregerspezies nahezu identisch sind.
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Abb. 1 Vergleich der mikrobiellen Diversitat zervikaler und vaginaler Proben, bestimmt
mit dem Primer fur die Regionen V1-2. Dargestellt ist der beobachtete Artenreichtum
(Richness) der jeweiligen Probengruppen in Form von Boxplots.
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Die Abbildung veranschaulicht, dass die Unterschiede zwischen den beiden Abstrichme-
thoden nur marginal ausfielen.

Vaginal wurde Ureaplasma parvum (UP) in 42 Proben nachgewiesen, Ureaplasma urea-
lyticum (UU) in drei Proben, Chlamydia trachomatis (CT) in zwei Proben, Trichomonas
vaginalis (TV) in keiner Probe und Neisseria gonorrhoe (NG) ebenfalls in keiner Probe.
Zervikal wurden 33 Proben positiv auf UP getestet, vier positiv auf UU, zwei positiv auf

CT und keine positiv auf TV, sowie NG.

Wie bereits in der Einleitung aufgegriffen, gibt es verschiedene Community State Types
(CSTs), in welche man die Proben auf Grund der jeweiligen Zusammensetzungen der
Lactobacilli-Spezies einsortieren kann. Bei Betrachtung der vaginalen Proben ist L. cris-
patus (CST 1) die haufigste Spezies, gefolgt von L. iners (CST 3) und in grolierem Ab-
stand L. jensenii (CST 5).

Prozent

Abb. 2 Zusammensetzung des vaginalen Mikrobioms in den Community State Types
(CSTs). Dargestellt ist die relative Haufigkeit der fur die jeweiligen CSTs typischen Lac-
tobacillus-Spezies in allen untersuchten vaginalen Proben. L. crispatus (CST |) und L.
iners (CST Ill) dominieren die untersuchten Proben.

Vergleicht man dies mit den zervikalen Proben, sieht man auch hier eine Dominanz der

Spezies L.crispatus (CST 1), auf welche L. iners (CST 3) und L. jensenii (CST 5) folgen.
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Abb. 3 Zusammensetzung des zervikalen Mikrobioms in den Community State Types
(CSTs). Wie in Abbildung 2 dargestellt, zeigt das Balkendiagramm die relative Haufigkeit
der unterschiedlichen Lactobacillus-Spezies in den zervikalen Proben. L. crispatus (CST
[) und L. iners (CST Ill) sind auch hier die am haufigsten vorkommenden Spezies.

Somit ist die Zugehdrigkeit der vaginalen und zervikalen Proben zu den verschiedenen

CSTs in etwa gleich aufgeteilt, was sich anhand der Bilder gut darstellt.

3.3 PCR-Ergebnisse

Betrachtet man die Ergebnisse der PCR-Diagnostik, fallen unterschiedliche Resultate
zwischen den zervikalen und vaginalen Proben auf. Von den 195 untersuchten Patientin-
nen, waren 94 positiv auf mindestens einen der untersuchten Erreger. Insgesamt wurden
zervikal mit der PCR-Diagnostik 12 Proben positiv auf UU, 17 positiv auf MH, 63 positiv
auf UP und 4 positiv auf CT getestet. Die restlichen Erreger (NG, TV und MG) konnten
nicht nachgewiesen werden. Bei den vaginalen Proben wurde UU 20-mal, MH 18-mal, UP
75-mal, CT 8-mal, NG 2-mal, MG 1-mal und TV kein mal detektiert. Dies ergibt insgesamt
124 vaginal und 96 zervikal positive Proben (Neidhofer et al., 2025).
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Tab. 1 Absolute Haufigkeit der mittels PCR nachgewiesenen Erreger in vaginalen und
zervikalen Abstrichen. Dargestellt ist die Anzahl positiver Nachweise flr sieben unter-
suchte Erreger, differenziert nach Probentyp. Mit Ausnahme von M. hominis (MH)
wurden alle Erreger haufiger in vaginalen Proben detektiert. M. genitalium (MG) und N.
gonorrhoeae (NG) traten ausschliel3lich in vaginalen Abstrichen auf, T. vaginalis (TV)
wurde in keiner Probe identifiziert.

Probe uu UP MH MG CT NG TV
Vaginal 20 75 18 1 8 2 0
Zervikal 12 63 17 0 4 0 0

Insgesamt ist auffallig, dass bei fast allen Proben, welche Erreger beinhalten, die vagi-
nalen Proben im direkten Vergleich mit den jeweiligen zervikalen Samples, geringere Ct-
Werte aufweisen (vgl. Abb. 4).
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Abb. 4 Gegenuberstellung der Ct-Werte vaginaler und zervikaler Proben. Die Abbildung
zeigt den direkten Vergleich der mittels PCR erhobenen Ct-Werte beider Probentypen.
Vaginale Proben sind durch ein vorangestelltes ,V* gekennzeichnet, zervikale Proben
durch ,Ct" ohne Prafix. Die gestrichelte Linie zeigt jeweils den Mittelwert, die durchgezo-
gene Linie den Wert “0”. Fur samtliche Erreger liegen die Ct-Werte der vaginalen Pro-
ben tendenziell niedriger und weisen eine geringere Variabilitat in hdheren Ct-Bereichen
auf.

Insgesamt waren 138 Proben positiv fur UP. Diese Gesamtzahl teilte sich auf 78 Patien-
tinnen auf, von denen 60 Frauen einen positiven Abstrich zervikal und vaginal erhielten,
15 einen nur vaginal positiven und drei einen nur zervikal positiven. Wenn beide Abstrich-
methoden positiv fir UP waren, lag der Ct-Wert vaginal deutlich niedriger mit

durchschnittlich 23,74 als zervikal. Bei den Proben dieser Abstrichmethode lag der Ct-
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Wert bei 27,94, was einen signifikanten Unterschied ergab (t(118) = -6,6, p = <0,001). Der
durchschnittliche Ct-Wert lag bei den vaginal positiven Samples fur UP bei 28,40, bei den
nur zervikal positiven mit 28,79 knapp dartber (Neidhofer et al., 2025).

Der STI-Erreger Ureaplasma urealyticum lag bei insgesamt 21 Patientinnen vor. Davon
waren die Abstriche bei elf Patientinnen zervikal und vaginal positiv, bei neun nur vaginal
und bei einer nur zervikal positiv (Neidhofer et al., 2025). Erneut lag der Ct-Wert bei den
vaginal und zervikal positiven Proben vaginal mit durchschnittlich 25,96 niedriger, als
zervikal mit 27,91. Dieser Unterschied erwies sich jedoch nicht als statistisch signifikant
(t(20) =-1,16, p = 0,261). Die nur vaginal positiven Proben wiesen einen mittleren Ct-Wert
von 32,65 auf (Neidhofer et al., 2025).

Mycoplasma hominis wurde bei insgesamt 19 Patientinnen nachgewiesen. 16 Frauen
zeigten zervikal und vaginal positive Abstriche, zwei nur vaginal und eine nur zervikal
positive (Neidhofer et al., 2025). Die Proben, welche fur beide Abstrichmethoden positiv
ausfielen, wiesen vaginal erneut signifikant niedrigere Ct-Werte auf, als zervikal (20,39
vaginal, 24,06 zervikal) (1(25,93) = -3,36, p = 0,002) (Neidhofer et al., 2025).

Chlamydia trachomatis lag bei vier Patientinnen zervikal und vaginal vor. Zusatzlich erga-
ben vier weitere Vaginalabstriche ein positives Ergebnis. Die nur vaginal detektierten Er-
reger, liellen sich erst bei durchschnittlich hdheren Ct-Werten nachweisen als in den
zervikal positiven Samples (31,89 vaginal, 26,92 zervikal). Jedoch war bei den zervikal
und vaginal positiven Proben jeder vaginale Ct-Wert niedriger als der zugehorige zervikale
(Neidhofer et al., 2025).

Die vaginal positiven Proben auf NG haben Ct-Werte von 26,53 und 33,37. MG reprasen-

tiert sich mit einem Ct-Wert von 33,75 in dem positiv getesteten Vaginalabstrich.

Da der Ct-Wert die quantitative Menge an Erregern nachweist, scheint quantitativ vaginal
in den Proben mehr der jeweiligen Pathogenlast vorzuliegen.
Tab. 2 Maximale Ct-Werte der mittels PCR nachgewiesenen Erreger in vaginalen und

zervikalen Proben. Die Abbildung zeigt die jeweils hochsten Ct-Werte der detektierten
Erregerspezies, differenziert nach Probentyp. Zwischen den Probengruppen zeigen sich
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nur geringe Unterschiede der maximalen Ct-Werte. M. genitalium (MG) und N. gonor-
rhoeae (NG) wurden ausschlief3lich in vaginalen Abstrichen identifiziert, mit Ct-Werten
vergleichbar zu denen der anderen Erreger.

Probe uu UP MH MG CT NG TV
Vaginal 34,43 34,62 23,94 33,75 33,91 33,37 -
Zervikal 33,32 36,89 34,42 - 33,1 -- -

Zudem wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen den CIN-Werten der
jeweiligen Probe und den PCR-Ergebnissen gab. Bei der Punkt-Biserial-Korrelation ergab
sich fur U. urealyticum keine signifikanten Korrelationen (rpb = -0,05, n = 390, p = 0,328
vaginal, rpb =-0,08, n = 390, p = 0,099 zervikal), genauso wie fur M. hominis (rpb = 0,02,
n =390, p = 0,646 vaginal, rpb = 0,02, n = 390, p = 0,646 zervikal). Hingegen lagen fur U.
parvum und C. trachomatis vaginal signifikante Korrelationen vor (rpb = 0,12, n = 390, p
= 0,017 bzw. rpb = 0,11, n = 390, p = 0,031), wahrend die zervikalen Proben ebenfalls
nicht statistisch signifikant waren (rpb = 0,07, n = 390, p = 0,166 UP, rpb = 0,03, n = 390,
p = 0,571 CT). M. genitalium und N. gonorrhoe werden an dieser Stelle auf Grund ihres

seltenen Nachweises nicht in die Analyse mit einbezogen.

Aufbauend stellte sich die Frage, ob man in den vorliegenden Daten héhere Ct-Werte mit
hoheren Dysplasiestufen assoziieren konnte. Dafur wurden die UP-positiven PCR-Proben
betrachtet und es ergab sich mit einer Pearson-Korrelationsanalyse eine ver-
nachlassigbare, negative Korrelation zwischen den vaginalen Ct-Werten fur UP und den
CIN-Graden, welche statistisch nicht signifikant war (r (74) = -0,02, p = 0,879). Zervikal
ergab sich fur das gleiche Verfahren mit r (61) = -0,28, p = 0,026 eine geringe negative,
statistisch signifikante Korrelation. Es ist somit insbesondere zervikal eine Tendenz
erkennbar, welche die Hypothese stitzt, dass kleinere Ct-Werte mit starkeren Dysplasie-

stufen einhergehen.



33

3.4 16S-Amplikonsequenzierung

Im Folgenden werden die Ergebnisse der short-read-basierten Amplikonsequenzierung
(AS) mit dem Primer V1-V2 aus der Studie Condic et al. (2021) analysiert und in Bezug

auf die anfangs formulierten Fragestellungen ausgewertet.

Die Spezie Ureaplasma parvum (UP) wurde nur in 71 von 138 PCR-positiven Proben
durch die 16S-Amplikon-Sequenzierung (AS) der V1-V2-Region gefunden. Es liegt eine
Haufigkeitsverteilung zu Gunsten der vaginalen Abstriche vor. So findet sich der Erreger
vaginal 42-mal, zervikal hingegen nur 33-mal. Im Vergleich dazu waren in der PCR vaginal
75 Proben positiv und zervikal 63. In einem zusatzlichen Fall wurden vier Reads, welche
der Gattung Ureaplasma zugeordnet werden konnten, mit der 16S-Sequenzierung ge-
funden (Neidhofer et al., 2025). Die AS-Befunde von UP im vaginalen Abstrich weisen mit
einer Punkt-Biserial-Korrelation eine geringfligig hdhere Korrelation zu den PCR-
Ergebnissen auf (rpb = 0,46, n = 195, p = <0,001), als die zervikalen (rpb = 0,44, n = 195,
p = <0,001). Beide Ergebnisse sind statistisch signifikant. Fur die Analyse wurden die

Ureaplasma parvum-Werte metrisch und die UP PCR-Daten nominal definiert.

Die Ct-Werte der Proben, in welchen UP mit der AS nachgewiesen werden konnten,
waren signifikant niedriger (t(136) = -4,92, p = <0,001). Dazu passend bestand eine ger-
inge negative Korrelation zwischen der Anzahl der erkannten Reads und dem Ct-Wert
(r(136) = -0,28, p = 0,001) (Neidhofer et al., 2025). Dies lasst sich zusatzlich durch eine
weitere Korrelation belegen. Setzt man einen PCR-positiven Befund flr UP voraus und
fuhrt eine Pearson Korrelation zwischen den vaginalen beziehungsweise zervikalen Ct-
Werten und den AS-Befunden durch, ergibt sich eine moderate, negative Korrelation (r
(74) = -0,33, p = 0,004) vaginal, sowie zervikal (r (61) = -0,43, p = 0,001). Beide sind
statistisch signifikant. Somit ist bei hoheren Ct-Werten UP zunehmend schwieriger
nachzuweisen mit der AS (Abb. 5).

Die Anzahl der Reads reichte insgesamt von 19 bis 1.385, was einen Mittelwert von 174
ergab. Zusatzlich wurden in zwei PCR-negativen Proben mit der AS 159 beziehungsweise
28 Reads gefunden. Insgesamt unterscheidet sich die Anzahl der erkannten Reads
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zwischen vaginalen und zervikalen Abstrichen nicht signifikant (1(388) = 0,69, p = 0,492)
(Neidhofer et al., 2025).
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Abb. 5 Vergleich der mittels PCR erhobenen Ct-Werte mit den mittels AS detektierten
Befunden fur Ureaplasma parvum. Im oberen Streudiagramm sind die vaginalen, im un-
teren die zervikalen Ct-Werte dargestellt. Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einer verbesserten Erregerdetektion durch die Amplikonsequenzierung und
niedrigeren Ct-Werten der PCR. Dieses Muster ist sowohl in den vaginalen als auch in
den zervikalen Proben erkennbar.
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Ureaplasma parvum

Reads

Ct Wert

Abb. 6 Korrelation zwischen den mittels PCR erhobenen Ct-Werten und der Read-
Anzahl fur Ureaplasma parvum. Die Abbildung zeigt einen signifikanten negativen
Zusammenhang zwischen der Hohe der Ct-Werte und der Anzahl der detektierten
Reads. Die Trendlinie illustriert den linearen Zusammenhang (Abbildung tbernommen
von: Neidhofer et al., 2025).

Zudem wurde eine Korrelationsanalyse zwischen den Daten der nachgewiesenen Gat-
tung Lactobacillus durch die Amplikon-Sequenzierung und den Werten fur UP durch-
gefuhrt. Die Fragestellung dahinter war, ob viel Lactobacillus im 16S-Genom zu negativen
Ergebnissen bei der Detektion von UP fliihren, wenn man durch die PCR positive Befunde
erhielt. Die Ergebnisse der Amplikon Sequenzierung sind als relative Werte am gesamten
Genomabschnitt zu verstehen. Beim Vorliegen von einem hohen Wert fur die Gattung
Lactobacillus besteht somit die Méglichkeit der ,Uberschattung“ anderer Spezies, welche
einen kleineren Anteil des sequenzierten Genombereiches ausmachen. Die Pearson
Korrelation ergab vaginal eine vernachlassigbare, negative, statistisch nicht signifikante
Korrelation (r (193) = -0,06, p = 0,401), genauso wie zervikal (r (193) = -0,04, p = 0,59).
Somit ist die Uberlegung, dass mit einer steigenden Anzahl an Lactobacillus niedrigere
Werte fur UP mit der Amplikon-Sequenzierung detektiert werden, anhand der

vorliegenden Daten nicht belegbar.

In Zusammenhang mit Lactobacillus wurde auch die Menopause der Patientinnen

betrachtet. Wie eingangs erlautert finden Wechsel zwischen den CSTs und somit der Lac-
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tobacillus-Zusammensetzung statt, welche beispielsweise durch den Eintritt in die Meno-
pause begunstigt werden kdnnen. Die relativen Anteile am 16S-Genom liegen fur UP-
positive Proben der AS pramenopausal durchschnittlich bei 0,745 und postmenopausal
bei 0,39. Dabei sind die Mittelwerte vaginal 0,76 pramenopausal und 0,39 postmenopau-
sal, wahrend sie zervikal bei 0,67 pramenopausal und 0,19 postmenopausal liegen.
Betrachtet man die Beziehung zwischen UP und der Menopause, erhalt man mit einer
Punkt-Biserial-Korrelation eine statistisch signifikante, negative Korrelation (rpb =-0,13, n
= 390, p = 0,013). Dies widerspricht der Hypothese, dass ein hoherer relativer Anteil an
Lactobacillen, welcher vorwiegend in jungerem Alter vorliegt, positive Befunde ,Uber-
schatten” konnte (Abb. 7). Jedoch sei darauf hingewiesen, dass eine statistische Signif-
ikanz nur so lange besteht, wie man die vaginalen und zervikalen Proben nicht einzeln
mit der Menopause korrelieren lasst. FUhrt man dies durch, ergeben sich vaginal Werte
von rpb =-0,12, n = 195, p = 0,091, und zervikal rpb = -0,14, n = 195, p = 0,058. Beide

Ergebnisse sind nicht mehr statistisch signifikant.

3.5

=

g 2,5

©

Qo B :

©

E 1.5 e .

(1] : -

o 1 .

Q_ .

8 0,5 -

5 |

) o— g e
pra post

Menopause

Abb. 7 Vergleich des relativen Anteils der AS-Befunde mit Nachweis von Ureaplasma
parvum bei pra- und postmenopausalen Frauen. Pramenopausale Proben zeigten einen
signifikant hdheren Anteil positiver Nachweise als postmenopausale Proben.

Im Ausblick auf die Anwendung von Short-Amplikon-Sequenzierung in der Vorsorge ist

von grolRer Bedeutung, welche CIN-Stufen bei den im ersten Schritt PCR-positiven und
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mit dem Primer V1-V2 anschlieRend sequenzierten negativen UP-Proben vorliegen. Von
den insgesamt 30 bzw. 34 Proben, auf die dieses Phanomen zutrifft (zervikale bzw. vag-
inale Abweichung der AS-Ergebnisse zur PCR-Diagnostik), wurden bei 60 % CIN 0 und
nur bei 4 % CIN 3 diagnostiziert (vaginal und zervikal zusammen betrachtet). Betrachtete
man die 30 zervikalen Proben, fiel eine geringflugig andere Verteilung als bei den 34 vag-
inalen Samples auf (61,3 % CIN 0 und 3,2 % CIN 3 zervikal, 54,3 % CIN 0 und 8,6 % CIN
3 vaginal) (vgl. Abb. 8).
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Abb. 8 Verteilung der CIN-Werte bei negativen AS-Ergebnissen fur Ureaplasma par-
vum. Dargestellt sind zervikale (oben) und vaginale (unten) Proben, in denen U. parvum
mittels AS nicht nachgewiesen wurde, trotz positiver PCR-Ergebnisse. In beiden Pro-
bentypen war der CIN-Wert 0 am haufigsten vertreten. Vaginale Proben wiesen zudem
eine geringflgig hdhere Haufigkeit von CIN 2 auf als zervikale Proben.
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Ureaplasma urealyticum (UU) wurde lediglich in 8 von 32 PCR-positiven Proben durch
die 16S-AS der V1-V2-Region gefunden. Zudem erfolgte kein Nachweis von U. urealyti-
cum in einer PCR-negativen Probe. Der Ct-Wert und die Anzahl der detektierten Reads
korrelierten nicht miteinander (Neidhoéfer et al., 2025). Jedoch ergab eine Punkt-Biserial-
Korrelation zwischen den AS-Ergebnissen und den PCR-Daten fur Ureaplasma urealyti-
cum (UU) zervikal und vaginal statistisch signifikante Ergebnisse. Diese Korrelation war
wie bei UP auch, vaginal geringfligig starker ausgepragt (rpb = 0,31, n = 195, p = <0,001)
als zervikal (rpb=0,29, n=195, p=<0,001). Unahbhangig von den Reads, war die Detektion
U. urealyticums durch die AS signifikant mit niedrigeren Ct-Werten assoziiert (1(29) = 1,73,
p = 0,094). Die Anzahl der mit der 16S-Amplikonsequenzierung nachgewiesenen Reads
reichte von 27 bis 393, was einen Mittelwert von 157 ergab (Neidhofer et al., 2025).

Ureaplasma urealyticum wurde mit der PCR bei mittleren Ct-Werten von 28,18 und 28,97
detektiert. Die Spannweite der Ct-Werte fur UU lag zwischen 23,51 und 33,32 zervikal,
beziehungsweise 19,9 und 34,43 vaginal. Auffallig ist, dass vaginal die Ct-Werte nicht
niedriger liegen als zervikal, wie es bei UP der Fall war. Somit ist fur dieses Pathogen
nicht plausibel, dass vaginal in der PCR mehr Proben positiv getestet wurden auf Grund
von kleineren Ct-Werten. Trotzdem wurde das Vorliegen eines mdglichen Zusammen-
hangs zwischen Ct-Wert und Nachweis mit der AS untersucht. Die Pearson Korrelation-
sanalyse der PCR-positiven Proben zwischen dem Parameter AS-Befund und Ct-Wert
ergab dabei vaginal eine moderate, negative Korrelation (r(18) =-0,49, p = 0,027), welche
statistisch signifikant war. Hingegen zervikal konnte nur eine geringe, negative, statistisch
nicht signifikante Korrelation (r(10) = -0,24, p = 0,447) beobachtete werden. Somit ist bei
héherem Ct-Wert UU insbesondere vaginal zunehmend schwerer mit der Amplikon-Se-

quenzierung nachzuweisen (vgl. Abb. 9).

Bei Betrachtung der Daten fur UU und Lactobacillen aus der 16S-AS ergaben sich keine
signifikanten Korrelationen (r(388) = -0,03, p = 0,526).
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Ureaplasma urealyticum

Ct-Wert

Detektierung durch die 16S Amplikonsequenzierung

Abb.9 Vergleich der Ct-Werte fur Ureaplasma urealyticum in Abhangigkeit vom Na-
chweis in der 16S-Amplicon-Sequenzierung (AS). Die Abbildung zeigt eine signifikant
unterschiedliche Verteilung der Ct-Werte, wobei Proben mit positivem Nachweis deutlich
niedrigere Ct-Werte aufweisen als Proben ohne Nachweis (Abbildung tbernommen von:
Neidhofer et al., 2025).

Mycoplasma hominis (MH) wurde mit der PCR in 35 Proben gefunden (Neidhofer et al.,
2025). Der durchschnittliche Ct-Wert bei MH-positiven PCR-Befunden lag vaginal bei
19,19, zervikal bei 24,68. Durch die AS der V1-V2-Region konnte in 16 Fallen auf Gat-
tungsebene Mycoplasma nachgewiesen werden und in funf dieser Proben Mycoplasma
hominis (MH), zuzuglich einer Probe, in welcher nur MH detektiert wurde (Neidhofer et
al., 2025). Die Gattung Mycoplasma umfasst neben M. hominis auch M. genitalium und
weitere Spezies. M. genitalium konnte nicht bis auf Speziesebene mit der V1-2-Am-
likonsequenzierung identifiziert werden, wobei auch lediglich eine PCR-Probe vaginal
positiv auf Mycoplasma genitalium (MG) getestet wurde (Ct-Wert von 33,75). Eine der
PCR-negativen Proben beinhaltete 23 Reads der Gattung Mycoplasma. Die Read-Anzahl
der Proben, in welchen M. hominis detektiert werden konnte, erstreckt sich auf eine
Spanne von 33 bis 253, mit einem Durchschnitt von 103. Die Gattung Mycoplasma weist
eine mittlere Lange von 125 Reads auf, minimal 11 bis maximal 382. Die Anzahl der
Reads von Mycoplasma korrelierten leicht negativ mit den Ct-Werten (r(33) = -0,35, p =
0,038), wahrend dies nicht fur die Reads von M. hominis beobachtet werden konnte (r(33)
=-0,17, p = 0,343) (vgl. Abb.10) (Neidhofer et al., 2025). Die Punkt-Biserial-Korrelation

der Amplikon-Sequenzierungs-Ergebnisse mit den PCR-Daten der Gattung Mycoplasma,



40

ergab im Hinblick auf die Abstrichmethoden weder vaginal noch zervikal statistisch signif-
ikante Ergebnisse. Mit der Pearson Korrelation wurden auch die AS-Ergebnisse der Gat-
tung Mycoplasma auf einen Zusammenhang der Ct-Werte mit den AS-Befunden
analysiert. Daflir wurden die positiven PCR-Proben genutzt, zunachst vaginal, anschlie-
Rend zervikal. Es ergaben sich vaginal eine statistisch nicht signifikante (r(15) = 0,08, p =
0,756) und zervikal eine moderate nicht signifikante Korrelation (r(15) = -0,34, p = 0,179).
Hier liegt somit kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Héhe der Ct-Werte und

den AS-Ergebnissen vor.

Zwischen den Daten der Gattung Mycoplasma und den Lactobacillen liegt laut einer Pear-

son-Analyse keine signifikante Korrelation vor (388) = -0,06, p = 0,275).

Mycoplasma

w
o

Reads

Ct-Wert

Abb. 10 Korrelation zwischen den mittels PCR erhobenen Ct-Werten und der Read-
Anzahl fir Mycoplasma. Es zeigt sich ein signifikanter negativer Zusammenhang, wobei
hdhere Ct-Werte mit einer geringeren Anzahl an in der 16S-Amplicon-Sequenzierung
detektierten Reads einhergingen. Die Trendlinie illustriert den linearen Zusammenhang
(Abbildung Ubernommen von: Neidhofer et al., 2025)

Chlamydia trachomatis konnte durch die Amplikonsequenzierung der V1-2-Region in
einer Probe mit 128 Reads nachgewiesen werden. Dieser positive Befund entsprach
jedoch keiner der 12 PCR-positiven Proben (Neidhdfer et al., 2025).
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Neisseria gonorrhoe konnte nur in zwei vaginalen PCR-Proben gefunden werden. Somit
ist der Vergleich zwischen den Ergebnissen der Amplikon-Sequenzierung und der PCR
nicht moglich. In Bezug auf den diagnostischen Alltag kann jedoch festgehalten werden,
dass der Nachweis dieses obligat pathogenen Mikroorganismus zervikal weder mit der
Primersequenzierung fur die Regionen V1-2 noch mittels PCR gelang. Zudem ist auffallig,
dass sich die Ct-Werte der vaginal positiven Proben zwischen 26,53 und 34,26 befanden,
und folglich nicht aus dem Rahmen der Ct-Werte der anderen behandelten Erreger fielen.
Eine negative zervikalen Probe, mit zugehoriger positiver vaginaler Probe lasst sich somit
nicht mit zu hohen Ct-Werten erklaren. Jedoch ist zu berticksichtigen, dass bei den bisher
beschriebenen Erregern die zervikalen Ct-Mittelwerte fast immer (aulder bei UU) Uber den
vaginalen lagen. Sollte dies auch bei NG der Fall sein, kann nicht ausgeschlossen

werden, dass zervikal durch eine niedrigere Erregerlast der Nachweis nicht gelang.

In Bezug auf die Analysen mit den Lactobacillen wurden einige generelle Aussagen in der
vorliegenden Arbeit erneut nachgewiesen. Allgemein gultig ist heutzutage die Annahme,
dass Lactobacillen mit zunehmendem Alter weniger werden und vor allem die Menopause
entscheidende Auswirkungen auf diese Tatsache hat (Gliniewicz et al., 2019). Trotzdem
wurde die Stichprobe dieser Studie dahingehend untersucht, um die Annahme auch fur
diese Proben zu bestatigen. Es lag eine statistisch signifikante, moderate, negative Kor-
relation mit Pearson (r(388) = -0,32, p = <0,001) zwischen Lactobacillen und der Variablen
Alter vor. Auch bei einzelner Betrachtung der vaginalen beziehungsweise zervikalen Ab-
striche, lief3 sich eine statistische Signifikanz nachweisen (r(193) = -0,36, p = <0,001 vag-
inal, (193) = -0,29, p = <0,001 zervikal). Je alter die untersuchte Person war, desto
weniger Lactobacillen konnten detektiert werden. Somit bestatigte sich die obige An-

nahme auch fur diese Studie.
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Abb. 11 Zusammenhang zwischen dem Alter der Patientinnen und der relativen
Haufigkeit der Gattung (g) Lactobacillus. Das Alter erwies sich als signifikanter Ein-
flussfaktor: Altere Patientinnen zeigten eine geringere Nachweisrate bzw. relative
Haufigkeit von Lactobacillus in der 16S-Amplikon-Sequenzierung.

Auch der statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen Postmenopause und der Gat-
tung Lactobacillus konnte durch eine Punkt-Biserial-Korrelation nachgewiesen werden
(rpb = -0,25, n = 390, p = <0,001). Es ergaben sich bei einzelner Betrachtung von vagi-
nalen und zervikalen Proben weiterhin signifikante Ergebnisse (rpb = -0,27, n =195, p =
<0,001 vaginal, rpb = -0,23, n = 195, p = 0,002 zervikal). Jedoch ist eine grolle
Standardabweichung bei den postmenopausalen Proben zu beobachten (siehe Abb. 12).
Der Effekt der Abnahme der Lactobacillen in der Postmenopause ist nicht stark aus-

gepragt und hat keinen bedeutenden Einfluss auf die weiteren erhobenen Ergebnisse.
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Abb. 12 Erregerlast der Gattung (g) Lactobacillus pra- und postmenopausal. Prameno-
pausal zeigt sich eine deutlich hohere Erregerlast, wahrend postmenopausal eine
grolRere Streuung der Werte (hohe Standardabweichung) beobachtet wird. Die
gestrichelte Lienie zeigt den jeweiligen Mittelwert.

3.5 Vergleich der Primeranalysen V1-2 und V4

Nachdem die Ergebnisse der Amplikon-Sequenzierung mit dem Primer fur die Regionen
V1-2 und der PCR-Analyse herausgearbeitet wurden, soll im folgenden Teil der Fokus auf
die Aussagekraft der verschiedenen Primer V1-V2 beziehungsweise V4 im Vergleich zue-

inander gelegt werden.

Aus dem Pool aller 390 zervikalen und vaginalen Proben wurden 27 ausgewahlt, mit
welchen erneut eine short-read-basierte Amplikonsequenzierung (AS) durchgefuhrt
wurde. Daflr wurde dieses Mal die Amplikonsequenzierung der Region V4 genutzt, um
die wichtigsten Ergebnisse zu bewerten und mit denen der V1-2-AS zu vergleichen
(Neidhofer et al., 2025). Die Proben wurden nach vorliegenden Unterschieden zwischen
den PCR-Ergebnissen und der AS ausgewahlt. Insbesondere unterschiedliche
Ergebnisse fir U. parvum zwischen den beiden Nachweismethoden waren in der
vorliegenden Arbeit von Bedeutung, da sich die Frage gestellt wurde, ob mit dem Pri-
merpaar V4 das dysplasieassoziierte U. parvum (Condic et al., 2023) besser detektiert

werden kann.

Dabei unterteilten sich die Proben in 15 zervikale und 12 vaginale. 21 der ausgewahlten
Proben waren PCR-positiv fur U. parvum, wobei 19 nicht durch die AS der V1-V2-Region
erkannt wurden. 3 Samples waren PCR-positiv fur U. urealyticum, keine davon wurde
durch die AS nachgewiesen und 2 waren PCR-positiv fur M. hominis, hingegen nur 1
positiv fur die Gattung Mycoplasma durch die AS der Region V1-2. Eine weitere Probe
war PCR-positiv fur C. trachomatis, was mit der AS nicht nachgewiesen werden konnte.
Die Amplikonsequenzierung der Region V4 mit dem neuen Primerpaar fuhrte dazu, dass
die bisher untersuchten und oben genannten Mikroorganismen nicht auf Speziesebene
nachgewiesen werden konnten (Neidhofer et al., 2015). Es gelang lediglich Lactobacillus
iners zu bestimmen, wahrend mit dem Primer flr V1-2 L. crispatus, L. iners, L. jensenii,
L. helveticus und L. genitalis bis auf Speziesebene identifiziert wurden. Die Gattung

Ureaplasma wurde mit der Amplikonsequenzierung der Region V4 detektiert, wobei
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jedoch nicht zwischen den Spezies Ureaplasma parvum (UP) und Ureaplasma urealyti-
cum (UU) unterschieden werden konnte, wie es der Fall mit dem Primer fur V1-2 war. Die
restlichen der bisher untersuchten Pathogene Chlamydia trachomatis (CT), Mycoplasma
genitalium (MG), Mycoplasma hominis (MH), Trichomonas vaginalis (TV) und Neisseria
gonorrhoe (NG) sind mit dem Primer fur die Region V4 nicht identifizierbar. Fur Trichomo-
nas vaginalis ist dies nicht verwunderlich, da mit den Primern nur das bakterielle Mikro-
biom betrachtet wurde, und TV zu den Parasiten gehdrt. Die Gattung Ureaplasma wurde
in den beiden Proben nachgewiesen, welche mit V1-V2 positiv fur U. parvum waren,
ebenso in 8 weiteren, welche PCR-positiv fur U. parvum ausfielen. Eine dieser PCR- Pro-
ben war zudem positiv fur U. urealyticum. M. hominis und C. trachomatis konnten weder
auf Gattungs- noch auf Familienebene mit der AS der V4-Region nachgewiesen werden
(Neidhofer et al., 2025). “Die Anzahl der unbestimmten Taxa auf Artniveau betrug im
Durchschnitt 52,03 % fur Proben, die mit dem Primerpaar V4 sequenziert wurden”
(Neidhofer et al., 2025). Im Vergleich dazu, waren es nur 10,55% fur den Primer der Re-
gion V1-V2, was einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Primern
darstellte (t(30,3) = 5,01, p = <0,001) (Neidhofer et al., 2025).

Auf der Ebene der Gattungen wurden die funf haufigsten Taxa untersucht. Es fanden sich
keine signifikanten Unterschiede in der Menge der Werte fur Lactobacillus (1(52) = 0,08,
p = 0,935), Prevotella (1(31,75) = 1,7, p = 0,1) und Streptococcus (1(30,4) = -0,97, p =
0,338) zwischen den beiden verwendeten Primerpaaren. Hingegen lag eine deutlich
hdéhere Menge an Bifidobacterium mit dem V4-Primerpaar (1(26,01) = 3,52, p = 0,002) und
eine geringfugig hohere Menge an Pseudomonas mit dem V1-V2-Primerpaar (1(43,04) =
-2,14, p = 0,038) vor. Zudem wies die Shannon-Vielfalt einen signifikanten Unterschied
auf und lag signifikant héher, wenn die V1-2-Region untersucht wurde (1(37,22) = -8,83, p
= <0,001) (Neidhofer et al., 2025).

Die folgenden Analysen wurden sowohl fur V4 als auch fur V1-V2 mit der Gattung
Ureaplasma durchgefuhrt, um gleiche Voraussetzungen fir die der Vollstandigkeit halber
durchgefihrten Unteruchungen zu schaffen. Dafur wurden alle positiven Ergebnisse fur
die Gattung Ureaplasma als ,1“ und alle negativen als ,,0 definiert und stellten somit or-
dinale Variablen dar. Der folgende Vergleich zwischen den Primern V1-V2 und V4, |asst

nicht auf die Grundgesamtheit der Proben dieser Studie schliefen. Da die Proben nicht
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zufallig gewahlt wurden, und zudem eine sehr kleine Stichprobe von 27 Samples fur
diesen Teil der Studie verwendet wurde, sind die unten getroffenen Aussagen und
Analysen nur unter diesen Einschrankungen gultig und unter Vorbehalt zu verstehen.
Zudem sind bei einigen Analysen nur Vergleiche zwischen der Gattung Ureaplasma und
Ergebnissen fur die Spezie Ureaplasma parvum maoglich, was eine weitere Storvariable

fur die Auswertung darstellt.

Zunachst wurde eine Spearman-Korrelationsanalyse zwischen den Ergebnissen der AS
von V1-2 und V4 durchgefihrt. Dabei ergab sich eine gering positive, statistisch nicht
signifikante Korrelation (r(23) = 0,25; p = 0,228). Es liegen somit nicht nur auf Spezi-
esebene Unterschiede hinsichtlich der Detektionsfahigkeit der verschiedenen Primer fur

U. parvum vor, sondern auch fir die Gattung Ureaplasma.

Die Ergebnisse der PCR-Analyse fur UP wurden mit den Ureaplasma-Ergebnissen aus
der Amplikonsequenzierung von V4 beziehungsweise V1-2 korreliert. Das Ergebnis
der Spearman-Korrelation zeigte, dass es eine moderate, positive Korrelation zwischen
der Gattung Ureaplasma mit V4 und den PCR-Ergebnissen flir UP gab, welche statis-
tisch nicht signifikant war (r (23) =0,36; p=0,08). Fur die Ergebnisse der Primeranalyse
der Regionen V1-V2 erhalt man eine geringe, positive Korrelation zu den PCR-Ergebnis-
sen, welche ebenfalls statistisch nicht signifikant war (r (23) =0,09; p=0,672). Es fallt fol-
glich eine nicht signifikante, aber geringfigig hdhere Korrelation zwischen den Ergebnis-
sen der Amplikonsequenzierung von V4 und den PCR-Daten flr die Gattung Ureaplasma
auf diese 27 Proben bezogen auf. Als Einschrankung ist hier erneut zu erwahnen, dass
aus der PCR nur UP-positive Proben in die Analyse eingeschlossen wurden, wahrend die

Primerdaten sich auf alle Ureaplasmen beziehen.

Betrachtete man den Ct-Wert flir UP in einer Spearman-Analyse mit den Ureaplasma-
Ergebnissen der Amplikonsequenzierung der V4-Region zeigte sich, dass es eine geringe
negative Korrelation gab. Diese war statistisch nicht signifikant (r (23) =-0,09; p=0,666).
Ebenfalls statistisch nicht signifikant war dieselbe Vorgehensweise mit den AS-Daten fur
V1-2 und den Ct-Werten aus der PCR-Analyse (r (23) =-0,17; p=0,416). Die leicht nega-
tive Korrelation deutet eher in die Richtung, dass die Detektion bei niedrigeren Ct-Werten

besser funktioniert, auch wenn keine statistische Signifikanz vorliegt. Auch hier war nur
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der Vergleich zwischen der Gattung Ureaplasma und der Spezie UP mdglich. Es wurden
zudem die Ct-Werte bei den in der AS mit V4 positiven Proben betrachtet. Der minimale
Ct-Wert dieser Samples lag bei 21,21, der maximale bei 31,06. Somit ergab sich ein Ct-

Mittelwert von 26,87, bei welchem das Primerpaar V4 Ureaplasmen nachwies (Abb. 13)
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Abb. 13 Negative (0) und positive (1) Ergebnisse der Amplikonsequenzierung mit den
Primerpaaren V4 (oben) und V1-2 (unten) fur die Gattung Ureaplasma in Abhangigkeit
von den jeweiligen Ct-Werten. Dargestellt sind nur die 27 fur diesen Studienteil
ausgewahlten Proben, daher liegen nahezu keine positiven Ergebnisse mit dem
Primerpaar V1-2 vor. Die Ct-Werte der mit dem V4-Primer positiven Proben sind nicht
signifikant niedriger, wenn der Erreger auch mittels Amplikonsequenzierung
nachgewiesen wird.

Zudem wurde wie bereits bei der Auswertung des Primerpaars V1-V2 der CIN-Wert mit in

die Auswertungen eingeschlossen. Das Ergebnis der Spearman-Korrelation zwischen
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Ureaplasma V4 und den CIN-Werten ergab, dass eine geringe, negative Korrelation vor-
lag, welche statistisch nicht signifikant war (r(23) = -0,22; p = 0,3). Mit den Ergebnissen
der AS von V1-2 ergaben sich mit derselben Methode die Werte r(23) =-0,18; p = 0,376
und somit ebenfalls eine statistisch nicht signifikante, negative Korrelation. Die Ergebnisse
widersprechen (auf diese gesonderte Stichprobe bezogen) der Vermutung, dass eine
starkere Korrelation bei hoheren CIN-Werten aufgrund der Dysplasieassoziation zu UP
(Condic et al., 2023), zu finden sein konnte (Abb. 14).
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Ureaplasma V1-2 CIN

Abb. 14 Darstellung des Nachweises der Gattung Ureaplasma in der Amplikonsequen-
zierung (AS) unter Verwendung der Primerpaare V4 bzw. V1-2 (1 = positiv, 0 = negativ)
in Relation zu den jeweiligen CIN-Werten. A und B zeigen den Nachweis von
Ureaplasma mittels der Primerpaare V4 (A) und V1-2 (B) im Vergleich zu den zugehori-
gen CIN-Werten der Proben. Ein Wert von 0 bedeutet, dass Ureaplasma in der AS nicht
nachgewiesen wurde, wahrend 1 ein positives Ergebnis angibt. C und D veranschauli-
chen die Wahrscheinlichkeit des Auftretens verschiedener CIN-Werte in Abhangigkeit
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vom Nachweisstatus in der AS. (ja/nein=1/0). B stellt dies fur die Ergebnisse des Pri-
mers V4 dar, D fur die Daten von V1-2.

Zusatzlich wurde eine Spearman-Korrelationsanalyse mit den CIN-Werten und den quan-
titativen Ureaplasmawerten der AS der V4-Region durchgefuhrt. Das Ergebnis zeigte,
dass eine Tendenz zu einer negativen Korrelation erkennbar ist, welche sich jeoch als
statistisch nicht signifikant herausstellt (1(23) =-0,24; p=0,238) war. Dieses Ergebnis
wirde der Uberlegung, dass bei einer starkeren Dysplasieauspragung, also einem
hoheren CIN-Wert, mehr Ureaplasmen vorliegen konnten wiedersprechen (Abb.15). Es
gilt jedoch weiterhin, dass wegen der geringen StichprobengroRe und der gezielten
Auswahl der Proben die Ergebnisse nicht aussagekraftig genug sind, um daraus Schllsse

auf die restlichen, nicht mit V4 sequenzierten Proben ziehen zu kénnen.
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Abb. 15 CIN-Werte der Ureaplasma-positiven Proben (Primer V4) im Vergleich zu den
relativen Ureaplasma-Anteilen an der Gesamtheit der detektierten Mikroorganismen in
Prozent. Es zeigt sich eine abnehmende Tendenz der Ureaplasma-Werte mit
steigendem CIN-Grad, die jedoch statistisch nicht signifikant ist.

Den Status der Menopause wurde mittels Mann-Whitney U-Test mit den Ergebnissen der
beiden Primer-Amplikon-Sequenzierungen verglichen. Dieser zeigte, dass der Unter-
schied zwischen pramenopausal und postmenopausal in Bezug auf die Variable
Ureaplasma V4  statistisch signifikant ~ war (U=24,5; p=0,036; = 0,49). Die
Effektstarke r betragt 0,49, woraus sich ein mittlerer Effekt ergibt. Ebenfalls statistisch
signifikant mit einer positiven Punkt-Biserial-Korrelation war die Analyse eines
Zusammenhanges zwischen den quantitativen Werten fur Ureaplasma aus der Amplikon-

Sequenzierung mit V4 und dem Status der Menopause (rpb=0,41; n=25; p=0,044). Mit
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dem Primer fur die AS der Regionen V1-2 wurde ebenfalls einen Mann-Whitney U-Test
durchgefuhrt, wobei sich  jedoch  kein  statistisch signifikantes  Ergebnis
ergab (U=54, p=0,877, = 0,11). Die Effektstarke rbetragt 0,11, was mit einem
kleinen Effekt gleichzusetzen ist. Wie man aus der unten stehenden Abbildung (Abb. 16)
erkennen kann, lagen die Ureaplasmen mit dem Primer V4 hauptsachlich pramenopausal
vor. Es gehorten in diesem Teil der Studie allerdings nur sechs Proben der

postmenopausalen Kohorte an, weshalb auch hier die Aussagekraft eingeschrankt ist.
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Abb. 16 Nachweis von Ureaplasma mittels der Primerpaare V1-2 und V4 in
Abhangigkeit vom Menopausenstatus. Im unteren Diagramm zeigt sich, dass
Ureaplasma mit dem Primerpaar V4 in der Amplikonsequenzierung Uberwiegend in
pramenopausalen Proben nachgewiesen wurde. Die Ergebnisse mit dem Primerpaar
V1-2 (oberes Diagramm) zeigen hingegen keinen erkennbaren Zusammenhang
zwischen dem Nachweis von Ureaplasma und dem Menopausenstatus.
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4. Diskussion

4.1 Abstrichmethode

Zervikale Abstriche stellen bereits seit geraumer Zeit die Standardmethode fur die Diag-
nose von Geschlechtskrankheiten bei Frauen dar. Uber die letzten Jahre hinweg, gibt es
jedoch gibt es immer mehr Evidenz daflir, dass Vaginalabstriche eine mindestens
genauso zuverlassige Methode darstellen. Dazu zahlen auch vaginale Selbsttestungen
durch die Patientinnen (Cocuzza et al., 2019; Coorevits et al., 2018; Hlatshwayo et al.,
2019; Krause et al., 2022; Lunny et al., 2015; Neidhofer et al., 2025; Reich et al., 2018;
Schoemans et al., 2012). Die Empfindlichkeit der vaginalen Abstriche fir krank-
heitsverursachende Mikroorganismen ist der zervikalen nicht unterlegen. Eher ge-
genteiliges lasst sich beobachten, da die Empfindlichkeit teilweise sogar hdher ausfallt.
Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC) spricht sich aktuell fur die vaginale
Abstrichentnahme aus, da sie die am besten geeignetste fur den Nachweis von C. tracho-
matis und N. gonorrhoe darstelle (Centers for Disease Control and Prevention, 2014).
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte mit den erhobenen Ergebnissen bestatigt werden,
dass die vaginalen Abstriche einige STI-bezogene Erreger mit einer mindestens gleich
hohen Sensitivitdt nachweisen konnten, wie mit die zervikalen Proben. Hervorzuheben
sind die Mikroorganismen U. parvum, U. urealyticum und C. trachomatis, welche in den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in vaginalen Abstrichen haufiger nachgewiesen
wurden. Die vaginal positiven Proben wurden zudem bereits bei niedrigeren
Zyklusschwellenwerten (Ct-Werte) detektiert als die zugehorigen zervikalen Proben. Die-
ser Umstand deutet vermutlich auf eine hdhere Erregerlast vaginal, als zervikal hin
(Neidhofer et al., 2025). Die héhere Erregerlast vaginal lasst sich mdglicherweise auch
mit einer Chronifizierung der Infektion erklaren. Ureaplasmen gehdren bei Frauen haufig
zur Normalflora, und besitzen oftmals nur dann einen Krankheitswert, wenn bestimmte
Kofaktoren vorhanden sind, wie eine bestehende Schwangerschaft, oder andere STls
(Horner et al., 2016; Waites, 2006). Folglich ist es in der Erregerdiagnostik nicht trivial,
zwischen asymptomatischer Besiedelung mit dem Erreger, chronischer und akuter Infek-
tion zu unterscheiden. Allgemein gilt aktuell, dass der zervikale Abstrich fur den Verdacht

auf einen akuten Infekt, eine aktive Entziindung und bei subjektiven Beschwerden des
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Patienten genutzt werden soll. Der vaginale Abstrich sei besser geeignet fur die Analyse
der Normalflora, als allgemeine Screeningmal3nahme und bei asymptomatischen bezi-
ehungsweise chronischen Tragern (Horner et al., 2016; Waites, 2006; Workowski, 2021).
Somit ist in Bezug auf die oben genannten vaginalen Abstriche nicht klar, ob es sich um
eine chronische Infektion, oder eine asymptomatische Tragerschaft handelt. Weitere Er-
regernachweise und eine genauere Betrachtung von Risikofakoren der einzelnen Patien-
tinnen waren hier notwendig, um eine eindeutige Aussage treffen zu kénnen, welche
ebenfalls Uber das weitere Vorgehen hinsichtlich TherapiemalRhahmen eintscheiden
wurde. Die PCR-Diagnostik ist folglich nicht geeignet, um zwischen akuten und chro-
nischen Infektionen mit Ureaplasmen zu unterscheiden. Die vaginal oftmals héhere Er-
regerlast kann jedoch Potenzial bieten, um das Thema Chronifizierung von STls wie
Ureaplasmen, welches aktuell im Klinikalltag keine bedeutende Rolle spielt, genauer zu

untersuchen.

Die Erreger N. gonorrhoe und M. genitalium, welche mit der PCR nur vaginal gefunden
wurden, wiesen in zwei von drei Fallen spate PCR-Zyklen (Ct-Werte >33) auf. Die zugeho-
rigen zervikalen Proben kénnten folglich aufgrund geringerer Erregerlasten und somit
noch hoheren Ct-Werten negativ ausgefallen sein, oder aufgrund der Tatsache, dass
beide Erreger bevorzugt eine Zervizitis auslosen (Horner et al., 2016). Bei einer Zervizitis
setzen sich die Erreger nicht im Gebarmutterhals nahe der Portio fest, wodurch die
zervikalen Abstriche erregerfrei bleiben kénnen. N. gonorrhoe hat eine Inkubationszeit
von zwei bis sieben Tagen und kann ab dem dritten Tag mittels PCR eines Zervixabtriches
nachgewiesen werden. Die Inkubationszeit von M. genitalium ist mit sieben bis 21 Tagen
deutlich langer, und der Erregernachweis mittels PCR gelingt erst zwei Wochen nach
stattgehabter Infektion (Horner et al., 2016; Marrazzo, 2007; Workowski, 2021). In
Betracht zu ziehen ist folglich auch eine erst kurzlich erfolgte Infektion, wodurch die Er-
regerlast noch sehr gering ausfiel zum Zeitpunkt der Probenentnahme. Insbesondere die
lange Inkubationszeit von M. genitalium spricht fur diese Erklarung. Auch fir den Erreger
M. hominis erhielten wir vaginal niedrigere Mittelwerte des Ct-Wertes als zervikal. Oben

genannte Erklarung kann somit auch auf diesen Erreger angewendet werden.

Bei Betrachtung der statistischen Auswertung vaginaler und zervikaler Amplikon-Sequen-

zierungsergebnisse (AS-Ergebnisse) mit den PCR-Daten, konnte festgehalten werden,



52

dass oftmals die vaginalen Abstriche besser mit den positiven PCR-Ergebnissen korre-
lieren. Zudem ist insbesondere die Tatsache von Bedeutung, dass N. gonorrhoe, T.
vaginalis, C. tarchomatis und M. genitalium obligat pathogene Erreger darstellen, so dass
eine Detektion mit anschlieRender Behandlung im klinischen Alltag wiinschenswert ware.
Dass von diesen Pathogenen M. genitalium und N. gonorrhoe ausschlieflich in vaginalen
Abstrichen nachgewiesen werden konnte, und auch C. trachomatis vaginal doppelt so oft
ein positives Ergebnis lieferte, ist somit von hohem Stellenwert flr die Diagnostik. Die
Daten dieser Studie stellen heraus, dass vaginal eine bessere Detektion mit der PCR fur
die oben genannten Erreger besteht. Gleiches lasst sich flr die Amplikon-Sequenzierung
festhalten, welche ebenfalls statistisch signifikant vaginal bessere Korrelationen zu posi-
tiven PCR-Ergebnissen aufweist als zervikal Die Uberlegung, dass ein sensitiverer Na-
chweis der Mikroorganismen bei geringerer mikrobieller Diversitat der jeweiligen Proben
gelingen konnte, bestatigte sich nicht. Es liegt in den Ergebnissen dieser Arbeit in den

zervikalen Proben nicht mehr mikrobielle Diversitat vor als in den vaginalen.

Dazu kommt der Vorteil, dass vaginale Abstriche eine patientenfreundliche, weniger-in-
vasive Alternative zu den herkdmmlichen, von arztlichem Personal durchgeflihrten Tes-
tungen darstellen. Die Zuganglichkeit und Akzeptanz kann dadurch verbessert werden,
da die Entnahme von Vaginalabstrichen als Selbstbeprobung zu Hause durchfihrbar ist
(Lunny et al., 2015). Die Umstellung der Testung auf sexuell Ubertragbare Infektionen
(STls) auf das private Setting, ermoglicht zudem die Durchfiihrung dessen auch in
ressourcenbeschrankten Gebieten und verbessert die Compliance der Teilnehmer. Es er-
offnen sich zudem neue Mdoglichkeiten fur Forschung, wenn das vaginale Mikrobiom dem
zervikalen so ahnlich ist, wie die vorliegende Arbeit es zeigt. Es kénnten folglich nicht nur
Nachweise von Krankheitserregern vaginal erfolgen, was insbesondere im klinischen
Alltag von grof3er Bedeutung ware wie oben erlautert, sondern auch die Analyse des vag-
inalen und zervikalen Mikrobioms ware dann anhand von vaginalen Abstrichen mdglich
(Neidhofer et al., 2025).

4.2 Amplikonsequenzierung

Aktuell wird “(d)ie 16S-Amplikonsequenzierung haufig zur Charakterisierung Mikrobioms

des weiblichen Urogenitalsystems verwendet (...)" (Neidhofer et al., 2025). Dies gilt nicht
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fur den Nachweis auf, beziehungsweise das Screening von STls, wo sensitivere Na-
chweismethoden flr existieren. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Grenze der Am-
plikonsequenzierung die unzureichende Zuordnung auf Artniveau ist. Grund fiur dies ist
die Verwendung von Primern, welche lediglich die Untersuchung von kurzen 16S-rRNA-
Genabschnitten ermoglichen. Eine weitere Limitierung der short-read-basierten Am-

plikonsequenzierung stellt die geringe Sensitivitat den Mikroorganismen gegenuber dar.

Andere Diagnostikmethoden wie die Einzelgen-Sequenzierung, welche einen ahnlichen
Ansatz wie die 16S-rRNA-Sequenzierung verfolgt, ergibt vielversprechende Ergebnisse
in der Sequenzierung von erregerspezifischen Resistenzmarkern. Diese Methode ist der
short-read-basierten Amplikonsequenzierung des 16S-Genoms aus der vorliegenden Ar-
beit Uberlegen (Neidhoéfer et al., 2025; Zhou et al., 2020). Momentan gibt es neben der
16S-rRNA-Sequenzierung noch weitere Verfahren, welche in der Mikrobiomdiagnostik
Anwendung finden. Dazu gehoéren insbesondere drei Methoden, die Internal Transcribed
Spacer-Sequenzierung, das Long-read Sequencing und die Shotgun-Metagenomik. Die
Internal Transcribed Spacer-Sequenzierung (ITS-Sequenzierung) targetiert pilzliche DNA
und detektiert somit besonders gut Candida spp., was bei Mykosen von Nutzen ist. Man
kann die ITS-Sequenzierung auch zusatzlich zu der 16S-rRNA-Sequenzierung fur den
Einschluss von Pilzen in die Mikrobiomdiagnostik nutzen, was bisher jedoch selten An-
wendung findet (Ciardo et al., 2010; Lehtoranta et al., 2021; Virtanen et al., 2024). Das
Long-read Sequencing eignet sich besonders gut fur lange DNA-Abschnitte, wie bei-
spielsweise ganzen Genen beziehungsweise Genomen. Zudem bietet diese Methode den
Vorteil einer besseren Artunterscheidung als bei der 16S-rRNA-Sequenzierung und weist
eine geringere Quote an Assemblierungsfehlern auf. Beispiele fur das Long-read Sequen-
cing sind PacBio und Oxford Nanopore. Auch wenn diese Diagnostikmethode noch wenig
verflugbar ist, findet sie zunehmend mehr Anwendung in der Forschung und bietet viel
Potenzial auf Grund der oben erlauterten Vorteile in Vergleich zu der 16S-rRNA-Sequen-
zierung (Buetas et al., 2024; Kim et al., 2024; Marx, 2023; Olivier et al., 2023). Das dritte
vergleichbare Verfahren ist die Shotgun-Metagenomik. Mit ihr ist es moglich alle DNA-
Fragmente einer Probe zu sequenzieren. Folglich kann man neben dem 16S-Genom auch

Viren, Pilze und Parasiten nachweisen, was eine deutlich spezifischere Betrachtung des
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Mikrobioms zulasst. Diese Diagnostik ermdglicht aulerdem die Erstellung einer funktio-
nellen Genomik, indem sie Antibiotikaresistenzgene erkennt, genauso wie Toxine und
Stoffwechselgene. Auch bei der genauen Bestimmung der Taxa, ist die 16S-rRNA-Se-
quenzierung unterlegen. Die Shotgun-Metagenomik ist jedoch sehr teuer, datenintensiv
und storanfallig durch humane DNA in den Proben. Aktuell findet sie insbesondere in der
IVF-Forschung, der Fruhgeburtspravention und der Resistenzanalyse Anwendung
(Durazzi et al., 2021; Ranjan et al., 2016; Zhuang et al., 2022). Im Vergleich zu der 16S-
rRNA-Sequenzierung, welche in dieser Studie Anwendung gefunden hat, sind folglich ins-
besondere die Shotgun-Metagenomik und das Long-read Sequencing fur gleiche Frage-
stellungen erfolgsversprechend. Die 16S-rRNA-Diagnostik findet aktuell jedoch auch
bereits bei speziellen Fragestellungen Anwendung. So beispielsweise bei der Detektion
schwer bis nicht anzlichtbarer Erreger zur Zeitersparnis bei gleichzeitig laufender Antibi-
ose. In der Klinik ist dies insbesondere bei der Sepsis-Diagnostik und -Therapie der Fall.
Jedoch ist das Verfahren preislich immer noch deutlich teurer als herkdbmmliche Verfah-
ren, weshalb die Methode der 16S-rRNA-Amplikonsequenzierung nur zur weiterfih-
renden Diagnostik und nicht routinemafig genutzt wird (Boden et al., 2007; Watanabe et
al., 2018). Die Shotgun-Metagenomik und das Long-read Sequencing besitzen zudem
das Potenzial, spezifischer die Taxa zu bestimmen und im Falle der Shotgun-Metageno-
mik auch andere Mikroorganismen in der Diagnostik mit einzuschliel3en, sowie Resisten-
zen zu erkennen. Auch wenn die Methoden aktuell noch nicht ubiquitar zur Verfligung
stehen, stellen sie eine mindestens aquivalente Alternative zu der Multiplex-PCR und der
16S-rRNA-Sequenzierung dar. In Zukunft kbnnte mit der Shotgun-Metagenomik die per-
sonalisierte Medizin in der Mikrobiomdiagnostik deutlich mehr an Bedeutung zunehemen,
was wiederum neue Therapieansatze und Screeningverfahren ermoéglichen wirde. Auch
in Bezug auf Schwangerschaften und IVF bietet die Shotgun-Metagenomik noch mehr

Potenzial als die 16S-rRNA-Sequenzierung, wegen der oben genannten Grinde.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit der AS nicht alle Erreger detektiert, welche in Bezug
auf die verschiedenen Nachweismethoden betrachten werden sollten. Selbst die na-
chgewiesenen Erreger wurden mit geringerer Wirksamkeit als beispielsweise mit der PCR
nachgewiesen. Obwohl der DNA-Extraktionsschritt die Sensitivitat fur wenig vor-

kommende Taxa beeintrachtigen kann (Neidhofer et al., 2023), zeigen die in dieser Studie
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erhobenen Daten eindeutig, dass “insbesondere die V4-Region kein geeigneter Primer
fur den erwahnten diagnostischen Zweck ist” (Neidhofer et al., 2025). Die Amplikonse-
quenzierung der V4-Region bietet den Vorteil, dass sie bessere Ergebnisse uber das
Vorhandensein von Bifidobacterium lieferte. Diese Mikroorganismen sind fur eine breitere
Bewertung der mikrobiellen Zusammensetzung relevant. Zudem konnte mit der Am-
plikonsequenzierung der V4-Region Ureaplasma auf der Gattungsebene etwas besser
nachgewiesen werden als mit dem Primer flr die Amplikonsequenzierung der Region
V1-2. Jedoch schrankt “die insgesamt sehr geringe Auflésung auf Artniveau” (Neidhofer
et al., 2025) den Nutzen dieser Diagnostikmethode stark ein (Neidhofer et al., 2025).

Die V1-2-Region hingegen lieferte bessere, beziehungsweise genauere Ergebnissse,
insbesondere in der Auflosung auf Artniveau. Jedoch lag die Sensitivitat bei niedrigeren
Zyklusschwellenwerten (Ct-Werten) immer noch nicht sehr hoch, wodurch folglich einige
Erreger nicht detektiert wurden (Neidhofer et al., 2025).

Bei der Auswertung stand vor allem U. parvum (UP) im Vordergrund, wegen seiner
beschriebenen maoglichen Fahigkeit, Dysplasie beim Vorliegen von HPV zu begunstigen
(Amabebe et al., 2023; Condic et al., 2023). Mit der AS der Regionen V1-2 war es madglich,
die Spezies U. parvum nachzuweisen, was mit der Amplikonsequenzierung (AS) der Re-
gion V4 nicht gelang. Zudem ergab die Korrelation der PCR-Ergebnisse mit den AS-Daten
fur U. parvum des Leserasters V1-2 einen statistisch signifikanten Zusammenhang.
Trotzdem fielen, wie bereits beschrieben, bei genauer Betrachtung deutliche Abwei-
chungen in der absoluten Anzahl detektierter UP-positiver Proben auf. Die Verwendung
der PCR scheint zum jetzigen Zeitpunkt in ihrer Sensitivitat der AS somit noch Uberlegen
zu sein. Dazu passt auch, dass zwei obligat pathogene Erreger ausschliel3lich mit der

PCR-Diagnostik nachgewiesen werden konnten.

Klinische Befunde kdnnen zwar mit der Abundanz korrelieren (Horner et al., 2018),
trotzdem sind Ct-Werte keine zuverlassigen Marker fur die Symptomwahrscheinlichkeit,
oder die Ubertragbarkeit eines Erregers. In erster Linie ware es folglich erforderlich das
Vorhandensein der Erreger zu bestatigen, statt sie unterhalb eines bestimmten Ct-Wertes
zu semi-quantifizieren. Somit erfillt die AS aktuell nicht das diagnostische Ziel zuverlassig
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vorhandene Krankheitserreger zu detektieren und den genauen Nachweis der in dieser

Studie analysierten Erreger zu leisten (Neidhofer et al., 2025).

Wichtig ist in dem Zusammenhang jedoch nicht nur die Detektion der Erreger bei
Vorliegen derer, sondern auch der Dysplasiegrad der Proben, bei einem fehlenden Na-
chweis durch die AS. Die Analyse, der mit V1-V2 AS-negativen Proben bei PCR-posi-
tivem Befund ergab in 60 % den CIN-Gade 0 und nur bei 4 % einen CIN von 3 (vaginal
und zervikal zusammen betrachtet). Betrachtete man die zervikalen Proben fiel eine ger-
ingflgig andere Verteilung als bei den vaginalen Samples auf (61,3 % CIN O und 3,2 %
CIN 3 zervikal, 54,3 % CIN 0 und 8,6 % CIN 3 vaginal). Somit liel® sich herausstellen,
dass nur sehr wenig Proben mit handlungsbedurftigem CIN-Status mit der AS nicht de-
tektiert wurden. FUr die Praxis ist dies von ebenso gro3er Bedeutung, wie der Nachweis
vorhandener Erreger, da man ernste Dysplasien mit therapeutischer Konsequenz nicht
Ubersehen darf. Der CIN-Gade 3 gilt als obligate Prakanzerose, welche mittels Konisation
entfernt werden sollte, gilt (Elling und Elling, 1991). Ein CIN-Wert von 3 wurde in dieser
Studie zervikal noch seltener tbersehen als vaginal. Die PAP-Abstriche werden in der
Vorsorge, wie bereits beschrieben routinemaflig von der Portiooberflache beziehung-
sweise aus dem Zervikalkanal entnommen (Regitnig et al., 2012), was sich zumindest
hinsichtlich der CIN-Diagnostik in der vorliegenden Arbeit als sinnvoll bestatigte. Jedoch
ist das Treffen dieser Aussage nicht uneingeschrankt moglich, da in den Proben die deut-
liche Mehrheit einen CIN 0-Status aufwiesen. Jedoch gaben die erhobenen Daten Hin-
weise darauf, dass auch der Ct-Wert mit dem Schweregrad der Dysplasien zusammen-
hangt. Fur U. parvum wurde eine Korrelationsanalyse vaginal, sowie zervikal zwischen
den Ct-Werten und den CIN-Stufen durchgefihrt, wobei sich fur beide Abstrichmethoden
negative Korrelationen zwischen den Variablen ergaben, wenngleich nur die zervikalen
Ergebnisse statistische Signifikanz aufwiesen. Trotzdem deuten diese Ergebnisse darauf
hin, dass bei hoheren Dysplasiestufen geringere Ct-Werte und folglich eine héhere Er-

regerlast vorliegen.

Nukleinsaure-Amplifikationstests (NAATs) bleiben aufgrund ihres sensitiveren
Nachweises der untersuchten Mikroorganismen der Goldstandard fir die Erkennung von
STls. Doch auch andere neuartige Ansatze, welche nach jetzigem Stand noch weiter un-

tersucht werden missen, scheinen (wie oben beschrieben) besser anwendbar zu ein als
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die von uns verwendete AS der Region V1-2 beziehungsweise V4 des 16S-rRNA-Gens
fur die klinische STI-Diagnostik (Ahn et al., 2023; Chiribau et al., 2024; Christiansen et al.,
2014; Farokhzad und Tao, 2021; Graham et al., 2017; Hadgu et al., 2005; Jennison et al.,
2024; Neidhofer et al., 2025; Plummer et al., 2020; Zhang et al., 2021; Zhou et al., 2020).

So, wie U. parvum erst in den letzten Jahren in Verdacht eines Zusammenhangs zur Dys-
plasieneigung gebracht wurde, liegt es nahe, dass weitere Erreger mit dieser Fahigkeit in
der nachsten Zeit dazukommen werden. So wie jetzt schon verschiedene Community
State Types (CSTs) mit der Bakteriellen Vaginose assoziiertwerden kénnen (Lee et al.,
2020; Martin et al., 1999; Smith und Ravel, 2017), wird es moglicherweise kunftig auch
bestimmte Mikrobiomzusammensetzungen geben, welche mit Dysplasieneigung in
Zusammenhang gebracht werden. Fur die Erstellung der Mikrobiomzusammensetzungen
des 16S-Gens werden voraussichtlich zunehmend Amplikonsequenzierungen an
Bedeutung zunehmen. Durch sie wird man gegebenenfalls in der Lage sein, das
Risikoprofil der Frauen dahingehend spezifisch zu modifizieren, als dass ungunstige Bak-
terienkonstellationen vermieden werden kénnen. Somit birgt die Amplikonsequenzierung
trotz ihrer aktuell noch sehr beschrankten Anwendbarkeit in der diagnostischen Routine-

untersuchung viele Chancen und Potentiale fur die Zukunft der personalisierten Medizin.

Das Thema Schwangerschaft in Bezug auf eine vorliegende Dysbiose, oder Vaginose
stellt ebenfalls ein relevantes Thema fir den klinischen Alltag dar. Wahrend eine Dysbiose
ein Ungleichgewicht des vaginalen Mikrobioms und einen haufig damit einhergehenden
CST-Wechsel meint, beschreibt der Begriff Vaginose eine Besiedelung der Vagina mit
anderen Pathogenen, wie beispielsweise Gadnerella vaginalis oder Mobilunculus spp.
(ACOG Practice Bulletin, 2021; Lee et al., 2020; Machado et al., 2016). Dabei sind sowohl
eine Dysbiose, als auch die Bakterielle Vaginose (BV) wahrend der Schwangerschaft mit
Frahgeburtlichkeit, einem frihzeitigen Blasensprung (PROM), Amnioninfektionen, Spon-
tanaborten im ersten Trimenon, einem geringeren Reproduktionserfolg bei In Vitro Fertili-
sation (IVF) und einem erhdhten Risiko neonataler Infektionen assoziiert (DiGiulio et al.,
2015; dos Anjos et al., 2023; Haahr et al., 2016; Machado et al., 2016; Kosti et al., 2020).
Daraus ergeben sich die Risikogruppen, welchen eine Screeningmalinahme angeboten

werden sollte. Diese ware sinnvoll fur Schwangere mit FriGhgeburten oder einem PROM
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in der Vorgeschichte, nach einer erfolgten IVF, bei Zervixinsuffizienz und nach vorausge-
gangenem Spontanabort. Aktuell werden vornehmlich die Amsel-Kriterien, der Nugent-
Score, eine pH-Messung, die PCR und ein Sialidase-Test fur die Diagnostik verwendet.
Nur selten kommen Methoden wie die Multiplex-PCR oder die 16S-rRNA-Sequenzierung
zum Einsatz (Amsel et al., 1983; Bradshaw und Brotman, 2015; Ravel et al., 2011; Sobel,
2000). Die Multiplex-PCR kommt demnach zwar selten zum Einsatz, stellt jedoch die sen-
sitivste Methode dar. Die 16S-rRNA-Sequenzierung ist zum jetzigen Zeitpunkt meist nur
Gegenstand klinischer Forschung, da ihre Ergebnisse noch nicht so sensitive sind, wie
die der PCR. Auch wenn mit der 16S-rRNA-Seuenzierung potenziell mehr Erreger
gleichzeitig nachgewiesen und auch deren quantitative Erregerlast erhoben werden kann,
stellt sie zum jetzigen Zeitpunkt keine geeignete Alternative zu der herkdbmmlichen Diag-
nostik dar. Insbesondere in Bezug auf die aufgeflihrten Risikogruppen vor, oder wahrend
einer Schwangerschaft, ware eine Weiterentwicklung hin zu individuellen Analysen des
vaginalen Mikrobioms wuinschenswert. Bestehende Dysbiosen wirden fruher erkannt
werden und mittels spezifischer Therapie als Risikofaktor fir die Frau beseitigt werden.
Somit kénnte nicht nur Problemen in der Schwangerschaft vorgebeugt werden, sondern
maoglicherweise auch die Erfolgsrate in der IVF gesteigert werden. Dafur muss jedoch
zunachst die 16S-rRNA-Sequenzierung an Sensitivitat zunehmen und dahingehend op-

timiert werden, dass sie der Multiplex-PCR nicht unterlegen ist.

Die vorliegende Arbeit thematisiert deutlich “weniger bedeutsame Mikroorganismen im
Vergleich zu anderen bekannten STl-verursachenden Erregern in Bezug auf die damit
verbundene Morbiditat (Horner et al., 2018; Patel et al., 2010)” (Neidhofer et al., 2025).
Dass die Teilnehmerinnen unserer Studie keine Risikopatientinnen waren, sondern ledi-
glich durch HPV-bezogene Untersuchungen in die Kohorte flr die vorliegende Arbeit mit
eingeschlossen wurden, erklart warum bekanntere STI-Erreger wie N. gonorrhoe selten
nachgewiesen wurden. Somit ist die Kohorte dieser Studie zwar reprasentativ fur sexuell
aktive Patientinnen verschiedener Altersklassen, jedoch wurde keine dieser Teilnehmer-
innen auf Grund von STI-bedingten Symptomen ausgewahlt (Neidhofer et al., 2025).

Mikroorganismen, der Gattungen Mycoplasma und Ureaplasma erlangen im klinischen
Kontext der STI-Diagnostik zunehmend mehr Beachtung (Condic et al., 2023; Jensen et
al., 2016; Romero und Garite, 2008; Sprong et al., 2020; Waites et al., 2009; Zhang et al.,
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2014). Die Ildentifizierung dieser beiden Gattungen, besser noch der einzelnen Spezies
innerhalb der Gattungen, ist fur ein umfassendes STI-Screening folglich von hohem Stel-
lenwert (Neidhofer et al., 2025).

Eine Grenze dieser Studie stellt der begrenzte Umfang an untersuchten Krankheitser-
regern dar. Bei mehr untersuchten Mikroorganismen waren unter anderem mogliche
Wechselwirkungen zwischen dem Vorhandensein derer zu diskutieren gewesen. Eine
weitere Limitation ist der Umstand, dass in der vorliegenden Arbeit die Multiplex-PCR-
Test-Methode als Referenz festgelegt wurde, was nur einen von vielen moglichen An-
satzen darstellt. Hatten man sich beispielsweise fur die Shotgun-Metagenomik, oder ein
anderes Nukleinsaure-Amplifikationsverfahren entschieden, waren die Ergebnisse der
short-read-basierten Amplikonsequenzierung moglicherweise anders zu bewerten

gewesen (Neidhdfer et al. 2025).
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5. Zusammenfassung

Zervikale und vaginale Dysplasien sind Parakanzerosen. Ihre Entstehung wird durch per-
sistierende Infektionen mit HPV begunstigt. Wahrend viele Infektionen mit HPV spontan
abheilen, schreiten manche zu hohergradigen Lasionen fort. Einen wesentlichen Ein-
flussfaktor stellt dabei das vaginale Mikrobiom dar. Bestimmte Zusammensetzungen von
Lactobacillen, sogenannte Community State Types (CSTs) schutzen das Epithel und un-
terstutzt antivirale Mechanismen. Eine Dysbiose mit erhohter bakterieller Diversitat, dem
vermehrten Auftreten ungunstigerer CSTs, und dem Vorkommen von Erregern wie Gard-
nerella, Mycoplasma oder Ureaplasma wird hingegen mit HPV-Persistenz und einem
erhdhten Dysplasierisiko in Verbindung gebracht (Condic et al., 2023; Dillner et al., 2008;
Meden et al., 2023; Doerflinger et al., 2014; Finzer und Gnoth, 2020; Smith und Ravel,
2017; Neidhofer et al., 2025). Mithilfe gezielter Mikrobiomdiagnostik wie der 16S-rRNA-
Sequenzierung lassen sich solche mikrobiellen Muster praziser erfassen, was neue diag-
nostische und praventive Ansatze ermoglicht (Johnson et al., 2019; Abellan-Schneyder et
al., 2021; Ranjan et al., 2016).

In dieser Studie wurden insgesamt 390 Proben wovon die eine Halfte zervikaler, die an-
dere vaginaler Art ist, untersucht. Dabei wurden aus der Vorstudie ,Analysis of the cervi-
cal microbiome in women from the German national cervical cancer screening program”
(Condic et al., 2023) die Daten der Mikrobiomanalyse mit dem Primer flr die Amplikonse-
quenzierung der Region V1-2 verwendet, um diese mit den neu erhobenen Ergebnissen
der PCR zu vergleichen. Im Anschluss wurde die Primersequenzierung erneut durch-
gefuhrt, allerdings dieses Mal an der V4-Region. Die gewonnenen Daten wurden
bezlglich Sieben ausgewahlter Sexual transmitted infections (STls) (Neisseria gonorrhoe
(NG), Trichomonas vaginalis (TV), Mycoplasma genitalium (MG), Mycoplasma hominis
(MH), Ureaplasma parvum (UP), Ureaplasma urealyticum (UU) und Chlamydia tracho-

matis (CT)) ausgewertet.

Bei der Auswertung der PCR-Ergebnisse fielen Unterschiede zwischen den Ergebnissen
der vaginalen und zervikalen Abstriche auf. NG und MG wurden nur vaginal detektiert (2-
bzw. 1-Mal) und TV konnte in keiner der Abstrichmethoden gefunden werden. Die rest-

lichen Erreger wurden vaginal und zervikal nachgewiesen. Die Untersuchungen des 16S-
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rRNA-Gens ergaben mit dem Primer V1-2 ebenfalls, dass vaginale Abstriche in der Diag-
nostik eine gleichwertige Alternative zu zervikalen Probenentnahmen darstellen. Der Na-
chweis der untersuchten Mikroorganismen gelang vaginal sogar teilweise signifikant bes-
ser als zervikal. Zudem zeigt die Studie, dass das vaginale Mikrobiom weitgehend homo-
gen zum zervikalen ist. Dies unterstiutzt die Verwendung von Vaginalabstrichen als zuver-
l&ssige und wenig-invasive Methode. Anwendung finden kdnnen vaginale Abstriche somit
fur Mikrobiomstudien, welche auf die zervikovaginale Umgebung abzielen, flir den Na-
chweis von STI-Erregern oder auch verwandten Pathogenen wie Ureaplasma parvum,
Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis und Chlamydia trachomatis. Der Vergleich
zwischen den Primern fur die Amplikonsequenzierung der Regionen V1-2 beziehung-
sweise V4 ergab, dass die V4-Region deutlich weniger sensitive Ergebnisse bei der Er-
regerdiagnostik lieferte. Es konnten signifikant weniger Mikroorganismen auf Artniveau
nachgewiesen werden. Von den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pathogenen ge-
lang dies fur keinen Erreger. Lediglich die Gattung Ureaplasma wurde identifiziert. Die
Amplikonsequenzierung der Region V4 ist somit nicht fahig, in der STI-Diagnostik
gleichwertig gute Ergebnisse wie die Amplikonsequenzierung der V1-2-Region zu er-
bringen. Jedoch hat auch die Region V1-2 nicht so sensitiv, wie die PCR-Diagnostik die
untersuchten Mikroorganismen erkannt, was insbesondere auf hohere Ct-Werte
zurtckzufihren war. Insgesamt sind somit fir die erregerspezifische STI-Diagnostik par-
tielle 16S-rRNA-Sequenzierungen nicht ausreichend sensitiv, was ihre Anwen-

dungsmaglichkeit einschrankt (Neidhofer et al., 2025).
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6. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Mikrobielle Diversitat der zervikalen und vaginalen Proben aus den

Ergebnissen mit dem Primer fur Regionen V1-2.
Abb. 2: Vaginale Mikrobiomergebnisse der CSTs.
Abb. 3: Zervikale Mikrobiomergebnisse der CSTs.

Abb. 4: Ct-Werte der Proben vaginal und zervikal gegeneinander

dargestellt.

Abb. 5: Vaginale Ct-Werte fur U. parvum (Streudiagramm oben) gegen die
mit der AS detektierten Befunde aufgetragen. Sachverhalt fir die zervikalen

Werte bei U. parvum (unteres Streudiagramm).

Abb. 6: Zusammenhang zwischen Ct-Werten und Read-Anzahl fir U. par-

vum.

Abb. 7: Relativer Anteil an den AS-Befunden, in welchen UP zu finden war,

aufgeteilt in pra- und postmenopausal.

Abb. 8: Negative AS-Ergebnisse fur UP und die zugehérigen CIN-Werte

dieser Proben.

Abb. 9: Ct-Werte fur U. urealyticum, unterteilt in den Erkennungsstatus ja

und nein unter Verwendung der Daten der 16S-AS.

Abb. 10: Signifikante Beziehung zwischen den Ct-Werten und der Anzahl

der Reads fur Mycoplasma.

Abb. 11: Signifikante Beziehung zwischen der Variablen Alter und der Gat-

tung Lactobacillus.

Abb. 12: Pra- und postmenopausale Erregerlast der Gattung Lactobacillus.
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Abb. 13: Negative (0) und positive (1) Ergebnisse der V4- (oben) bzw. V1-
2- (unten) Amplikonsequenzierung fur die Gattung der Ureaplasmen,

aufgefuihrt gegen die Hohe des jeweiligen Ct-Wertes.

Abb. 14: Das Vorliegen der Gattung Ureaplasma in der AS mit dem Primer
V4 beziehungsweise V1-2 (ja/nein=1/0), und die zugehdrigen CIN-Werte.

Abb. 15: CIN-Werte der Ureaplasma-positiven Proben mit dem Primer V4
gegen die quantitativen Werte fur Ureaplasma an der gesamten mikrobiellen

Diversitat einer Probe aufgefihrt.

Abb. 16: Ureaplasmen mit den Primern V1-2 bzw. V4 in Zusammenhang mit

der Menopause.
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