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Ess-BAR Arbeitspakete

Ess-B.A.R, 20.11.2017

AP 4.1-4.5
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Ess-BAR Bioninformatik-Arbeitspakete

AP 4.1: Aufbau einer Referenzdatenbank am Beispiel von drei Pathogenen 
(Brucella spp. , F. tularensis and B. anthracis) und nahe verwandten Spezies

AP 4.2: Referenz-basierte Assemblierung von Bakterienisolaten

AP 4.3: Indentifikation/ Klassifizierung von Pathogenen mittels NGS-Daten

AP 4.4: Auswertung von proteomischen Daten (LC/MS and MRM/PRM)

AP 4.5: Integration von Methoden aus 4.1-4.4 in KNIME

Ess-B.A.R, 20.11.2017
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Ess-BAR workflows

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Assembly-workflow
 Berechnung der Genomsequenzen und 
Annotationen der Referenzstämme

Taxonomische Profilierung
 Identifikation der Spezies in eimem Isolat
Quantifizierung der Spezies in einer 
metagenomischen Probe 

RefDB-workflow I (externe DBs)
Genome/ Proteome augewählter Erreger 
Weitere Annotationen: Virulenzfaktoren, 
Resistenzen, Phagen, Sequenztypen
Genom-Sequenzen und -Index aller 
bakteriellen Erreger aus NCBI oder PATRIC RefDB-workflow II (Ess-BAR-DB)

 Annotierte Genomsequenzen
 Proteinsequenzen mit Orthologen

Analyse von Sub-Spezies und Stämmen
 Charakterisierung des Isolates z.B. anhand 
von Virulenzfaktoren, Resistenzen
 Intraspezifische Phylogeny (cgSNP)
MLST-Analyse

 Charakterisierung der Proteome

Speziesselektion

Phylogenetische Analyse

Fingerprinting mit MRM/PRM-Methden
 Identifizierung und Charakterisierung von 
Erreger-spezifischen Peptidmarkern

Proteomische Analyse

LC/MS Analyse
 Identifikation von spezies-spezifischen 
Referenzpeptid-Profilen

Referenzmarker

AP 4.1 AP 4.2 AP 4.3 AP 4.4
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Ess-BAR workflows (Meilenstein)

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Assembly-workflow
 Berechnung der Genomsequenzen und 
Annotationen der Referenzstämme

Taxonomische Profilierung
 Identifikation der Spezies in eimem Isolat
Quantifizierung der Spezies in einer 
metagenomischen Probe 

RefDB-workflow I (externe DBs)
Genome/ Proteome augewählter Erreger 
Weitere Annotationen: Virulenzfaktoren, 
Resistenzen, Phagen, Sequenztypen
Genom-Sequenzen und -Index aller 
bakteriellen Erreger aus NCBI oder PATRIC RefDB-workflow II (Ess-BAR-DB)

 Annotierte Genomsequenzen
 Proteinsequenzen mit Orthologen

Analyse von Sub-Spezies und Stämmen
 Charakterisierung des Isolates z.B. anhand 
von Virulenzfaktoren, Resistenzen
 Intraspezifische Phylogeny (cgSNP)
MLST-Analyse

 Charakterisierung der Proteome

Speziesselektion

Phylogenetische Analyse

Fingerprinting mit MRM/PRM-Methden
 Identifizierung und Charakterisierung von 
Erreger-spezifischen Peptidmarkern

Proteomische Analyse

LC/MS Analyse
 Identifikation von spezies-spezifischen 
Referenzpeptid-Profilen

Referenzmarker

AP 4.1 AP 4.2 AP 4.3 AP 4.4
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Ess-BAR workflows

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Assembly-workflow
 Berechnung der Genomsequenzen und 
Annotationen der Referenzstämme

Taxonomische Profilierung
 Identifikation der Spezies in eimem Isolat
Quantifizierung der Spezies in einer 
metagenomischen Probe 

RefDB-workflow I (externe DBs)
Genome/ Proteome augewählter Erreger 
Weitere Annotationen: Virulenzfaktoren, 
Resistenzen, Phagen, Sequenztypen
Genom-Sequenzen und -Index aller 
bakteriellen Erreger aus NCBI oder PATRIC RefDB-workflow II (Ess-BAR-DB)

 Annotierte Genomsequenzen
 Proteinsequenzen mit Orthologen

Analyse von Sub-Spezies und Stämmen
 Charakterisierung des Isolates z.B. anhand 
von Virulenzfaktoren, Resistenzen
 Intraspezifische Phylogeny (cgSNP)
MLST-Analyse

 Charakterisierung der Proteome

Speziesselektion

Phylogenetische Analyse

Fingerprinting mit MRM/PRM-Methden
 Identifizierung und Charakterisierung von 
Erreger-spezifischen Peptidmarkern

Proteomische Analyse

LC/MS Analyse
 Identifikation von spezies-spezifischen 
Referenzpeptid-Profilen

Referenzmarker

AP 4.1 AP 4.2 AP 4.3 AP 4.4
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RefDB I (externe DB)

Ess-B.A.R, 20.11.2017

EssBAR- RefDB I

Referenzgenome 
(NCBI/ PATRIC)

Genomsequenzen
Metainformationen 
(Spezies, Stamm, 
Herkunft etc.)

Funktionale Annotationen
(VFDB, CARD, PHAST)

Sequenztypen 
(pubMLST)

 Virulenzfaktoren
 Resistenzen
 (Pro-)Phagen

 Profile/ STs (txt)
MLST Allele (fasta)
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RefDB-workflow I (externe DB)

Ess-B.A.R, 20.11.2017
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RefDB-workflow I (externe DB)

Ess-B.A.R, 20.11.2017
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RefDB-workflow I (externe DB)

Ess-B.A.R, 20.11.2017
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RefDB-workflow I (externe DB)
Referenzgenome

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Datenbank Assemblierungslevel Brucella spp. F. tularensis B. anthracis

RefSeq Complete/ Chromosome
Alle (inkl. draft)

124
463

39
166

54
165

GenBank Complete/ Chromosome
Alle(inkl. draft)

139
5091

39
170

60
177

PATRIC Complete
Alle (inkl. WGS)

137
6502

42
161

57
160

RefSeq/
PATRIC

Complete/ Chromosome
Alle (inkl. draft/ WGS)

187
710

39
226

59
178

GenBank/
PATRIC

Complete/ Chromosome
All (inkl draft/ WGS)

187
7113

39
230

62
179

Stand: 2.11.2017

1B. melitensis (156), B. abortus (197), B. suis (58), B. canis (20), B. ovis (16), B. ceti (9),…
2B. melitensis (155), B. abortus (340), B. suis (63), B. canis (21), B. ovis (16), B. ceti (9),…
3B. melitensis (156+53), B. abortus (197+143), B. suis (58+6), B. canis (21+0), B. ovis (16+0), B. ceti (9+0),…
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RefDB-workflow I (externe DB)
Funktionale Annotationen und STs

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Datenbank Sequenzen

Core VFDB Gen- und Proteinsequenzen von experimentell verifizierten 
Virulenzfaktoren (2595)

Full VFDB Gen- und Proteinsequenzen aller bekannten Virulenzfaktoren 
(26526)

CARD Gen- und Proteinsequenzen von antimikrobialen Resistenzgenen 
(2172)

PHAST Proteinsequenzen von (Pro-)Phagen (257350)

pubMLST Brucella MLST-21: 109 Sequenztypen in 21 Genen
Francisella tularensis core MLST (Antwerpen et al.)
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Ess-BAR workflows

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Assembly-workflow
 Berechnung der Genomsequenzen und 
Annotationen der Referenzstämme

Taxonomische Profilierung
 Identifikation der Spezies in eimem Isolat
Quantifizierung der Spezies in einer 
metagenomischen Probe 

RefDB-workflow I (externe DBs)
Genome/ Proteome augewählter Erreger 
Weitere Annotationen: Virulenzfaktoren, 
Resistenzen, Phagen, Sequenztypen
Genom-Sequenzen und -Index aller 
bakteriellen Erreger aus NCBI oder PATRIC RefDB-workflow II (Ess-BAR-DB)

 Annotierte Genomsequenzen
 Proteinsequenzen mit Orthologen

Analyse von Sub-Spezies und Stämmen
 Charakterisierung des Isolates z.B. anhand 
von Virulenzfaktoren, Resistenzen
 Intraspezifische Phylogeny (cgSNP)
MLST-Analyse

 Charakterisierung der Proteome

Speziesselektion

Phylogenetische Analyse

Fingerprinting mit MRM/PRM-Methden
 Identifizierung und Charakterisierung von 
Erreger-spezifischen Peptidmarkern

Proteomische Analyse

LC/MS Analyse
 Identifikation von spezies-spezifischen 
Referenzpeptid-Profilen

Referenzmarker

AP 4.1 AP 4.2 AP 4.3 AP 4.4
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PreQC
 Sequenzqualität (FastQC)
 Screening Referenz-DBs (Fastq screen)
 Bakterielle Kontaminationen (mini-Kraken)
 HTML-Bericht (MultiQC)

Pr
ep

ro
ze

ss
ie

ru
ng

  Adapter Trimming & Filtern 
FlexBar 3.0.3

Mergen von paired-end reads
FLASH2 

Rohdaten (MiSeq)

Fehlerkorrektur
Fiona

De novo Assembly
SPAdes

Genvorhersage 
Prokka 

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)

Scaffolding mit Referenz
ABACAS

Optimierung
Korrektur Fehler/ Gaps (Pilon)



15

Assembly workflow
PreQC
 Sequenzqualität (FastQC)
 Screening Referenz-DBs (Fastq screen)
 Bakterielle Kontaminationen (mini-Kraken)
 HTML-Bericht (MultiQC)

Rohdaten (MiSeq)
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Assembly workflow
PreQC
 Sequenzqualität (FastQC)
 Screening Referenz-DBs (Fastq screen)
 Bakterielle Kontaminationen (mini-Kraken)
 HTML-Bericht (MultiQC)

Rohdaten (MiSeq)
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Assembly workflow
PreQC
 Sequenzqualität (FastQC)
 Screening Referenz-DBs (Fastq screen)
 Bakterielle Kontaminationen (mini-Kraken)
 HTML-Bericht (MultiQC)

Rohdaten (MiSeq)

log10(„Number of reads 
covered by the clade rooted 
at this taxon“)

Brucella
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Assembly workflow
PreQC
 Sequenzqualität (FastQC)
 Screening Referenz-DBs (Fastq screen)
 Bakterielle Kontaminationen (mini-Kraken)
 HTML-Bericht (MultiQC)

Rohdaten (MiSeq)
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)
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Assembly workflow

Ess-B.A.R, 20.11.2017

PostQC
 Assembly-QC (QUAST)
 QC des Referenz-Mappings (Qualimap)
 Genvorhersage (Prokka)
 HTML-Bericht (MultiQC)
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RefDB II (interne DB)

Ess-B.A.R, 20.11.2017

EssBAR- RefDB II

Genomassemblies

Genomsequenzen
Annotationen
Metainformationen 
(Spezies, Stamm, 
Herkunft etc.)

ORFs/ Genes Proteine/ Peptide

Orthologe
Core genes
Accessory genes
Unique genes

Diskriminierende 
Referenzpeptide (LC-MS)
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RefDB II (interne DB)
Genomassemblies

Ess-B.A.R, 20.11.2017

Quelle Spezies Daten De novo
Assemblies

Scaffold
Assemblies

BfR Brucella spp. 30 Referenzstämme
(29 Triplikate, 1 Dublikat) 89/89 89/89

BfR Brucella spp. 390 Feldstämme 81/390 81/390

FLI Francisella tularensis Referenzstämme 7/44 7/44
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RefDB II (interne DB)
Diskriminierende Referenzpeptide

Ess-B.A.R, 20.11.2017
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RefDB II (interne DB)
Diskriminierende Referenzpeptide

Ess-B.A.R, 20.11.2017
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Zusammenfassung zum Stand der APs

Ess-B.A.R, 20.11.2017

AP Inhalt Stand

4.1
Referenz-
datenbank

Zusammenstellung ausgewählter Referenzgenome- und proteome mit 
Hilfe des RefDB-workflows I (KNIME)

Genom- und Proteomsequenzen zu MLST-Analysen, Virulenzfaktoren, 
Resistenzen und Phagen

Berechnung von diskriminierenden Peptidsequenzen mit LC-MS

4.2
Assembly-
pipeline

Qualitätskontrolle und Fehlerbehandlung der Rohdaten 
(mit FastQC, FastQ Screen, Mini-Kraken und FlexBar)

De novo Assembly des Genoms (mit SPAdes)

Referenzbasiertes Scaffolding der Contigs (mit ABACAS) 

Optimierung des Assemblies durch Schließung der Lücken 
mit einem Insert Assembly (PILON)

Berechnung der Genomassemblies und Proteinsequenzen für die 
Isolate (Übergabe an AP2 und AP5)
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