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Ergebnisse der Nanopore-Sequenzierung 

Von den Rohdaten zur Identifizierung des sequenzierten Mikrobioms. 

 

 
 

 

  
 

 

Die Nanopore-Sequenzierung wird mit dem Programm „MinKNOW“ durchgeführt. 
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MinKNOW wird so eingestellt, dass das Programm während der Sequenzierung be-

reits das Basecalling (= Umwandlung der Rohdaten in Sequenzdaten) und das Bar-

coding (= Zuordnung der Sequenzdaten zu den verwendeten Barcodes) durchführt: 

 

Basecalling: ON 

Barcoding: ON 

 
In einem Ordner, der vor der Sequenzierung angelegt wurde (hier: bruchsal02) werden 

automatisch die folgenden Unterordner angelegt. 
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other_report:  Exceltabelle mit technischen Detail-Informationen zur Sequenzierung 

 
 

fast5_fail: Reads im fast5-Format, die bestimmte Filterkriterien (Qualität, Read-

Länge) nicht erreichen 

fast5_pass: Reads im fast5-Format 

→ Bei fast5-Dateien handelt es sich um rohe Sequenzierdaten, bei denen das Base-

calling noch nicht durchgeführt wurde. 

 

fastq_fail: Reads im fastq-Format, die bestimmte Filterkriterien nicht erreichen 

 

fastq_pass: Reads im fastq-Format 

 

Im Ordner fastq_pass befindet sich für jeden Barcode ein Unterordner (bei dieser Se-

quenzierung barcode11 bis barcode17; barcode18 und barcode20 sind Artefakte). 
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Anmerkung:  

Eine GZ-Datei (Datei mit der Endung .gz) ist ein komprimiertes Archiv, das mit dem standardmäßigen 

Komprimierungsalgorithmus gzip (GNU zip) erstellt wird. Eine GZ-Datei kann mit einem gebräuchlichen 

Packprogramm wie 7-Zip oder WinZip entpackt werden. 

 

Sobald für jeden Barcode ein Datenpaket (ein Datenpaket umfasst die Sequenzierda-

ten von 1000 Reads; z.B. AWB221_pass_barcode17_9c309724_227c0c8e_0.fastq) 

abgelegt wurde, kann mit der Auswertung der Daten begonnen werden. 

 

Die Auswertung der Daten wird mit dem Programm EPI2ME durchgeführt.  

 
Anmerkung: 

EPI2ME ist eine bioinformatische Plattform, die von Oxford Nanopore Technologies entwickelt wurde. 

Diese Plattform ist auf die Analyse von DNA- und RNA-Daten spezialisiert, insbesondere solche, die mit 

Hilfe der Oxford Nanopore-Sequenzierungstechnologie generiert wurden.  

EPI2ME steht auf der Website von Oxford Nanopore Technologies kostenfrei als Download zur Verfü-

gung (https://community.nanoporetech.com/downloads). 
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Um die Sequenzierdaten auszuwerten, müssen die folgenden Schritte durchgeführt 

werden. 

 

1. Launch anklicken: 

 
 

2. Workflow 16s anklicken (muss zuvor heruntergeladen werden): 
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3. Run Locally anklicken 

 
 

4. Launch anklicken 
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5. Input Options einstellen 

 
Den Pfad zum Ordner fastq_pass eingeben, in dem sich die FASTQ-Dateien der bar-

codes11-17 befinden. 
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Alle weiteren Einstellungen können bei der Rubrik „Input Options“ übernommen wer-

den. 

 

6. Real Time Analysis Options 

 
Bei „Number of reads analysed to stop workflow“ kann eingestellt werden, nach wie 

vielen Reads die Analyse beendet wird. Das kann hilfreich sein, wenn man sehr viele 

Datenpakete hat und die Dauer der Analyse (auf Kosten des Umfangs derselbigen) 

verkürzen möchte. 
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7. Sample Options 

Hier werden keine Einstellungen vorgenommen. 

 

8. Reference Options 

 
Bei „Choose database“ kann zwischen drei Datenbanken ausgewählt werden. Zwei 

verschiedene NCBI-Datenbanken und die SILVA-Datenbank. Die NCBI-Datenbank 

umfasst ca. 27.000 Einträge für 16S-Sequenzen. Außerdem beinhalten die NCBI-Da-

tenbanken noch Sequenzen spezifisch für Pilze (18S, ca. 3.000 Sequenzen) und ggfs. 

ITS (internal transcribed spacer, ca. 14.000). Die SILVA-Datenbank umfasst ca. 

500.000 Einträge. Um ein optimales Ergebnis zu bekommen, wählt man am besten die 

SILVA-Datenbank aus (Nachteil: die Analyse dauert länger und die taxonomische Auf-

lösung geht nur bis zur Ebene Gattung/Genus). 

 
 

Bei allen weiteren Rubriken werden die vorgegebenen Einstellungen beibehal-

ten. 
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9. Launch workflow anklicken 

 
 

10. Launch anklicken 

 
Die Analyse nimmt ein wenig Zeit in Anspruch. Es erscheinen die folgenden Anzeigen. 
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Die Analyse erfolgt mit einer Alignment-basierten Strategie unter Verwendung des 

Programmes Minimap. Dieses ist für „lange“ Reads und Nanopore Daten besonders 

geeignet. Die graphische Aufbereitung der Analyse ist ebenfalls Teil der Auswertung.  
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12. Results anklicken (sobald die Anzeige von „Running“ auf „Completed“ umspringt 

 
 

13. Reports anklicken 

 
Im Menüpunkt Reports können jetzt die Analyse-Ergebnisse angeschaut werde. 
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A) Read Summary (Bsp.: barcode11) 

 
Man sieht, dass die mittlere Read-Qualität bei Q12,8 liegt, dies entspricht einer be-

rechneten Genauigkeit von ca. 95%. Die mittlere Read-Länge liegt bei ca. 1.600 bp 

(genau 1.590,2 bp), dies entspricht in etwa der erwarteten Länge des amplifizierten 

16S Fragments. Außerdem ist der Großteil der Reads in der vollen Länge sequenziert 

worden. 

 

B) Number of reads 

 
Man sieht, dass die Anzahl der Reads je Barcode unterschiedlich ist. Dies bedeutet, 

dass die einzelnen Proben unterschiedlich tief sequenziert wurden. Dies kann ver-

schiedene Gründe haben. Technische Gründe sind z.B. Messfehler bei der DNA-

Quantifizierung oder der Verzicht auf äquimolares Poolen während der Library-Prepa-

ration. Dies ist z.B. für eine statistische Auswertung der Sequenzierdaten relevant.  
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C) Lineages 

 
Unter „Select Rank“ kann die gewünschte Taxonomie-Ebene gewählt werden. Der 

Cutoff beschreibt die Menge an Reads die im Datensatz mindestens vorkommen müs-

sen um eine Klassifikation und Visualisierung zu rechtfertigen. 

 
  



Workshop Molekularbiologie 
 Mikrobiom-Analyse mittels Nanopore-Sequenzierung 

- 17 - 
 

Für barcode11 konnten die folgenden Bakterien identifiziert werden: 

 
Der Ansatz, der mit dem Barcode 11 (barcode11) versehen wurde, enthielt ein Ge-

misch aus genomischer DNA folgender Mikroorganismen:  

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica, Lactobacillus fer-

mentum, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Ba-

cillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae (Hefe), Cryptococcus neoformans (Hefe) 

 

→ Alle Bakterien konnten durch die Sequenzierung identifiziert werden!  

 
Anmerkung: 

Die Hefen werden nicht angezeigt, da es sich um eine 16S basierte Identifizierung handelt.  
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Unter Select Sample kann jeder der analysierten Barcodes angewählt werden (Bsp.: 

barcode17) 

 
D) Sunburst 

 
Der sog. Sunburst Plot erlaubt in der vorliegenden interaktiven Form eine einfache 

Abschätzung der in der jeweiligen Probe vorliegenden Mengen an Mikroorganismen 

auf den jeweiligen taxonomischen Rängen. 
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E) Taxonomy 

 
Eine klassische Darstellung der relativen Abundanzen der in der jeweiligen Probe vor-

kommenden Taxa im Vergleich zu allen anderen Proben stellt der Barplot dar. 

 

F) Abundances 

 
Die Ausgabe erfolgt nicht nur graphisch, sondern auch tabellarisch. Für die Darstellung 

und Bearbeitung mit gängigen Office-Paketen lassen sich per Mausklick „Komma-se-

parierte Werte“ als CSV-Datei exportieren. 

 
  



Workshop Molekularbiologie 
 Mikrobiom-Analyse mittels Nanopore-Sequenzierung 

- 20 - 
 

 

Auswertung eines Datenpakets mit Hilfe der Datenbanken des NCBI 
(Diese beispielhafte Auswertung wurde mit Daten einer anderen Sequenzierung durchgeführt als die 

Auswertung, die oben mit EPI2ME gezeigt wurde.) 

 
 

Sequenzier-Rohdaten im fastq-Format 

Die Sequenzier-Rohdaten werden an einem vom Benutzer selbst gewählten Ort ge-

speichert. Hier: 

C:/Auswertung_Mikrobiom 
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Da die fastq-Datei in komprimierter Form als GZ-Datei vorliegt, muss sie zuerst ent-

packt werden (z.B. mit dem Packprogramm 7-Zip): 

 

 
Die GZ-Datei wird für die nachfolgende Analyse nicht mehr benötigt und kann gelöscht 

werden. 
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Diese fastq-Datei lässt sich mit dem Windows-Editor öffnen.  

 

Die fastq-Sequenzdaten für den Sequenzieransatz mit dem Barcode 06  sieht wie folgt 

aus: 

 
Einträge in einer fastq-Datei sind immer nach dem gleichen Muster aufgebaut 

 

 @name_der_sequenz (sogenannter Header) 

 Sequenz_ACTG 

 + 

 Zahlen_als_Qualitätscode 

 

Mit den Sequenzdaten der fastq-Dateien können mit dem Programm BLAST des NCBI 

Alignments durchgeführt werden, um Rückschlüsse auf den Organismus zu ziehen, 

von dem die Sequenz stammt, die sequenziert wurde. 

BLAST ist eines der am meistgenutzten Programme zur Analyse biologischer Sequen-

zen. Wir verwenden eine Variante, die speziell Nukleotidsequenzen betrachtet. 

 

Über die Suchmaschine Google findet man die Seite des NCBI. 
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Bei den Suchergebnissen kann man direkt BLAST auswählen. 

 
 

Auf der BLAST-Seite wählt man dann „Nucleotid BLAST“ aus. 
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Man kommt auf die folgende Eingabeseite. 

 
 

Nun kopiert man den ersten fastq-Sequenz-Eintrag (nur die blau markierte Sequenz) 

aus dem Windows-Editor in das dafür vorgesehene Feld der BLAST-Eingabeseite. 

 
 

 
 

Auf der BLAST-Eingabeseite muss noch angegeben werden, dass es sich bei den 

eingegebenen Sequenzen um 16S-DNA-Sequenzen handelt. 
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Das BLAST-Ergebnis sieht wie folgt aus. 
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In der ersten Zeile der Ergebnisse wird (Limosi-) Lactobacillus fermentum aufgelis-

tet. 

→ Die genomische DNA dieses Bakteriums war in der Probe enthalten! 

 

Nach derselben Vorgehensweise können alle weitere Einträge des Datenpakets ana-

lysiert werden. 

 

→ Bis auf Saccharomyces cerevisiae (Hefe), Cryptococcus neoformans (Hefe) 

können anhand der Sequenzierergebnisse alle Organismen, deren DNA sich 

im Probengemisch befanden, identifiziert werden. Die beiden Hefen können 

nicht gefunden werden, da es sich um eine 16S PCR und damit einen bakte-

riellen Nachweis handelt. 


