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Nội dung:
- Thu nhận mẫu và tách chiết DNA
- Chuẩn bị thư viện giải trình tự
- Phân tích dữ liệu giải trình tự bằng BaseSpace (Illumina).
- Phân tích mở rộng với công cụ QIIME2.



Thu nhận mẫu và tách chiết DNA

• Lấy mẫu đại diện (mẫu, chứng buffer bảo quản)
• Bảo quản mẫu trong dung dịch bảo quản phù hợp. 
• Tách chiết bằng bộ kít phù hợp (có thể tách gram -/+)
• Sử dụng bộ kít có khả năng deplete host DNA.



Chuẩn bị thư viện giải trình tự





Pooling library and run MiSeq

Set positive sample Ct equal 15



Basespace Analysis 





https://docs.qiime2.org/2024.2/tutorials/overview/

.qzv files 

.qza files 

- Run in conda virtual env.
- Command line program.
- Linux, Unix, Window.
- Variable plugins.



General workflow 
QC dataFastq files



Visualization 

.qzv files 



Import sequencing data
qiime tools import \

  --type "SampleData[SequencesWithQuality]" \
  --input-format SingleEndFastqManifestPhred33V2 \

  --input-path ./manifest.tsv \

  --output-path ./demux_seqs.qza

qiime demux summarize \

  --i-data ./demux_seqs.qza \

  --o-visualization ./ngoc_demux.qzv

qiime tools view ngoc_demux.qzv



Sequencing quality control and feature table 
construction (Denoised) DADA2
qiime dada2 denoise-paired \

  --i-demultiplexed-seqs demux.qza \

  --p-trim-left-f 7 \

  --p-trim-left-r 6 \

  --p-trunc-len-f 290 \

  --p-trunc-len-r 220 \

  --o-table table.qza \

  --o-representative-sequences rep-seqs.qza \

  --o-denoising-stats denoising-stats.qza

qiime tools view ngoc_denosing_stats.qzv



Core-metrics-phylogenetic
qiime diversity core-metrics-phylogenetic \

 --i-phylogeny phylogeny-align-to-tree-mafft-fasttree/rooted_tree.qza \

  --i-table table.qza \

  --p-sampling-depth 6000 \

  --m-metadata-file metadata.tsv \

  --output-dir diversity-core-metrics-phylogenetic



Rarefaction alpha
qiime diversity alpha-rarefaction \

  --i-table table.qza \

  --i-phylogeny phylogeny-align-to-tree-mafft-fasttree/rooted_tree.qza \

 --p-max-depth 9000 \

 --m-metadata-file sample-metadata.tsv \

 --o-visualization alpha-rarefaction.qzv



Alpha diversity
• Shannon’s diversity index (a quantitative measure of community richness)
• Observed Features (a qualitative measure of community richness).
qiime tools view alpha_rarefaction.qzv

• Faith’s Phylogenetic Diversity (a qualitative measure of community richness that incorporates 
phylogenetic relationships between the features).

qiime tools view faith_pd_group_significance.qzv



Beta diversity
• Jaccard distance (a qualitative measure of community dissimilarity)

• Bray-Curtis distance (a quantitative measure of community dissimilarity)
qiime tools view bray_curtis_emperor.qzv



Taxonomic analysis
qiime feature-classifier classify-sklearn \

  --i-classifier gg-13-8-99-515-806-nb-classifier.qza \
  --i-reads rep-seqs.qza \

  --o-classification taxonomy.qza
qiime metadata tabulate \

  --m-input-file taxonomy.qza \
  --o-visualization taxonomy.qzv

qiime tools view taxonomy.qzv

qiime taxa barplot \
  --i-table table.qza \

  --i-taxonomy taxonomy.qza \
  --m-metadata-file sample-metadata.tsv \

  --o-visualization taxa-bar-plots.qzv

qiime tools view taxa-bar-plot.qzv



Differential abundance testing with ANCOM-BC




