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Toém tat:
Dat vin dé: Hién nay trén thé gioi ¢ nhiéu bién thé ciia SARS-CoV-2, trong s6 d6 c6 4 bién thé 1a Alpha (B.1.1.7), Beta
(B.1.351), bién thé Gamma (P.1), va bién thé Delta (B.1.617.2) c6 toc do lay lan nhanh hon chung ban dau theo thu tu 1a
82%, 161%, 50% va198%. Dé phat hién dugc cac bién thé SARS-CoV-2 dang luu hanh tai mot ving dich t& nao d6 thi
phuong phdp ma céc nha nghién ctru hién dang sir dung la giai ma toan b gen cua cac virus phat hién dugc trong cac
mau thtr. Phuong phap nay c6 mot loi thé la phat hién dugc toan b¢ cac dot bién trong b6 gen cuia virus. Ngoai ra phuong
phap nay con c6 thé phét hién duoc cac dot bién méi va nhu vay 1a cé thé phét hién duoc céc bién thé mai cua virus. Tuy
nhién phuong phap giai trinh tu ¢6 han ché 1a khong thé ap dung duoc tai cac phong xét nghiém chdng dich ma chi c6
thé &p dung duoc tai cac trung tim c6 phuong tién giai trinh tw ma thoi.
Muc tidu nghién ciu: Thiét ké mot bo xét nghiém sir dung phwong phap multiplex real-time PCR thuc hién dwoc tai cac
phong thi nghiém chan doan dé phat hién 4 bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta cling hai dot bién gitp virus lay lan
nhanh (D614G) va c6 thé tron thoat hoat dong ciia khang thé dac hiéu (E484K).
Phwong phdp nghién ciru: Cac primer va probe dé phét hién céc bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta dugc thiét ké
dwa trén sy phat hién cac dot bién chuyén biét cua cac bién thé nay. Céc bién thé Alpha, Beta va Delta duoc phat hién
dwa ARMS Tagman real-time PCR (ARMS: Amplification Refractory Mutation System) vai nguyén tic la néu co dot
bién thi Tagman probe s& khéng bj thily giai va s& khong cé tin hiéu khuéch dai va nguoc lai néu khong co dot bién thi
Tagman probe s& bj thily giai va s& c6 tin hiéu khuéch dai. Bién thé Gamma va cac dot bién D614G ciing nhu dot bién
E484K duoc phat hién dua trén SNP Tagman real-time PCR véi nguyén tic 1a mai dot bién s& duoc phat hién bang hai
Tagman probe co reporter khac nhau la FAM va HEX hay TexasRED va CY5 va tuy thugc vao sy phat huynh quang sém
hay tré cua hai Tagman probe ndy ma két luan duoc 1a c6 hay khong c6 dot bién. Bo xét nghiém duoc thiét ké gom ba
RT multiplex real-time PCR vai multiplex A (MPL-A) phat hién SARS-CoV-2 dya trén gene E véi moi va Tagman probe
(FAM) theo thiét ké cua WHO, bién thé Alpha (HEX) va chiing ngi 1a gene RNAseP (CY5); MPL-B phat hién bién thé
Delta (FAM), bién thé Beta (HEX), va bién thé Gamma (TexasRED/CY5); MPL-C phat hién D614G (FAM/HEX) va
E484K (TexasRED/CY5). Cac multiplex dugc duoc pha tr AgPath-ID™ QOne-Step RT-PCR (ThermoFisher,
M7¥). Dé kiém tra cac thiét ké mdi va probe danh cho cac dot bién cd hoat dong hiéu qua khong va do nhay in-vitro, céc
trinh tu DNA tuong tmg cho cac dot bién ciing dugc thiét ké dé 1am vai tro chung [+]. Bo xét nghiém sau d6 duoc thir
trén cac mau that 1a céc tach chiét RNA da co két qua [+] SARS-CoV-2 duoc cung cap tir phong thi nghiém c6 chiic ning
xét nghiém.
Két qud: Thir nghiém trén céc chimng [+] cho két qua giéi han phét hién cua gene E va bién thé Alpha Ia 10 fm/ul, bién
thé Delta 12 10°° fm/pl, bién thé Beta va bién thé Gamma Ia 107 fm/ul , cac dot bién D614G va E484G 1a 10°°. Khong c6
hién tuong phat hién chéo cac dot bién hay cac bién thé. Thir nghiém trén cac tach chiét RNA di xac dinh [+] SARS-
CoV-2. Véi cac mau lay tir TP. HCM, két qua cho thiy thang 4/2020 (1 mau) la chang nguyén thuy chua c6 dot bién
D614G va E484K, trong khi thing 6 nam 2021 thi céc mau thir (12) 12 bién thé Delta c6 thém dot bién D614G nhung
khong co dot bién E484K. Vi cac mau lay tir Quang Nam, két qua cho theiy vao thang 6/2020 vira c6 chung ¢ dot bién
D614G (3) vira co chung nguyén thuy (2), trong khi thang 6/2021 thi tat ca cac ching la blen thé Alpha (4) va c6 dot bién
D614G. Mau c6 ching nguyeén thuy, mau c6 bién thé Delta, mau c6 bién thé Alpha va mau chi co dot bién D614G déu
duoc giai trinh tu gen S va két qua hoan toan pht hop vei két qua real-time PCR.
Két lu@n: Theo qui luat tién hoa thi mot bién thé c6 toc do lay lan nhanh s& dan dan thay thé chang hoang dai ban dau va
mot khi dia phuong dat mién dich cong dong ddi voi mot bién thé nay thi lai c6 thé nhay cam véi mot bién thé khéc do
vy ma c6 thé bi thay thé boi mot bién thé khac. Chinh vi vay viéc trién khai xét nghiém multiplex real-time PCR dé phat
hién 4 bién thé 1ay lan nhanh tai cac phong xét nghiém chin doan 1a rat can thiét. Vi mot s6 két qua thir trén cac mau
tach chiét RNA, c6 thé két luan rang tai TP. Ho Chi Minh ldc méi bét dau dich thi SARS-CoV-2 van la chung hoang dai
ban dAu, nhung hién nay thi di hoan toan bi thay thé bai bién thé Delta. Tai Quang Nam thi khai dau dich 1a chung hoang
dai nhung ciing dé Iuu hanh chung c6 dot bién D614G, hién nay thi bién thé Alpha dang luu hanh va c6 dot bién D614G.
Riéng dot bién E484K thi cho dén hién nay van chua xuit hién va ddy 1a mot dau chi cho thdy SARS-CoV-2 chua khang
duogc cac khang thé dic hiéu viing nhan dién thy thé trén protein gai caa virus.
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Real-time PCR detects 4 rapid transmission variants of SARS-CoV-2
Background: Currently in the world there are many variants of SARS-CoV-2, among which there are 4 variants: Alpha
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma variant (P.1), and Delta variant (B.1.617.2) has a faster transmission rate than the
original strain by 82%, 161%, 50% and 198%, respectively. To detect the SARS-CoV-2 variants circulating in a certain



endemic area, the method that the researchers are currently using is to sequence the entire genome of the viruses detected
in the samples. However, the sequencing method has the limitation that it cannot be applied in clinical laboratories.
Aim of the study: Design a test kit using multiplex real-time PCR that can be performed in diagnostic laboratories to
detect 4 variants Alpha, Beta, Gamma and Delta and two mutations that help the virus to spread rapidly (D614G) and can
escape the action of specific antibodies (E484K).

Material and method: Primers and probes to detect Alpha, Beta, Gamma and Delta variants are designed based on the
detection of specific mutations of these variants. The Alpha, Beta and Delta variants were detected based on ARMS
Tagman real-time PCR (ARMS: Amplification Refractory Mutation System) with the principle that if a mutation is
present, the Tagman probe will not be hydrolyzed and will not have an amplified signal, if there is no mutation the Tagman
probe will be hydrolyzed and will have an amplified signal. The Gamma variant and the D614G mutations as well as the
E484K mutations were detected based on the SNP Tagman real-time PCR with the principle that each mutation would be
detected by two Tagman probes with different reporters, FAM and HEX or TexasRED and CY5 and depending on the
early or late of the fluorescent signal of these two Tagman probes, it can be concluded whether or not there is a mutation.
The test kit is designed with three RT multiplex real-time PCR with multiplex A (MPL-A) to detect SARS-CoV-2 based
on E gene using primers and Tagman probe (FAM) according to WHO design, variant Alpha (HEX) and the internal
control is the RNAseP gene (CY5); MPL-B detects Delta variant (FAM), Beta variant (HEX), and Gamma variant
(TexasRED/CY5); MPL-C detects D614G (FAM/HEX) and E484K (TexasRED/CY5). The multiplex was prepared from
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (ThermoFisher, USA). To check the primers and probes, the corresponding DNA
sequences for the mutants were also designed as controls [+]. The test kit is then tested on samples that are the RNA
extracts positive with SARS-CoV-2.

Results: Testing on [+] controls showed that the detection limit for the E gene and the Alpha variant was 10 fm/pl, the
Delta variant was 10-° fm/pl, and the Beta and Gamma variant was 107 fm/ul, the D614G and E484G mutations were 10°
® fm/pl. There was no cross-detection of mutations or variants. Tested on RNA extracts that were positive with SARS-
CoV-2, the results said that: In HCMC, the strain (1) taken in April 2020 is the wild type, while all strains (12) taken in
June 2021 are Delta variants with additional mutations D614G and no mutations E484K; In Quang Nam, the samples
taken in June 2020 are both wild type (2) and have mutation D614G (3), while in June 2021 all strains were variants
Alpha (4) and has the D614G mutation. The sample with the wild type, with the Delta variant, with the Alpha variant and
the sample with only the D614G mutation were sequenced the whole S gene and the results were completely consistent
with the real-time PCR results.

Conclusion: According to the laws of evolution, a rapidly spreading variant will gradually replace the original wild strain,
and once community immunity to a variant is achieved, it may be susceptible to another variant and it can therefore
replace the old one. Therefore, it is necessary to develop and set-up the multiplex real-time PCR test to detect 4 rapid
transmission variants in diagnostic laboratories. With the collected results on the stock samples, we can conclude that at
the beginning of the epidemic in Ho Chi Minh City, SARS-CoV-2 was still the original wild strain, but now it has been
completely replaced by the Delta variant. In Quang Nam, the beginning of the epidemic was a wild strain but also
circulating a strain with a D614G mutation, however the Alpha variant is currently circulating and has a D614G mutation.
Particularly, the E484K mutation has not appeared so far and this is an indication that SARS-CoV-2 has not yet been
resistant to specific antibodies that recognize the receptor on the spike protein of the virus.
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Pit vin dé

Trong qua trinh 13y truyén trén nguoi, SARS-CoV-2 da hinh thanh nén cac dot bién dé virus ngay
cang lay truyén dé dang hon va theo qui luat tién hoa thi cac virus lay truyén cang nhanh cang dé thi
s& dan dan thay thé céc virus lay truyén cham hon truéc d6. SARS-CoV-2 gay bénh dau tién tai Vil
Han la dong nguyén thay tuy nhién sau khi lan qua Au Chau thi virus da c6 bién doi dau tién trén gen
S hinh thanh nén dot bién D614G, tai vi tri codon 614 ctia gen S thay vi 1a aspartic acid (D) lai bi
thay thé bang Glycine (G) 1am cho viing bam thy thé (RBD) ciia protein gai mé rong ra hon nén gilp
cho virus bam vao thu thé ACE2 dé hon va chit hon!!. Chinh vi vay ma bién chiing nay, goi la chiing
G, da thay thé hoan toan chung D trudc d6. That ra thi dot bién D614G da xuat hién rai rac tai Vi
Han nhung khi lan qua Chau Au thi ty & xuat hién di ting 1én dén 20% cac ching va dén thang 6 da
chiém 100% céc chang véi hau qua 12 tao ra cac lan séng lay nhiém khéng chi tai My, cac nuéc Chau
Au ma rét nhiéu nudc trén thé gigi™. Tai Viét Nam, SARS-CoV-2 mang d6t bién D614G da xuat
hién rat sém tir thang 3 ndm 2020 va ngudn gbc 12 tir cac khac du lich tir Au Chaul®®l va vu dich xay
ra tai Pa Néng vao thang 7 nam 2020 ciing 1a do SARS-CoV2 mang dot bién nay gay ra.

Nho giai trinh tu bo gen cua SARS-CoV-2 lién tuc ma cho dén hién nay cac nha khoa hoc da phét
hién ra nhiéu bién thé cua virus dang luu hanh v&i xuat phat ban dau c6 thé tir mot s6 québc gial®l. o



1a bién thé Alpha (con goi la B.1.1.7) xuét phét tir Anh Québc duoc béo céo tir thang 12 nam 20201,
lay lan nhanh hon 82% so vdi virus ban dau; Bién thé Beta (B.1.351) xuét phat tir Nam Phi béo cao
dau tién tir thang 1/2021 c6 téc do 1ay lan nhanh hon 50%0!; Bién thé Gamma (P.1) xuit phat tir
Brazil tir thang 1/20211%71 ¢6 tdc do 1ay lan nhanh hon 161%; Bién thé Epsilon (B.1.429 va B.1.427)
Xuit phét tir Hoa Ky tir thang 3/2020"°) ¢6 téc d6 1ay lan nhanh hon 20%; Bién thé Delta (B.1.617.2)
xuat phat tir An Do va duoc bao c4o vao thang 5 nam 2021'°! ¢6 tdc do 1y lan nhanh nhét, hon 198%
S0 Vi chung ban dau va bién thé nay chinh 1a bién thé khong chi hoanh hanh tai An Do ma ca céc
qudc gia déong Nam A hién nay. Ngoai ra con c6 cac bién thé khéac nira nhu Kappa (B.1.617.1) xuat
phét tir An d6 va Eta (B.1.525) xuat phat tir Nigeria hién dang duoc diéu tra thém. Cac bién thé nay
c6 mot dic diém chung 13 déu mang dot bién D614G°! 1am cho viing bam thy thé trén protein gai cua
virus mé rong ra hon, nho vay ma virus dé dang 1ay nhiém hon. Ngoai dot bién D614G, cac bién thé
con c6 thé thém maot sb dot bién trén mot sé codon anh huong tryc tiép hay gian tiép 1&n 1én ciu tric
vuing bam thu thé cua protein gai cta virus va chinh cac dot bién nay da lam ting kha ning 1ay nhiém
(nhu dot bién N501Y, E484K...) hay dot bién c6 thé 1am 1am gia ting nguy co virus trén thoat mién
dich bao vé cua nguoi do chung ngira hoic khang lai hiéu qua huyét thanh diéu tri'*! (d6t bién E484K,
K417N/T, L452R, ...).

Dé phat hién duoc cac bién thé SARS-CoV-2 dang luu hanh tai mét ving dich té nao d6 thi phuong
phap ma cac nha nghién cau hién dang str dung la giai ma toan b gen cua cac virus phat hién dugc
trong cac mau thu!'%. Phuong phap nay c6 mét loi thé 1a phat hién duoc toan bo cac dot bién trong
bo gen cua virus, khdng chi ¢ gen S ma con trén cac gen khac nhu gen N. Khong chi vy phuong
phép nay con c6 thé phat hién duoc cac dot bién mai va nhu vay 14 c6 thé phat hién duoc céac bién
thé méi cua virus. Tuy nhién phuong phéap giai trinh tu ¢ han ché la khong thé ap dung dwoc tai cac
phong xét nghiém chdng dich ma chi c6 thé ap dung duoc tai cic trung tim c6 phuong tién giai trinh
tu ma thoi. Dé co thé dap ung duoc kip thoi kha ning chdng dich thi phai ¢ giai phap phat hién va
dinh lvong SARS-CoV-2 ddng thoi phét hién cac bién thé c6 nguy co 1ay lan cao hién dién trong mau
thir 1y tir cac truong hop nhiém bénh ciing nhu c6 nguy co nhidm bénh va giai phap nay phai cé thé
thuc hién duoc tai cac phong thi nghiém chéng dich hién nay, tic 1a cac phong thi nghiém c6 trang
bi phurong tién real-time PCRI,

Muc tiéu nghién caru

Muc tiéu chinh caa dé tai nay 1a nghién ciru ché tao bo xét nghiém real-time PCR vira phét hién va
dinh lugng SARS-CoV-2; Bong thoi phat hién céc bién thé c6 kha ning lay lan nhanh bao gdm bién
thé Anh Qudc (Alpha), bién thé Nam Phi (Beta), bién thé Brazil (Gamma) va bién thé An B¢ (Delta);
Ngoai ra phat hién thém hai dot bién quan trong lién quan nhiéu dén kha ning lay lan (D614G) va
nguy co giam hiéu qua mién dich bao vé cua vaccin (d6t bién E484K).

Muc tiéu cu thé cua dé tai 1a: (1) Xac dinh do nhay in-vitro cua b xét nghiém tic 1a gisi han phét
hién chinh xac cac muc tiéu dich trén cac mau chig duong duoc thiét ké. (2) Xac dinh d6 nhay va
d6 dac hiéu khi tha nghiém trén cac mau thi that 1a cac tach chiét RNA ciing nhu mét sé mau that da
xéc dinh [+] voi SARS-CoV-2 ddng thai so sanh véi két qua giai trinh tu dé xac dinh do dic hiéu cua
bo xét nghiém.

Phwong phap nghién ciru

1. Thiét ké va ché tao bé xét nghiém real-time PCR

Str dung cac_mdi va probe phat hién gen E cua virus do WHO cong b dé phét hién va dinh luong
SARS-CoV-2,. Bé phat hién cac bién thé, ching tdi lra chon cac dot bién dic hiéul®! cho bién thé
Alpha, Beta, Gamma va Delta roi thiét ké cac mdi va probe dic hiéu cac dot bién nay. Ciing thiét



ké thém céc mdi va probe dic hiéu dé phat hién hai dot bién D614G va E484K. Céc bién thé
Alpha, Beta va Delta dugc phat hién dua vao ARMS Tagman real-time PCR (ARMS:
Amplification Refractory Mutation System) haychinh xac hon Tagman real-time PCR that bai
dich™™ (Target Failure Tagman Real-time PCR) vé&i nguyén tic l1a néu c6 dot bién thi Tagman
probe s& khong bi thay giai va s& khéng co tin hiéu khuéch dai va nguoc lai néu khong co dot
bién thi Tagman probe sé& bi thiy giai va s& cd tin hiéu khuéch dai. Bién thé Gamma va cac dot
bién D614G ciing nhu dot bién E484K duoc phét hién dua trén SNP Tagman real-time PCRI!
véi nguyén tic 13 mdi dot bién s& duoc phat hién bang hai Tagman probe c6 reporter khac nhau
la FAM va HEX hay TexasRED va CY5 va tuy thudc vao su phat huynh quang sém hay tré cua
hai Tagman probe nay ma két luan duoc 13 c6 hay khong c6 dot bién. Ngoai ra mdi va probe dic
hiéu gene RNAseP cua té bao nguoi ciing duoc sir dung dé lam chang noi. Céc chimg duong
(C[+]) 14 c4c trinh tu c6 dot bién va trinh tu khong dot bién twong ng, gom cac loai sau day: 1
ching duong cho gen E (E Oligo); 2 chung dwong cho bién thé Alpha (UK_Oligo va
notUK_Oligo); 2 ching dwong cho bién thé Beta (SAF_Oligo va notSAF_Oligo), 2 chimg duong
cho bién thé Gamma (BrZ_Oligo va notBrZ_Oligo), 2 chimg duong cho bién thé Delta
(InD_Oligo va notInD_Oligo), 2 chimg dwong cho d6i bién D614G (614D _Oligo va
614G_0ligo), 2 chimg duong cho dot bién E484K (484E_Oligo va 484K _Oligo). M4 sb truy cap
trén NCBI gene bank dé tir d6 thiét ké trinh tu cac moi, probe va chimg [+] dugc trinh bay trong
bang 1 trong phan phu luc. T4t ca cac mdi, probe va chimg dwong déu duogc dat tong hop tir hdng
Macrogen caa Han Quéc. Bo xét nghiém real-time PCR duoc thiét ké thanh 3 multiplex real-time
PCR. Multiplex A dé phat hién va dinh luong SARS-CoV-2, phét hién bién thé Alpha va phat
hién chiing noi. Multiplex B dé phat hién bién thé Beta, bién thé Gamma va bién thé Delta.
Multiplex C dé phat hién cac dot bién D614G va E484K. Cac Multiplex real-time PCR duoc pha
tir AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (ThermoFisher, M), gom 2X RT-PCR buffer,
25X RT-PCR enzyme, Nuclease free water. Cong thic pha dugc trinh bay trong bdang 2 &
phan phy lyc.

Khdo sat dg nhay ciia by xét nghigm khi the trén cac mdu chieng dwong

Céac mau chung [+] ¢ dang dong kho dugc pha trong TE 1X dé c6 ham lwong 100pm. Sau d6 pha
lo&ing tiép ciing trong TE 1X theo hé s6 pha loang 10 dé co cac do pha lodng tir 10° dén 10
tuong tng voi ham lwong 107 fm/pl d&én 1077 fm/pl. Ching [-] dugc st dung la dung dich TE 1X.
Cho 5pl cac d6 pha lodng cua ching [+] va ching [-] vao cac MPL A, B va C tuong tng. Thé
tich ciia cac MPL A, B va C 1a 15pl, nhu vay tong thé tich cua mdi phan ung 1a 20ul. Bang 3, 4
va 5 (phan phu luc) trinh bay cach cho cac chiing [+] va chang [-] vao cac MPL A, B va C.

Sau khi cho cac chang [+] va chung [-] vao cac MPL A, B va C; ly tdm ling rdi cho vao may
real-time PCR cua Biorad (CFX96 touch screen, My). Chon 4 kénh mau FAM, HEX, TexasRED
va CY5. Chay chuong trinh one-step RT real-time PCR gom céac budc sau: (i) Pau tién 1a chuong
trinh phién ma nguoc ¢ 45°C trong 10 phut; (ii) Sau d6 bat hoat enzyme phién ma nguogc va kich
hoat enzyme hot-start Taq polymerase ¢ 95°C trong 10 phut; (iii) Cudi cing chay chuong trinh
real-time PCR trong 40 chu ky véi 2 budc nhiét 6 95°C trong 15 gidy dé bién tinh va 60°C trong
01 phut dé nhan ban va phéat hién trinh ty dich

Khdo sat kha ndng phdt hign céc bién thé SARS-CoV-2 trén cac mdu that

Céac mau that gom cac mau tach chiét RNA da xac dinh SARS-CoV-2 duong tinh va mot s6 mau
that 14 cac mau thtr da duoc 1am xét nghiém RT-PCR va xac dinh 1a [+] véi SARS-CoV-2. Vi
céc mau la cac tach chiét RNA thi lay truc tiép dich tach chiét nay dé thuc hién One-step RT real-
time PCR. Véi cac mau that thi tién hanh tach chiét RNA bang bo thudc thir "\NDNARNAprep
MAGBEAD cua cong ty Nam Khoa thuc hién trén may tach chiét tu dong. Céc tach chiét RNA



dugc cho vao MPL-A, MPL-B va MPL-C véi thé tich 5pl cho mdi mix chira 15ul One-step RT
real-time PCR mix. Ly tdm ling cac MPL rdi cho vao budng u nhiét cia may real-time PCR va
chay chuong trinh one-step RT real-time PCR nhu trinh bay ¢ phan trén. Dé khao sat do nhay
phat hién cac bién thé SARS-CoV-2 trén mau that, tién hanh pha lodng cac tach chiét RNA tir cac
mau that duoc xéac dinh [+] voi SARS-CoV-2 rdi cho vao cac MPL-A, MPL-B va MPL-C, chay
chuong trinh one-step RT real-time PCR rdi ghi nhan két qua dé tim d6 pha lodng cao nhat ma
van con cd thé phat hién gen E , cac bién thé, hai dot bién D614D va E484K. Vi cac mau di co
két qua xac dinh duoc cac bién thé cua SARS-CoV-2, chon nhitng mau co két qua real-time phat
hién sém tac 1a 6 nong @6 vi rit cao rdi thuc hién giai trinh ty toan bo gen S. So sanh két qua
giai trinh tu véi két qua real-time trong xac dinh cac bién thé SARS-CoV-2.

Két qua nghién ciru
1. D¢ nhay ciia by xét nghigm khi the trén cac mdu chieng dwong

D6 nhay trong phét hién gen E: Bdng 6 (phan phu luc) trinh bay két qua do nhay trong phéat hién
gen E. Két qua cho thdy do nhay trong phat hién SARS-CoV-2 1a 10 fm/ul (1-10 copies cho mot
thé tich dich tach chiét RNA cho vao éng phan tng)

D6 nhay trong phét hién bién thé Alpha (UK), Delta (InD), Beta (SAF) va Gamma (BrZ): Bdng
7 (phan phu luc) trinh bay két qua do nhay trong phat hién bién thé Alpha. Két qua cho thiy cho
dén ¢ ham lugng chung [+] 1a 10 fm/ul (1-10 copy cho mét thé tich dich tach chiét RNA cho
vao 6ng phan ng) van co thé phan biét dugc bién thé UK (khdng cho tin hiéu khuéch dai ¢ kénh
HEX) véi khong phai bién thé UK (cho tin hiéu khuéch dai & kénh HEX). Bdng 8 (phan phy luc)
trinh bay két qua do nhay trong phat hién bién thé Delta. Két qua cho thay cho dén ¢ ham lugng
chang [+] 1a 10°° fm/ul (10-100 copies cho mét thé tich dich tach chiét RNA cho vao 6ng phan
ng) van c6 thé phan biét dugc bién thé InD (khong cho tin hiéu khuéch dai ¢ kénh FAM) véi
khong phai bién thé InD (cho tin hiéu khuéch dai & kénh FAM). Bdng 9 (phan phu luc) trinh bay
két qua do nhay trong phat hién bién thé Beta. Két qua cho thay cho dén ¢ ham luong ching [+]
1a 10 fm/pl (1-10 copy cho mét thé tich dich tach chiét RNA cho vao dng phan tng) van cé thé
phan biét duoc bién thé SAF (khdng cho tin hiéu khuéch dai & kénh HEX) véi khdng phai bién
thé SAF (cho tin hiéu khuéch dai & kénh HEX). Bang 10 (phan phu luc) trinh bay két qua d6 nhay
trong phat hién bién thé Gamma. Két qua cho thay cho dén & ham luong chang [+] 1a 10°6 fm/ul
(1 copy cho mét thé tich dich tach chiét RNA cho vao 6ng phan tng), van c6 thé phan biét duoc
bién thé BrZ (Ct caa CY5 sém hon TexasRED) véi khdng phai bién thé BrZ (Ct ciia CY5 khéng
sém hon TexasRED)

D6 nhay trong phét hién cac dét bien D614G va E484K: Bang 11 (phan phu luc) trinh bay két
qua do nhay trong phét hién dot bién D614G. Két qua cho thay cho dén ¢ ham lwong chung [+]
1a 10°° fm/pl (10-100 copy cho mét thé tich dich tach chiét RNA cho vao ng phan &ng), van c6
thé phan biét duoc co dot bién D614G (Ct cia FAM sém hon HEX) véi khong c6 dot bién D614G
(Ct cia FAM khdng sém hon HEX). Bang 12 (phan phu luc) trinh bay két qua do nhay trong phét
hién dot bién E484K. Két qua cho thay cho dén & ham lwong chiing [+] 1a 10°° fm/ul (10-100 copy
cho mat thé tich dich tach chiét RNA cho vao dng phan ung), van cé thé phan biét duoc co dot
bién E484K (Ct ciia CY5 sém hon TexasRED) vé6i khong c6 dot bién E484K (Ct cua CY5 khong
sém hon TexasRED)

2. Két qud thir nghigm trén cac mdu that
Poc két qua trén MPL A dé (al) Phat hién va dinh luong gen E dya vao tin hiéu khuéch dai cua
kénh FAM; (a2) Phét hién bién thé Alpha dua vao sy that bai cua tin hiéu khuéch dai kénh HEX;
(a3) Phat hién ching noi dua vao tin hiéu khuéch dai kénh CY5. Poc két qua trén MPL B dé: (b1)



Phat hién bién thé Delta dwa vao sy thit bai cua tin hiéu khuéch dai kénh FAM:; (b2) Phéat hién
bién thé Beta dya vao sy that bai cua tin hiéu khuéch dai kénh HEX; (b3) Phat hién bién thé
Gamma dua vao su xuat hién cuaa tin hiéu khuéch dai kénh CY5 sém hon so véi tin hiéu khuéch
dai kénh TexasRED. Bang 13 trinh bay cach doc két qua dé phat hién cac bién thé trén MPL A
va MPL B, cac két qua ngoai két qua trinh bay trong bang 13 khong cho phép xac dinh bién thé.
Doc két qua trén MPL C dé: (c1) Phat hién c6 dot bién D614G dua vao sy xuat hién cua tin hiéu
khuéch dai kénh FAM sém hon tin hiéu khuéch dai kénh HEX; (c2) Phét hién co d6t bién E484K
dua vao su xuat hién cua tin hiéu kénh CY5 sém hon tin hiéu khuéch dai kénh TexasRED.

Két qud trén cac mdu Leu Idy tir TP. HCM: C6 8 miu luu RNA 14y vao thang 4 nim 2020, két
qua c6 5 mau &m nghiém ¢ 1& do ham luong RNA thap va di bi huy trong qua trinh luu tri, 3
mau cho két qua khdng phai cac bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta, khdng co dot bién D614G
va dot bién E484K. Piac diém caa cac mau nay 1a ¢6 1 mau cho chu Ky ngudng som la 22.93, 2
mau c6n lai cho chu ky ngudng tré 1 30.90 va 33.54. C6 23 mau luu RNA 14y vao thang 6 nim
2020, két qua tat ca déu Ia bién thé Delta, c6 dot bién D614G va khong co dot bién E484K. Pac
diém caa cac mau nay la cd chu ky ngudng gen E som, som nhat 12 14.2 con tré nhat 1a 31.4 voi
da s6 1a dudi 25. Két qua duoc trinh bay trong bdng 14 (phan phu luc).

Két qud trén cac mau leu ldy tir Quang Nam: C6 8 miu luu RNA 1ay vao thang 7 ndm 2020, két
qua c6 5 mau am nghiém c6 18 do ham lwong RNA thip va da bi hiy trong qua trinh luu trit, 3
mau cho két qua khdng phai cac bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta, c6 dot bién D614G nhung
khong c6 dot bién E484K. Pac diém cac mau may la c6 1 mau Ct 31.84, 1 mau Ct 25.54 va 1
mau Ct 27. 68. C6 12 mau luu RNA 14y vio thang 6 ndm 2021, két qua cho thdy ¢6 7 mau am
nghiém do ham luwong RNA thip, 4 mau la bién thé Alpha c6 dot bién D614G va khong dot bién
E484K, 1 mau khong phai cac bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta, c6 dot bién D614G va
nhung khong c6 dot bién E484K. Két qua duogc trinh bay trong bang 15 (phan phu luc).

Qua céc két qua thir nghiém trén cac mau that du sé lugng khéng nhiéu nhung ciing c6 thé ¢6 mot
s6 nhan dinh sau: (i) Ngay tir dau dich thi TP. HCM chi c6 chung nguyén thay, chua dot bién
D614G ciing nhu E484K, nhung hién nay tai TP. HCM dang luu hanh bién thé Delta c6 dot bién
D614G nhung van chua c6 dot bién E484K va tai luong virus phét hién duoc 1a kha cao. (i) Tai
Quang Nam thi vy dich vao thang 7 niam 2020 1a do chiing dot bién D614G, nhung hién nay Véi
cac mau cua thang 6 nam 2021 thi cac chung phat hién duoc 12 bién thé Alpha c6 dot bién D614G
va chua c6 dot bién E484K va dic diém chung Ia tai luong virus khoéng cao Iam. Cac biéu dé 1
dén 4 (phan phu luc) minh hoa céc két qua phat hién cac bién thé va cac dot bién

So sanh vdi két qud gidi trinh te: Dua trén két qua MPL real-time PCR, chon mét mau bién thé
Alpha (PCT-03), mot mau bién thé Delta (P7), mot mau khong dot bién (P29) va 1 mau chi ¢6
dot bién D614G (C11) la nhitng miu c6 Ct cua gen E sém nhat dé thuc hién giai trinh ty truc tiép.
Két qua cac dot bién phat hién duoc qua giai trinh ty duoc trinh bay trong hinh 1 va bang 16.

D4 nhay cua xét nghiém phat hién céac bién thé va cdc dét bien D614G va E484K: Phan tich chu
ky ngudng cua cac duong biéu dién khuéch dai trén cac MPL-A, MPL-B, MPL C duoc cho vao
cac d6 pha lodng tach chiét RNA cua cac mau P7 (bién thé Delta) va PCT-03 (bién thé Alpha) dé
xéac dinh d6 nhay trong phat hién gen E, cac bién thé Alpha va Delta, dot bién D614G va E484K.
Do nhay trong phat hién gen E 1a d6 pha lodng cao nhat hay sé copy thap nhét caa vi rit ma van
con tin hiéu khuéch dai kénh FAM trén MPL-A. D6 nhay trong phat hién cac bién thé 1a d6 pha
lodng cao nhat hay sé copy thap nhét cua vi rGt ma van con c6 thé phan biét duoc bién thé khi
doc két qua trén MPL-A va MPL-C. Vi du cu thé trong bang 17 (phan phu luc) d6 nhay phat hién
duoc bién thé Delta 1a 10 copy vi ¢ ham lugng vi-rit ndy van biét dugc mau khong phai 12 bién
thé Alpha (c6 tin hiéu khuéch dai trén kénh HEX & MPL-A), khong phai la bién thé Beta (c6 tin
hiéu khuéch dai kénh HEX & MPL-B) va ciing khong phai la bién thé Gamma (Ct cia TexasRED




sém hon CY5 & MPL-B), con ¢ ham lugng thap hon thi du van biét duoc khdng phai 1a bién thé
Alpha, khdng phai 12 bién thé Beta nhung khong thé phan biét c6 phai 12 bién thé Delta hay bién
thé Gamma vi kénh FAM khéng c6 tin hiéu khuéch dai va kénh TexasRED/CY5 ciing khong ¢6
tin hiéu khuéch dai. Do nhay cua phét hién dot bién D614G 1a do pha lodng cao nhit hay sé copy
thip nhat caa vi rat ma trén MPL-C van phan biét duoc |a ¢6 dot bién D614G (Ct kénh FAM sém
hon kénh HEX) hay khong c6 dot bién D614G (Ct kénh HEX sém hon kénh FAM). Po nhay cua
phét hién dot bién E8814K 1a do pha lodng cao nhét hay sé copy thap nhat cua vi rGt ma trén
MPL-C van phan biét duoc 1a c6 dot bién E484K (Ct kénh CY5 sém hon kénh TexasRED) hay
khong c6 dot bién D614G (Ct kénh TexasRED som hon kénh CY35). Phan tich két qua trén bang
17 cho thay d6 nhay trong phat hién Gen E la 1 copy, bién thé Delta 1a 10 copy, dot bién D614G
1a 10 copy va E484K ciing 1a 10 copy. Do nhay phét hién gen E, phét hién bién thé Alpha, dot
bién D614G va E484K duoc trinh bay trong bang 18 (phan phu luc). Phén tich két qua cho thay
d6 nhay trong phat hién Gen E 1a 1 copy, bién thé Alpha 12 100 copy, dot bién D614G la 10 copy
va E484K ciing 1a 10 copy. Ngoai ra tach chiét RNA cia mau P29 duoc ghi nhan khong co dot
bién ciing dugc pha lodng thanh nhiéu d6 pha lodng va duoc cho vao cac MPL-A, MPL-B va
MPL-C dé phan tich d6 nhay phat hién gen E ciing nhu D614G va E484K. Két qua duoc trinh
bay trong bang 19 (phan phu luc). Phan tich két qua trén bang 19 cho thiy do nhay trong phét
hién Gen E Ia 1 copy, phat hién khéng phai Alpha, Beta, Gamma va Delta ciing la 1 copy. Do
nhay trong phat hién khong c6 dot bién D614G va E484K 1a dudi 1 copy.

Ban luan

WHO di c6 nhitng khuyén nghi vé céc ky thuat nén duoc sir dung dé phat hién céc bién thé cua
SARS-CoV-2, di nhién k¥ thuat giai trinh ty toan b genome bang phwong phéap giai trinh ty thé hé
méi (Next Generation Sequencing) hay bang phuong phap Sanger, tham chi chi can giai trinh tu toan
bo gen S 1a ciing du dé dugc xem 1a chuan vang!'%. Tuy nhién dé c6 thé theo ddi kip thoi su thay ddi
cua céc bién thé trong mot ving dich té tai cac phong xét nghiém chan doan hay chéng dich thi ki
thuat real-time PCR duoc xem la thich hop nhat. Hién nay ciing da c6 mot s6 nghién ctul***"] ciing
nhu mot 6 bo kit thwong mail'®? &p dung k§ thuat real-time PCR phét hién cac d6t bién va cac bién
thé khéc nhau cia SARS-CoV-2, tuy nhién van con rat hiém céc nghién ctru hay céac kit thuong mai
danh dé phat hién bién thé Delta va ciing chua c6 mot nghién ciru phét hién mot IGc 4 bién thé 1ay lan
nhanh nhu cong trinh nghién ctiru nay.

Céc cong trinh hay cac kit thuong mai hién nay thuong nham muc tiéu 1a phét hién cac dot bién roi
dira vao su phat hién cac dot bién dé phan biét duoc céc bién thé. Cac ky thuat real-time duogc st
dung rat da dang, c6 thé 1a phan tich duong cong chay cua cac san pham khuéch dai, c6 thé 1a Tagman
real-time PCR phét hién c4c phét hién cac da hinh don nucleotide (SNP), c6 thé 12 real-time PCR dua
trén kep phan tir (molecular-clamping based real-time PCR) la k¥ thuat st dung thém trinh tu c6 xeno
nucleic acid (XNA) dé khoa trinh tu khong dot biénl?4. ..

Trong nghién ctu ndy, ching tdi khong can phai phat hién nhiéu dot bién ma chi can phét hién céac
dot bién dic trung cho tirng bién thé dé dwa vao d6 ma phat hién cac bién thé. Chinh nho vay ma chi
can c6 hai MPL real-time PCR A va B 1a du dé phat hién 4 bién thé lay lan nhanh nhat hién nay, d6
la bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta. Ngoai ra, c6 thém MPL real-time PCR C dé phat hién hai
dot bién D614G va E484K ciing c6 vai trd rat quan trong. Dot bién D614G 1a @6t bién xuat hién ban
dau va hién dién trong tat ca cac bién thé cia SARS-CoV-2 hién nay, néu khong cé dot bién nay thi
chic chan vi rit s& khong c6 kha ning 1ay lan nhanh. Phat hién dot bién nay giéng nhu mét chung
noi cho su phat hién cac bién thé vi néu phét hién duoc bién thé ma khong c6 dot bién D614G thi co
thé c6 maot sai 1am hay mot bat thuong nao d6. Dot bién E484K 1a mot trong cac dot bién cé vai trd
gilp cho vi rit khang dugc kha niang trung hoa ciia cac khang thé dac hiéu dung trong diéu tri ngudi



b1 COVID-19 ning va ciing c¢6 thé co nguy co giup vi rat khang duoc vic xin. D6 chinh 1 hai 1y do
dé bo kit phat hién cac bién thé Alpha, Beta, Gamma va Delta phai c6 thém MPL C.

Tinh hinh dich COVID-19 hién nay trén thé gigi la rat phic tap, dich bung phat tai cac quéc gia Nam
A va Pong Nam A ma tac nhén 1a bién thé Delta xuat phét tir An Do. Tai cac nudc ma do bao phu
vic xin da du rong dé tao duoc mién dich cong dong thi dich COVID-19 van tai bung phét vi bién
thé Delta, mac du & cac qudc gia ndy s6 ngudi bi COVID-19 ning hay bj tir vong vi COVID-19 khéng
con cao nhu 13 trong giai doan khong cé vic xin. Tai Viét Nam, ciing do bién thé Delta ma dich
COVID-19 hién nay dang bing phat manh tai TP. H5 Chi Minh, rdi cac tinh thanh Nam Bg; Nguy
co bién thé Delta lan ra cac tinh thanh mién Trung, Ha Noi va cac tinh khéc 1a kho tranh khoi. Di
nhién giai phap dé thoat khoi dich COVID-19 Ia phai bién COVID-19 thanh mat bénh cam cim théng
thudng bang céch chich vac xin cang nhiéu ngudi cang tét dé dat dugc mién dich cong dong. Tuy
nhién véi SARS-CoV-2, mét tac nhan virus ma cac dot bién gitp hinh thanh cac bién thé lay lan
nhanh hon va gy bung phat dich khdng chi 1a thuc té ma con 1a kha ning. Chinh vi vay viéc nhanh
chéng phat hién cac bién thé ciing nhu cac bat thuong trong phét hién cac bién thé 1a rat can thiét dé
gilp truy vét nhanh nguy co xuat hién cac 6 dich ciing nhu bung phat dich méi. Di nhién tai c4c trung
tam nghién ctu qudc té vé SARS-CoV-2 thi viéc giai trinh tu cdc mau lay tir bénh nhan dugc phat
hién [+] voi SARS-CoV-2 1a mot nghién ctru duoc tién hanh lién tuc. Tuy nhién véi céc phong thi
nghiém chan doan hay chdng dich thi véi phuong tién real-time van c6 thé phét hién duoc su luu
hanh cua cac bién thé hién hanh va ciing c6 thé bao trudc dugc su thay d6i bién thé néu co trang bi
thém cac thudc thir phat hién cac bién thé. Bo thude thir dugc phat trién trong cong trinh nghién ciu
nay chinh la @& dap tng cho nhu cau thuc té do.

Két luan

Cong trinh nghién ctiru nay c6 thé duoc xem la mot trong rat it nghién cau st dung real-time PCR
phét hién dugc 4 bién thé 1ay lan nhanh nhat hién nay. Do kha ning tiép can dugc cac nguén mau luu
con han ché nén ching toi chi thir nghiém trén mot sé it mau luu thoi. Tuy nhién véi céc két qua ghi
nhan dugc chung t6i ciing c¢6 thé ¢6 mot nhan dinh vé dién tién luu hanh cac bién thé tai Viét Nam tir
khi khoi phat dich vao thang 4 nim 2020 dén nay. Khi méi bit dau dich COVID-19 thi Viét Nam luu
hanh dong SARS-CoV-2 nguyén thuy va c6 ciing c6 mot sb it c6 dot bién D614G. Tuy nhién dén
thang 7 nam 2020 thi chiung SARS-CoV-2 ¢ dot bién D614G d bat dau thay thé chung nguyén thay.
Cac dot bung phat dich nay van con I¢ té vi hau hét Ia tir cac khach Au My dén Viét Nam chua lay
lan ra cong déng. Tuy nhién dén cudi nam 2020, dich bung phéat tai Bic Giang va ching luu hanh
theo cac thong tin bao chi 1a bién thé Alpha. Tir IGc nay Viét Nam da bat dau kha vat va dé doi pho
bién thé nay. Hién nay bién thé dang luu hanh tai TP. HCM la bién thé Delta va nhu chung ta di thay
viéc d6i pho véi dich COVID-19 gay ra do bién thé Delta gay ra la cuc ky khé khin; nguy co bién
thé sau khi lay lan vé cac tinh thanh Nam B s& tiép tuc lay lan dén céc tinh thanh Trung va Bic la
rat c6 kha nang xay ra. Néu c6 diéu kién, ching t6i s& thir nghiém trén cac mau luu tai cac tinh thanh
va nhu vay 12 s& c6 mot ban d6 lich st dich t& chi tiét hon vé su luu hanh cua cac bién thé SARS-
CoV-2 tai Viét Nam.
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Phu luc

Bdng 1: Sé truy cap trén NCBI gene bank dé tir d6 thiét ké cac trinh tw moi va doan do

Name Access number Tm (°C) Tinh sach
E_Sarbeco F1 (56.5) Desalted
E_Sarbeco R2 MW134454.1 (59.4) Desalted
E_Sarbeco_P3 (FAM) (69.9) HPLC
UK_TqF (60.5) Desalted
UK TqgR 0U369514.1 and NC 045512.2 (60.7) Desalted
UK_TgPR (HEX) (69.9 HPLC
InD_TqF (61,4) Desalted
InD_TqgR 0U458307.1 and NC 045512.2 (60.3) Desalted
InD_TgPR (FAM) HPLC
SAF_TqF (60.3) Desalted
SAF_TqgR MZ619702.1 and NC _045512.2 (60) Desalted
SAF_TgPR (HEX) (70.9) HPLC
BrZ_TgF (60.5) Desalted
BrZ_TgR (60.5) Desalted
B2 TaPRL (TexaeRED) | M2306763.1 and NC_045512.2 503 oG
BrZ_TqgPR2 (CY5) (69.9) HPLC
614 TqF (59.9) Desalted
614 TgR (61.1) Desalted
514G, ToPR FAND Mz702392.1 and NC 045512.2 ) PG
614D_TgPR (HEX) (69.9) HPLC
484 TqF (60.6) Desalted
484 TgR (60.6) Desalted
484% TqPR (ToxaeRED) | 126197021 and M2306763.1 and NC_045512.2 7 e
484K-TgPR (CY5) (70.2) HPLC
RNAseP_TqF Desalted




RNAse TopR(CYe | V776651 pLe
E_Oligo MW134454.1 Desalted
B"éug"g;ig" OU369514.1 and NC_045512.2 Desaled
:‘r?g“gﬁg’gigo OU458307.1 and NC_045512.2 peeatted
g‘;{ﬁ’*gﬁg'go MZ619702.1 and NC_045512.2 Dot
g‘;tZB_rgﬁg’(:'go MZ306763.1 and NC_045512.2 Deed (o
2132‘8::33 MZ702392.1 and NC_045512.2 Destted
jgji—_g'l'i%‘; MZ619702.1 and MZ306763.1 and NC_045512.2 Desalted

Bdng 2: Ham lugng va thé tich céc thanh phan dé pha multiplex A phat hién va dinh lugng SARS-CoV-2, phét hi¢n
bién thé Alpha va phét hién ching noi. Multiplex B dé phat hién bién thé Beta, bién thé Gamma va bién thé
Delta. Multiplex C dé phat hién cac dot bién D614G va E484K

MPL real-time PCR A (MPL-A) MPL real-time PCR B (MPL-B) MPL real-time PCR C (MPL-C)
Phat hign SARS-CoV-2 Phat hi¢n bién thé Delta Phét hi¢gn D614G
E Sarbeco F1 10pm InD_TqF 10pm 614 TqF 10pm
E_Sarbeco_R2 10pm InD_TgR 10pm 614 _TgR 10pm
E_Sarbeco P3 (FAM) 5pm InD_TgPR (FAM) 5pm 614G_TgPR (FAM) 5pm
Phét hi¢n bién thé Alpha Phat hi¢n bién thé Beta 614D_TgPR (HEX) 5pm
UK_TgF 10pm SAF_TqF 10pm Phét hign E484K
UK_TgR 10pm SAF_TqR 10pm 484 TqF 10pm
UK_TgPR (HEX) 5pm SAF_TgPR (HEX) 5pm 484 TgR 10pm
Phét hign chizng ngi Phét hign bién thé¢ Gamma 484E_TgPR (TexasRED) 5pm
RNAseP_TqF 10pm BrZ_TqF 10pm 484K-TgPR (CY5) 5pm
RNAseP-TgR 10pm BrZ_TgR 10pm One-step RT-PCR mix
RNAse_TgPR (CY5) 5pm BrZ_TgPR1 (TexasRED) 5pm Apath-ID RT-PCR buffer 2X 10pl
One-step RT-PCR mix BrZ_TgPR2 (CY5) 5pm Enzyme stabilizer 1yl
Apath-ID RT-PCR buffer 2X 10pl One-step RT-PCR mix Apath-ID RT-PCR enzyme 25X | 0.8ul
Enzyme stabilizer 1pl Apath-ID RT-PCR buffer 2X 10pul DNAse/RNAse free DW to 15pl
Apath-ID RT-PCR enzyme 25% | 0.8pl Enzyme stabilizer 1pl
DNAse/RNAse free DW to 15ul | Apath-ID RT-PCR enzyme 25X | 0.8l
DNAse/RNAse free DW to 15ul
Bdng 3: Cho cac d6 pha lodng ching [+] UK_Oligo, notUK_Oligo va E_Ologo vao cac MPL A
Do pha lodng theo hé s6 pha lodng 10 cua chiing [+] UK_Oligo va notUK_Oligo Chiing

10° 1010 10 1012 0% 104 10% [-]
MPL A 15ul | 15pl | 15pl | 25pl | 15pl | 25pl | A5pl | 15ul | 15ul | 15ul | 15ul | 15ul | 15pl | 15pl | 15l
UK _Oligo Sul Sul Sul 5ul 5l 5ul 5ul
notUK_Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TE 1X 5ul

Do pha loadng theo hé sé pha loéing 10 cua chung [+] E_Oligo Chuing

10° 1070 10" 102 10" 10 1078 [
MPL A 15ul 15ul 15ul 15ul 15pl 15ul 15ul 15ul
E Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TE 1X 5ul

Bdng 4: Cho cac do pha lodng chang [+] InD_Oligo, notinD_Oligo, SAF_Oligo, notSAF_Oligo, BrZ_Oligo,
notBrZ_Oligo vao cac MPL B

D¢ pha loang theo hé s pha loéing 10 cua ching [+] InD_Oligo va notlnD_Oligo Chung
10° 100 10" 10%2 10 10 10% [-]
MPL B 15ul | 15pl | 15ul | 25ul | 15pl | 15ul | 15pl | 15ul | 15pl | 15ul | 25l | 15ul | 15ul | 15pl | 15l
InD_Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul Sul
notinD_Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TE 1X 5ul
Do pha lodng theo hé s pha lodng 10 cua ching [+] SAF_Oligo va notSAF_Oligo Chuing
10° 100 101 102 108 10 101 [-]
MPL B 15ul | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 25pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15l
SAF Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
notSAF_Oligo Sul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TE 1X Sul
D¢ pha loang theo hé s pha lodng 10 cua chiing [+] BrZ_Oligo va notBrZ_Oligo Chung
10° 100 10" 10 108 10 10% [-]
MPL B 15ul | 25l | 15ul | 25upl | 15ul | 15ul | 15pl | 15ul | 15ul | 25l | 15pl | 15pl | 5ul | 15ul | 15ul
BrZ_Oligo 5ul 5ul 5ul Sul Sul Sul 5ul
notBrZ_0Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TE 1X 5ul




Bdng 5: Cho cac d6 pha lodng chung [+] 614D_Oligo, 614G_Oligo, 484E_Oligo, 484K_Oligo vao cac MPL C

Do pha lodng theo hé s6 pha lodng 10 cua ching [+] 614D _Oligo va 614G_Oligo Chung
10° 100 10 10 102 10 10% [-]
MPL C 15ul | 25pl | 15ul | 15l | 15ul | 15pl | 15pl | 15ul | 15pl | 15pl | 25pl | 15ul | 15pl | 25ul | 15ul
614D Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
614G _Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
TE 1X 5ul
Do pha lodng theo hé s6 pha lodng 10 cua chiing [+] SAF_Oligo va notSAF_Oligo Chuang
10° 1010 101 1042 108 104 10% [-]
MPL C 15ul | 15pl | 15pl | 15ul | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15pl | 15l | 15pl
484E_Oligo 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
484K _Oligo 5ul Sul Sul Sul Sul Sul Sul
TE 1X 5ul

Bdng 6: Ct cac tin hiéu khuéch dai kénh FAM (gen E) dwoc ghi nhan tir biéu d6 caa MPL-A (biéu do phai) khi cho
cac d¢ pha lodng cua ching [+] gen E.

Amplification
T

5000

Ham lwgng FAM (gen E)
MPL-A fm/l Ct
E-9 101 21.91
E-10 107 25.27
E-11 103 28.77
E-12 10 32.38
E-13 10° 36.02
E-14 10 36.31
E-15 107 NA

4000 L.

3000 I

23000 Lot
&
2000 |

1000 |

20
Cycles

Bdng 7: Ct céc tin hiéu khuéch dai kénh HEX duoc ghi nhan tir biéu db tin hiéu caa MPL-A khi cho cac do pha
lodng cua chiing [+] khéng phai bién thé UK (biéu db trai) va chirng [+] 1 bién thé UK (biéu do phai).

HEX
Ct

20.61
24.45
28.50
31.29
36.34
37.84
NA

Amplification

HEX

3000 4

= 2000

1000 4

/

Ct

Amplification

400 oo

NA
NA
NA
NA
NA

T i
20 30
Cycles

t
4

NA
NA

300 Lo

2 |
g 200

100 Lotk oo

S

20
Cycles

Bdng 8: Ct céc tin higu khuéch dai kénh FAM dugc ghi nhan tir biéu do cua MPL-B khi cho céc do pha lodng cua
ching [+] khdng phai bién thé InD (biéu d6 trai) va ching [+] 1a bién thé InD (biéu dd phai).

FAM
Ct

20.19
23.46
27.16
30.85
35.17
NA
NA

Amplification

FAM

20

&

3

RFU {1043)

o

Ct

Amplification

NA
NA
NA
NA
NA

20
Cycles

30

NA
NA

20
Cycles

Bdng 9: Ct céc tin higu khuéch dai kénh HEX duoc ghi
chang [+] khdng phai bién thé SAF (biéu db trai

nhan tir biéu d6 cua MPL-B khi cho cac do pha lodng cia
) va chitng [+] 12 bién thé SAF (biéu dd phai).

HEX
Ct

20.91
24.16
27.52
30.87
34.91
37.31
37.34

Amplification

HEX

9000 T

8000

TOOO F.. e

G000 F .

- 5000

é 4000

3000 F

2000
1000

0

Ct

Amplification

ABDD v e

NA
NA
NA
NA
NA
NA

[

Cycles

NA

S P

RFU

600 +

20 0
Cycles




Bdng 10: Ct cac tin higu khuéch dai kénh TexasRED va CY5 duoc ghi nhan tir biéu do cua MPL-B khi cho céc d¢
pha lodng cua chiing [+] khdng phai bién thé BrZ (biéu db trai) va ching [+] 12 bién thé BrZ (biéu dd phai).

TXR/CY5
Ct

Ampiification

7000 ]

19.21
23.00
27.04
30.15
33.42
36.74
37.51

19.66
23.38
27.41
30.51
33.87
37.48
37.94

6000 3

5000 3

2000 3

3000 3

2000 3

1000 ]

TXR/CY5
Ct

23.31
27.16
30.61
33.89
37.29
39.20
36.92

20.79
24.60
27.95
31.15
34.59
36.78
37.38

8000 4

7000 1

6000 +

5000 §

4000 §

RFU

3000 1

2000 4

1000 4

Cycles

Bdng 11: Ct cac tin hiéu khuéch dai kénh FAM va HEX dugc ghi nhan tir biéu d6 caa MPL-C khi cho cac dé pha
lodng cua ching [+] khong dot bién D614G (biéu db trai) va ching [+] co dot bién D614G (biéu do phai).

Ct

FAM/HEX

22.29
26.27
29.54
32.97
36.17
NA
NA

21.46
25.40
28.69
32.23
35.40
NA
NA

7000 §
6000 §
5000 §
E 4000 4
3000 4
2000 4

1000 4

Amplification

20
Cycles

FAM/HEX
Ct
21.08 | 22.65
24.60 | 26.28
28.15 | 29.79
31.25 | 33.04
34.96 | 36.58
NA NA
NA NA

Amplification
T

000
7000
6000
5000

B 4000
3000
2000

1000

20 k) 40
Cycles

Bdng 12: Ct cac tin hiéu khuéch dai kénh TexasRED va CY5 duoc ghi nhan tir biéu d6 caa MPL-C khi cho cac d6
pha lodng cua chimg [+] khdng dot bién E484K (biéu do trai) va chung [+] co dot bién E484K (biéu dd

phai).
TXR/CY5 5000 Amphficaion TxR/CY5 Anitaton
Ct Ct

2316 | 2284 | 23.42 |21.18

26.41 | 26.08 | 5 o] 2727 | 25.04

29.87 | 2941 | "’ 30.73 | 28.37

34.00 | 33.56 | o 3438 | 32.11

36.37 | 35.99 | 38.82 | 36.20

NA | NA B e e NA | NA ; BT
NA | NA o NA | NA o

Bdng 13: Cach doc két qua dé xac dinh bién thé trén MPL A va MPL B. Cac truong hop khéc ngoai kha nang nay
thi khong thé doc dugc két qua phat hién bién thé

MPL A MPL B Bt (hE
FAM HEX CY5 FAM HEX TXRED vs CY5 ten the
[+] [+] [+/] B [+] TXRED < CY5 Delta
[+] [-] [+/-] [+] [+] TXRED < CY5 Alpha
[+] [+] [+/-] [+] [-] TXRED < CY5 Beta
[+] [+] [+/-] [+] [+] CY5 < TxRED Gamma
Bdng 14: Két qua phét hién céc bién thé va cac dot bién D614G va E484K ciia cac mau luu lay tir TP. HCM
x . Bién thé Dot bién
Mau luu tlr TP. HCM Alpha  Beta  Gamma  Delta  D614G  E484K
. Am (N=5) [-] [-] [-] [-] [-] [-]
Thang 4/2020
o Duong _ (N=3) [ [] [] [] [] []
. Am (N=0) [-] [-] [-] [-] [-] [-]
Thang 6/2021
nd Duong  (N=23) [] [ [ [+] [+] [

Bdng 15: Két qua phét hién cac bién thé va cac dot bién D614G va E484K cuia cac mau luu ldy tir Quang Nam

Mau luu tir Quang Nam

Alpha

Bién thé
Gamma

Beta

Delta

Dot bién
D614G  E484K

Thang 7/2020

Am

(N=5)

[-]

[]

[] []

[] []



Duong (N=3) [-] [-] [-] [-] [+] [-]
Am (N=7) [-] [-] [-] [-] [-] [-]
Thang 6/2021  Duong (N=4) [+] [-] [-] [-] [+] [-]
Duong (N=1) [-] [-] [-] [-] [+] [-]
s
MPL-A MPL-B MPL-C
FAM [+], HEX [+], Cy5 [+] FAM [-], HEX [+], TXRED<Cy5 FAM<HEX; TXRED<Cy5
Alpha [] Delta [+], Beta [-], Gamma [-] D614G [+]; E484K [-]

Biéu d6 1: Két qua xac dinh mau la bién thé Delta, co dot bién D614G, khong dot bién E484K. (Cac dudng biéu dién
tin hiéu khuéch dai véi FAM (xanh den), HEX (hong), TexasRED (d6) va Cy5 (xanh 1a)

£ E
’ v ’ b G e ! ’ v
MPL-A MPL-B MPL-C
FAM [+], HEX[-], Cy5 [+] FAM [+], HEX [+], TXRED<Cy5 FAM<HEX; TXRED<Cy5
Alpha [+] Delta [-], Beta [-], Gamma [-] D614G [+]; E484K []

Biéu d6 2: Két qua xac dinh mau la bién thé Alpha, c6 dot bién D614G, khong dot bién E484K. (Cac duong bicu
dién tin hiéu khuéch dai v6i FAM [xanh den], HEX [hong], TexasRED [dd] va Cy5 [xanh 14])

. A on p P - Ampltcason - - Aglitcatizn d‘
s N c @ } B
- 4 ...... |. . | \-IG. ’T“ ]
g é : g ™
20 | B4 o
we Ol ! L A . IR IR 2
MPL-A MPL-B MPL-C
FAM [+], HEX [+], Cy5 [+] FAM [+], HEX [+], TXRED<Cy5 HEX<FAM; TXRED<Cy5
Alpha [-] Delta [-], Beta [-], Gamma [-] D614G [-]; E484K [-]

Biéu d6 3: Két qua xéac dinh mau la chiing nguyén thuy, khong dot bién D614G, khong dot bién E484K. (Céc duong
biéu dién tin hi¢u khuéch dai véi FAM [xanh den], HEX [hong], TexasRED [d6] va Cy5 [xanh 14])

mgiifcation Ampittcason Amsiitcasen Ao

E) E

free Cycles :Itq'
MPL-A MPL-B MPL-C
FAM [+], HEX [+], Cy5 [+] FAM [+], HEX [+], TXRED<Cy5 FAM<HEX; TXRED<Cy5
Alpha [-] Delta [-], Beta [-], Gamma [-] D614G [+]; E484K []

Biéu dé 4: Két qua xac dinh mAu Ia khong c6 bién the, ¢ dot bién D614G, khong dot bién E484K. (Cac duong biéu
dién tin hiéu khuéch dai véi FAM [xanh den], HEX [hong], TexasRED [do6] va Cy5 [xanh 14])
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Hinh 1: Két qua so chudi cac trinh ty gen S trong cac mau P29, C11, P7 va PCT-03 vai trinh ty gen S cua vi rat
SARS-CoV-2 tham chiéu (NC45512.2).



Bdng 16: K&t qua céc dot bién phat hién duoc qua giai trinh tu cac mau va véi két qua ndy c6 thé xac dinh mau P7
la bién thé Delta, miu PCT-03 1 bién thé Alpha, mau P-29 la miu khong dot bién, mau C11 1a miu c6 dot

bién D614G.
PCT-03 pP7
Nucleotide Amino acid Nucleotide Amino acid
205-207del 69del; C56G TI19R
208-210del 70del G425A G142D
430-432del 144del 466-468del 156del
A1501T N501Y 469-471del 157del
C1709A A570D A4T72G R158G
A1841G D614G T1355G L452R
C2042A P681H C1433A T478K
C2147T T716l Al1841G D614G
T2944G S982A C2042G P681R
G3352C D1118H G2848A D950N
P29 Cl1
Nucleotide Amino acid Nucleotide Amino acid
Khong c6 dot bién trén gen S Al1841G D614G

Bdng 17: Do nhay phét hién gen E, phat hién bién thé Delta, dot bién D614G va E484K duoc phan tich trén céc
giéng cua MPL-A, MPL-B va MPL-C khi cho cac do pha lodng cua céc tach chiét RNA caa mau P-7

duoc xéc dinh 1a bién thé Delta.

P7 MPL-A MPL-B MPL-C

Copy/v* FAM HEX FAM HEX TXRED/CY5 FAM/HEX TXRED/CY5
108 17.02 18.08 NA 17.72 18.45/19.14 18.22/19.50 20.60/25.59
10° 20.34 21.33 NA 21.09 21.70/22.37 21.55/22.95 24.07/28.69
10* 23.44 24.59 NA 24.25 25.03/25.67 24.90/26.29 27.32/31.97
103 26.74 28.01 NA 27.59 28.28/29.10 28.32/29.69 30.65/35.72
102 30.00 31.17 NA 30.48 31.46/32.46 31.66/33.03 34.18/NA
10 34.09 33.8 NA 33.67 35.61/NA 34.22/35.39 36.26/NA

1 35.04 35.64 NA 36.56 NA/NA NA/NA NA/NA
101 NA 35.24 NA 34.81 NA/NA NA/NA NA/NA
TXRED: TexasRED; v*: Thé tich mau tach chiét cho vao mdi real-time PCR mix.

Bdng 18: Do nhay phat hién gen E, phat hién bién thé Alpha, dot bién D614G va E484K dugc phan tich trén céc
giéng cua MPL-A, MPL-B va MPL-C khi cho cac d6 pha lodng cua cac tach chiét RNA mau PCT-03

dugc xéac dinh 12 bién thé Alpha.
PCT-03 MPL-A MPL-B MPL-C
Copy/v* FAM HEX FAM HEX TXRED/CY5 FAM/HEX TXRED/CY5
102 31.63 N/A 31.43 31.38 32.12/33.84 32.95/33.50 33.42/34.28
10 35.07 N/A 33.91 35.42 NA/NA 37.30/37.54 37.05/38.29
1 36.43 NA N/A 38.47 NA/NA NA/NA NA/NA
101 N(A N/A' N/A N/A NA/NA NA/NA NA/NA
TXRED: TexasRED; v*: Thé tich mau tach chiét cho vao mdi real-time PCR mix.

Bdng 19: Do nhay phat hién gen E, phét hign khdng c6 bién thé, phat hién khong c6 dot bién D614G va E484K
dugc phan tich trén cac giéng cia MPL-A, MPL-B va MPL-C khi cho cac do pha lodng cua céc tach chiét
RNA caa mau P29 duoc xac dinh khong dot bién.

P29 MPL-A MPL-B MPL-C
Copy/v* FAM HEX FAM HEX TXREDI/CY5 FAM/HEX TXREDI/CY5
103 24.41 24.35 24.37 24.56 24.83/26.12 27.19/26.00 25.16/25.88
102 27.57 27.62 27.64 28.01 28.20/29.51 30.31/29.22 28.28/29.13
10 31.2 31.33 30.59 31.16 31.05/32.42 34.00/32.69 31.54/32.37
1 33.76 34.55 33.33 33.42 35.44/NA 36.82/35.64 34.30/35.16
101 NA 36.27 NA 37.62 36.24/NA 38.44/37.43 37.09/37.97

TXRED: TexasRED; v*: Thé tich mau tach chiét cho vao mdi real-time PCR mix.



