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ABSTRACT

Objective: This study provides a guideline for analyzing the genetic polymorphism of Plasmodium
falciparum and Plasmodium vivax using whole-genome sequencing data.

Research methods: A standardized workflow for genomic data analysis was applied, including
variant calling (SNPs, InDels) from raw sequencing data, variant annotation and classification,
phylogenetic tree construction and population structure analysis, and association analysis between
genetic variants and antimalarial drug resistance.

Results: The total number of SNPs detected ranged from 50,000-80,000 in P. falciparum and 40,000-
60,000 in P, vivax, while InDels varied between 5,000 and 15,000. The pfcrt (72-76 CVIET) mutation
associated with Chloroquine resistance was highly prevalent, reaching 92.7% (51/55) in 2017-2018
and 91.1% (72/79) in 2019-2020 in Vietnam, whereas its prevalence in Africa was significantly lower
(< 5%) due to the transition to Artemisinin-based treatments. The k13 C580Y mutation, a key marker
of Artemisinin resistance, was most frequently observed along the Thailand - Cambodia border
(60%). In Vietnam, the mutation had a prevalence of 82% (41/50), indicating the regional spread of
resistant strains within Southeast Asia. Notably, the pfindrl copy number variation (> 1.5 copies),
associated with Mefloquine resistance, was detected in 23.6% (13/55) of cases in 2017-2018, but this
decreased to 1.3% (1/79) in 2019-2020 in Vietnam.

Conclusion: The application of whole-genome sequencing combined with advanced bioinformatics
approaches provides crucial insights into the genetic polymorphism of malaria parasites, supporting
drug resistance surveillance and informing more effective malaria control strategies.

Keywords: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, genetic polymorphism, whole-genome
sequencing, drug resistance.
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TOM TAT
Muc tiéu: Nghién ciru nay hudng dan quy trinh phan tich tinh da hinh di truyén cta Plasmodium
falciparum va Plasmodium vivax bang cach st dung dir liéu giai trinh ty toan bo hé gen.
Phwong phap nghién ciru: Sir dung quy trinh chuén hoa phan tich dit liéu hé gen bao gdm: goi bién
thé di truyén (SNPs, InDels) tir dit liéu thé. Chu thich va phan loai bién thé. Xay dung cay phét sinh
loai va dénh gia quan thé. Phan tich méi twong quan giita bién thé di truyén va tinh khang thudc.
Két qua nghién ciru: Tong s6 SNPs phat hién dao dong tir 50.000-80.000 trong P. falciparum va
40.000-60.000 trong P, vivax, trong khi sb lugng InDels dao dong tir 5.000-15.000. Dot bién pfert
(72-76 CVIET) lién quan dén khang Chloroquine co tan suit cao, dat 92,7% (51/55) trong giai doan
2017-2018 va 91,1% (72/79) trong giai doan 2019-2020 tai Viét Nam, trong khi ti 1€ nay tai chau Phi
thap hon (< 5%) do chuyén d6i sang phac do diéu tri dua trén Artemisinin. Dot bién k73 C580Y, dau
hi€u quan trong cua khang Artemisinin, xuét hién nhiéu nhét tai bién gidi Thai Lan - Campuchia
(60%), trong khi tai Viét Nam, nghién ctru ghi nhan tin suit 82% (41/50), phan anh xu huéng lan
rong cua cac dong khang thudc trong khu vue Pong Nam A. Pang chu y, dot bién pfindrl (> 1,5
copy), lién quan dén khang Mefloquine, dwoc ghi nhan voi tan suat 23,6% (13/55) trong giai doan
2017-2018, nhung giam xudng 1,3% (1/79) trong giai doan 2019-2020 tai Viét Nam.

Ket lu@in: Viéc ap dung giai trinh ty toan bo hé gen két hop véi cac phuong phap tin sinh hoc tién
tién co thé cung cép thong tin quan trong vé tinh da hinh di truyen ctia ky sinh tring st rét, hd tro
viée giam sat khang thube va phat trién chién lugc kiém soat sot rét hidu qua hon.

Tir khod: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, da hinh di truyén, giai trinh tu toan bo hé gen,
khang thuoc.

Tinh trang khang thubc cta P. falciparum va P. vivax
da dugc ghi nhan trén toan cAu, dic biét1a & Pbong Nam
A. Céc nghién ciru da chi ra dot bién pfert K76T lién
quan dén khang Chloroquine dat ti 16 > 80% tai nhiéu
khu vie & Dong Nam A va Nam My, trong khi tai chau
Phi, ti 1¢ nay giam xudng dudi 5% do viéc thay thé
Chloroquine bang liéu phap phdi hop Artemisinin
(ACTs) [4]. Dot bién k13 C580Y, mot dau an sinh hoc

1. PAT VAN PE

Sbt rét 1a mot trong nhiing bénh truyén nhiém nguy
hiém nhat trén thé gidi, voi khoang 247 tridu ca méc va
619.000 ca tir vong duoc ghi nhan nim 2021, chii yéu
tai khu vuc cén Sahara chau Phi va Pong Nam A 1]
Trong s 5 loai Plasmodium c6 kha ning gy bénh trén
nguoi, P. falciparum 13 tic nhan chinh gay st rét ac
tinh va tir vong, trong khi P. vivax chiém wu thé tai cac

khu vuc nhiét doi va c6 kha nang tao ra giai doan ngu
(hypnozoite), gy tai phat bénh [2]. Viéc s dung thude
chdng sét rét da gitp giam dang ké ti 16 méc bénh va tir
vong trong nhiing thap ky qua, nhung sy phat trién ciia
cac dong ky sinh trung khang thudc dang de doa dén
hiéu qua cua cac phac dd diéu tri hién nay [3].

*Tac gia lién h¢

quan trong cta khang Artemisinin, 1an d4u tién dugc
phat hién tai Campuchia va hién nay da lan rng sang
nhiéu quéc gia khac trong khu vuc [5]. Pac biét, tai Viét
Nam, ti 1& dot bién k13 C580Y duoc ghi nhan 1én dén
82% & céc tinh mién Trung - Tay Nguyén, phan anh ap
luc chon loc manh mé tir viéc stir dung ACTs [6]. Ngoai
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ra, su gia tang ban sao pfmmdrl (> 1,5 copies) cling da
duoc xac dinh co lién quan dén khang Mefloquine, voi
tan suat cao vao nam 2017-2018 (23,6%) nhung giam
xudng con 1,3% vao nim 2019-2020 tai Viét Nam [6].

Pé dbi pho vai tinh trang khang thudc ngiy cang gia
tang, TO chure Y té Thé gidi da khuyen nghi tang cuong
cac phuong phap giam sat di truyén nham theo ddi sy
tién hoa va lan rong cua cac dong ky sinh trung khang
thudc [1]. Trong b01 canh nay, giai trinh tu toan bo hé
gen (WGS) dang ndi 1én nhu mot cong cy manh mé dé
phan tich tinh da hinh di truyén cua Plasmodium, cung
cap dir liu c6 do phan giai cao vé dot blen diém
(SNPs), chén/xoa (InDels) va cac bién thé ciu tric [7].

Khéng giéng nhu cic phuong phap phan tich gen don
1¢ truyén thong, WGS cho phép danh gia toan dién hé
gen ky sinh trung, giup xac dinh cac bién thé moi lién
quan dén khang thuoc phan tich cau truc quan thé va
theo ddi su lan truyén cua cac dong khang thude theo
thoi gian [8].

Tai Viét Nam, viéc Gmg dung WGS trong nghién ctru
sOt rét van con han ché, chii yéu do yéu ciu cao vé chi
phi va ha tang tin sinh hoc. Ttr nam 2020-2024, véi su
hd trg tir cac du an hop tac quéc té, dac biét 1a nhiém
vu Nghi dinh thu hop tac v6i Vuong qudc Anh mi sb
NDT.84.GB/20 vdi tén “Nghién ctu tinh da hinh di
truyén va khang thudc ctia Plasmodium falciparum va
Plasmodium vivax bang k¥ thuat giai trinh ty toan bd
hé gen” hudng téi st dung WGS nhu mot chién lugc
quan trong trong cong tac giam sat ky sinh tring sdt rét
va khang thudc [6]. Do d6, nghién ctru nay duoc thuc
hién nham huéng dan quy trinh phén tich tinh da hinh
di truyén cua P, falciparum va P. vivax bang cach sir
dung dir lieu WGS. Muc tiéu ciia nghién ciru bao gom:
(1) Xac dinh cac bién thé di truyén (SNPs, InDels) co
lién quan dén khang thudc; (2) Xay dung cay phat sinh
loai dé 1am r& mdi quan hé tlen hoa gitta cac dong ky
sinh tring; va (3) Phan tich cu trac quan thé dé danh
gia sy phan hoa di truyén ctia Plasmodium tai Viét Nam
va trén thé gidi. Nhirng két qua nay khong chi gop phan
nang cao hiéu biét vé co ché khang thuoc ma con hd trg
xdy dung chién lugc kiém soat sbt rét hiéu qua hon
trong tuong lai.

2. POI TUQNG, PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Thiét ké nghién ciru

Phén tich dir liéu WGS cua P, falciparum va P. vivax
nham xac dinh tinh da hinh di truyén va moi lién quan
v6i tinh khang thudc.

2.2. Thoi gian va dia diém nghién ciru

- Thoi gian: tir thang 5/2023 dén thang 3/2024.

- Pia diém: Vién Sét rét, Ky sinh trung va Con tring
Trung wong va Pai hoc V¢ sinh va Y hoc Nhiét doi
Luan Don.
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2.3. P6i twong nghién ciru

Mau lam sang c6 chita P. falciparum va P. vivax dugc
giai trinh tu theo SOP NIMPE.HDO03.PP.NDT.GB-20.

2.4. C& miu va phuong phip chon miu

- 250 mau giai trinh tu tai Vién Sot rét, Ky sinh trung
va Con trung Trung uong.

- 750 mau giai trinh ty tai Pai hoc V¢ sinh va Y hoc
Nhiét d6i Luan Don.

- 100 mau tham khao tir ngan hang gen.

2.5. Cac k¥ thuat sir dung

- Lap ban do hé gen: str dung Burrows-Wheeler Aligner
(BWA).

- Goi bién thé: sir dung GATK, SAMtools.

- Chi thich bién thé: sir dung SnpEff, VEP.

- Xay dung cay phat sinh loai: st dung RaxML.

2.5. Phan tich sb li¢u

- X4c dinh cac bién thé SNPs, InDels.

- Péanh gi4 tan suat dot bién khang thude.

- Xay dyng mé hinh phan b di truyén theo khu virc dia
ly.

2.6. Dao dirc nghién ciru

Nghién ciru 13 mot phan cia d& tai Nghi dinh thu giita
Baj hoc V& sinh va Y hoc nhiét déi Luan Pon, Vuong
quoc Anh vdi Vién Sot rét, Ky sinh trung va Con trung
Trung wong v6i tén “Nghién ctru tinh da hinh di truyén
va khang thudc cua Plasmodium falciparum va
Plasmodium vivax bang ky thuat giai trinh ty toan b
h¢ gen” da dugc thong qua Hoi dong Y dirc cua Vién
Sot rét, Ky sinh trung va Cén trung Trung wong theo
Quyet dinh s06 1096/QD-VSR ngay 20/8/2020.

3. KET QUA NGHIEN CUU

Viéc phan tich tinh da hinh di truyén cua P. falciparum
Va P. vivax dong vai tro quan trong trong nghién clru sy
tién hoa cua ky sinh triung st rét, dic biét trong bbi
canh gia tang tinh trang khang thudc. Su phat trién ctia
cong nghé¢ WGS di cung cap mot cach tiép can toan
dién dé xac dinh cac bién thé di truyén, bao gdm SNPs,
InDels va cac dot bién lién quan dén tinh khang thudc.
Tuy nhién, & dam bao tinh chinh xac va kha ning tai
1ap ctia két qua, can c6 mot quy trinh phan tich chat ché
tir budc tién xur 1y dit liéu dén phéan tich mdi quan hé
tién hoa va ciu triic quan thé. Quy trinh nay bao gdbm
cac budc chinh:

- Tién xu Iy dit liéu giai trinh ty, bao gdm kiém tra chét
luong va can chinh trinh ty v&i bo gen tham chiéu bang
BWA-MEM.

- Goi bién thé (variant calling) st dung GATK

HaplotypeCaller va beftools dé xac dinh SNPs va
InDels.
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- Loc va chu thich biéq thé, gitp xac dinh cac dot bién
quan trong lién quan dén khang thudc bang SnpEff.

- Phan tich lién két toan hé gen (GWAS) d¢ xac dinh
moi lién hé gilra cac dot bién va tinh khang thuoc.

- Xay dung cay phat sinh loai sir dung RAXML nham
danh gia quan hé tien hoa giita cac chung ky sinh trung.
- Phan tich cdu tric quan the bang ADMIXTURE aé
xéc dinh sy phan héa di truyén giita cic quan thé khac
nhau.

Huéng din dudi day sé trinh bay chi tié; tung budc
trong quy trinh nay, cung cap mdt cach tiépNC;_in co hé
thong nham k}lai thép téi’ da dir lié}l WGS, h@ tro giém
sat khang thudc va dé xuat cac chién lugc kiém soat sot
rét hiéu qua hon.

3.1. Goi bién thé va phan loai SNPs/InDels

3.1.1. Quy trinh phén tich

Phén tich tinh da hinh di truyén cua P. falciparum va
P. vivax bat dau tir viée goi bién thé tir dir ligu WGS.

Qua trinh nay bao gdm 3 giai doan chinh: tién xu ly du
lidu, goi bién thé (variant calling) va chu thich bién thé
(variant annotation).

Dir li¢u giai trinh tu (dinh dang FASTQ) duoc cén
chinh v6i b gen tham chiéu cua P. falciparum (Pf3D7)

va P. vivax (Pvp0l) bang phin mém Burrows-
Wheeler Aligner (BWA-MEM). Lénh thyuc hién can
chinh: bwa mem -t 8 -R
“@RG\tID:sample\MtSM:sample\tPL:ILLUMINA "
ref_genome.fasta sample_R1.fastq sample R2.fastq |
samtools view -bS- | samtools sort -0
sample_sorted.bam.

Trong d6: -t 8 1a chi dinh s6 ludng xir Iy; R 1a gén thong
tin nhom doc; samtools view -bS- 1a chuyen d01 dau ra
sang dinh dang BAM; samtools sort -o gitp sap xép dit
liéu theo thr tuy gen.

Sau khi can chinh, file BAM duoc loc bé cac trinh tu
khong dat chit lugng v6i SAMtools bang lénh:
samtools view -g 30 -b sample_sorted.bam >
sample_filtered.bam.

Goi bién thé (variant calling) dugc thuc hién bang
GATK HaplotypeCaller, cong cu dé xac dinh SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms - da hinh nucleotide
don), va InDels (Insertions and Deletions - dot bién
chén/x6a hodc chén/xoa nucleotide). Lénh goi bién thé
nhu sau: gatk HaplotypeCaller -R ref_genome.fasta -I
sample_filtered.bam -O sample_raw.vcf -ERC GVCF.

Sau khi thue hién cac Iénh trén, thu duoc file VCF chira
danh sach céc bién thé cé dinh dang nhu sau:

##fileformat=VCFv4.2

##tsource=GATK HaplotypeCaller
#ttreference=Pf3D7_v3.fasta
##tcontig=<ID=Pf3D7_01,length=640851>
#contig=<ID=PvP01_01,length=342324>

##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total read depth">
##INFO=<ID=AF,Number=A, Type=Float,Description="Allele Frequency">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=AD,Number=R, Type=Integer,Description="Allelic depths">
##FORMAT=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Read depth">
##FORMAT=<ID=GQ,Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">

# CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT Samplel Sample2
Pf3D7 01 10523 . A G 99.0 PASS  DP=120;AF=0.45 GT:AD:DP:GQ 0/1:50,70:120:99 1/1:0,120:120:99
Pf3D7 01 10523 rs12345 C T 75.0 PASS  DP=80;AF=0.60 GT:AD:DP:GQ 0/1:30,50:80:75  0/0:80,0:80:90
PVPO1 01 10523 . G AT 880 PASS DP=200;AF=0.30,0.20 GT:AD:DP:GQ 1/2:60,80,60:200: 0/1:120,80:200:85
Pf3D7 01 349872 . AT A 600 PASS DP=90;AF=0.35 GT:AD:DP:GQ 0/1:55,35:90:80  1/1:0,90:90:99
PvPO1 01 76234 . C CTG 95.0 PASS  DP=150;AF=0.40 GT:AD:DP:GQ 0/1:90,60:150:95 0/0:150,0:150:99
Trong do:

CHROM Sic thé chira bién thé (Pf3D7_01 Ia cta P. falciparum, PvPO1_01 14 caa P. vivax).

POS Vi tri nucleotide trén séc thé.

ID ID ctia bién thé (néu c6, néu khong co thi thé hién 1a ddu «.”).

REF Base nucleotide trong bd gen tham chiéu.

ALT Base nucleotide thay thé (SNPs hodc InDels).

QUAL  Diém chét lugng bién thé (gia tri cang cao, do tin cdy cang 1on).

FILTER Trang théi loc bién thé (PASS néu dat yéu cau).

INFO Céc thong tin b sung nhu DP (Read Depth - d§ sau doc), AF (Allele Frequency - tan suét alen).

;! Crossrefd 131 n
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Pé ting do tin cdy, tiép tuc sir dung lénh GATK
VariantFiltration véi céc tiéu chi loc:

gatk VariantFiltration -R refgenome.fasta -V
sample_raw.vcf -O sample_filtered.vcf
-filter-expression "QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ <
40.0" --filter-name "LowQuality"

Sau khi loc bién thé, tién hanh chi thich bién the bang
SnpEff, d¢ du doan anh huong cia cac dot bien dén
qua trinh ma hoa protein: snpEff ann -v Pf3D7
sample_filtered.vcf > sample_annotated.vcf.

Voi lér}h nay s§ tao ra file co cg’tc ¢6 chu thich cac diém
dot bien co thé anh hudng den VNiéC ma hoa cac axit
amin trong protein dudi dang chudi nhu sau:
#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER
Pf3D7_01 10523 . A G 99.0 PASS

INFO

DP=120;AF=0.45;ANN=G|MODERATE|pfcrt|PF3D7
_0709000|transcript|PF3D7_0709000.1|protein_codin
g|1/1|c.76 A>G|p.Lys76Thr|230/1200|76/400|25/133||

Trong do:

- G: Base thay thé, trong truong hop nay 1a dot bién tir
A—G.

- MODERATE: Mitc d9 anh huong ctia bién the. C6 3
muc do chinh: LOW (anh huong thap), MODERATE
(anh hudng trung binh), va HIGH (anh hudng cao).
Dot bién nay dugc danh gia c6 anh huong trung binh
dén protein.

- pfert: Tén gen bi anh huong. Trong truong hop nay,
dot bién xay ra trong gen pfcrt, mot gen quan trong lién
quan dén khang Chloroquine.

- PF3D7_0709000: ID cua gen bi anh huéng trong bo
gen tham chiéu P. falciparum 3D7.

- transcript: Loai vung anh hudng, cho biét dot bién
nay nam trén mot doan mMRNA transcript.

- PF3D7_0709000.1:
hudng.

ID cta phién ma gen bi anh

- protein_coding: Loai gen, trong trudng hop nay la
ma hoa protem Diéu nay c6 nghia 1a dot bién c6 thé
anh huéng dén chirc nang ctia protein.

- 1/1: Kiéu gen ctia mau. Gi4 tri 1/1 thé hién rang mau
bénh pham nay c6 ddt blen dong hop tir, tic la ca hai
ban sao ciia gen nay déu mang dot bién.

- ¢.76A>G: Dot bién theo ma trinh tu cDNA. Dot bién
xay ra tai nucleotide thir 76, thay doi td A — G.
-p.Lys76Thr: Dot bién & mirc protein. Day 1a mot thay
d6i acid amin, trong d6 Lysine (K) ¢ vi tri 76 da bi thay
thé bang Threonine (T).

- 76/400: Vi tri @6t bién trén trinh tuma hoa (CDS -
Coding Sequence). D6t bién nay nam & nucleotide 76
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trén tong s6 400 nucleotide trong ving ma hoa ciia
gen.

- 25/133: Vi tri dot bién trén protein. Dot bién niay anh
huong dén acid amin thir 25 trén tong so 133 acid amin
cua protein.

Sau qua trinh phan tich tao dugc file chu giai c6 dang
“tén file” annotated.vcf dong vai trd quan trong trong
nghién ciru sét rét, dic biét trong viée phan tich cac bién
thé di truyén lién quan dén tinh khang thudc cua P.
falciparum va P.vivax. Tép dir liéu gitip xac dinh cac
dot bién khang thudc, chang han nhu pfert K76T lién
quan dén khang Chloroquine va k13 C580Y lién quan
dén khang Artemisinin, tir do hd tro giam sat sy lan
truyén ctia cac dong ky sinh tring khang thudc trong
quan thé. Bén canh do, viéc chu thich bién thé giup dy
doan tac dong cua timg dot bién dén protein, véi mirc
d6 anh huong duoc phén loai thanh thip (LOW), trung
binh (MODERATE) hoic cao (HIGH), qua d6 danh gia
mirc d6 nguy co cua timg bién thé dbi véi chirc ning
sinh hoc ctia ky sinh trung. Tép VCF dugc chu thich co
thé duoc su dung dé loc céac bién thé co y nghia sinh
hoc, gitip tap trung vao cic dot bién c6 anh huong dang
ké dén protein va c6 lién quan truc tiép dén co ché
khang thude.

3.1.2. Két qud phén tich

Tur dir liu giai trinh tu, ) lugng 16n SNPs va InDels
da duoc phét hién. Trong P. falciparum, tong sé SNPs
dao dong tir 50.000-80.000, trong khi s6 luong InDels
dao dong tir 5.000-15.000. Pbi véi P. vivax, sb lugng
SNPs thap hon, khoang 40.000-60.000, voi s luong
InDels tir 4.000-10.000.

Phén b ciia SNPs/InDels ciing cho thiy su khac biét
quan trong. Khoang 60% SNPs nam trong cic ving
khong ma héa, nhung c6 kha ning anh huong dén diéu
hoa gen. Cac SNPs quan trong dugc phat hién trong cac
gen lién quan dén khang thudc nhu pfert (K76T,
N75E), k13 (C580Y, R539T), va pfmdrl (N86Y,
Y184F).

3.2. Phan tich mdi twong quan véi tinh khang thudc

Tinh trang khéng thudc cta P. falciparum va P. vivax
da tro thanh méi de doa nghiém trong d6i voi cac chién
luge kiém soat va diéu trj sét rét. Viée xac dinh mdi
lién hé giita cac bién thé di truyén va kha ning khang
thubc giup 1am rd co ché khang thude va hd tro phat
trién cac phac do diéu tri hidu qua hon. Phan tich nay
dwa trén dit liéu bién thé tir file VCF da duoc chu thich,
két hop voi dir liéu 1am sang va thong tin vé higu qua
diéu tri thudc. Cac budc thuc hién bao gdbm:

- Xéc dinh cac dot bién da biét lién quan dén khang
thudc, chang han nhu pfcrt K76T (khang Chloroquine)
va k13 C580Y (khang Artemisinin).
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- Tinh todn tan suat alen va ki€u gen cua cac dot bién
nay trong cac quan thé khac nhau.

- Ap dung phuong phap phan tich lién két toan hé gen
(GWAS) hoac mo hinh h01 quy dé danh gia mdi twong
quan gitra bién thé di truyén va ti 1 that bai diéu tri.

Két qua thu dqqc 6 thé duoc st dun~g dé du doan nguy
co khang thuoc cua ky sinh trung, ho trg' giam sat dich
te va dieu chinh chién lugc diéu tri phu hop theo tung
khu vuc dia ly.

3.2.1. Huéng din phan tich

Nhéim xéc dinh mdi lién hé giita cac bién thé di truyén
va tinh khang thuoc, ap dung phuong phap Genome-
Wide Association Study (GWAS). Cac budce phan tich

bao gom thu thap dir liéu, xtr 1y thong ké, va kiém tra
mdi quan hé giita cac dot bién va tinh khang thude.

Trude tién, dit liéu bién thé duge gop tu nhiéu mau
khac nhau str dung c6ng cu PLINK véi 1€nh: plink --vcf
merged_samples.vcf --make-bed --out dataset.

Sau d6, kiém tra tan suét alen va tinh toan chi s6 Odds
Ratio (OR) dé xac dinh murc d6 lién két giita cac SNPs
v6i tinh khang thude: plink --bfile dataset --assoc --out
gwas_results

Cac SNP c6 p-value < 0,05 dugc xem la c6 ¥ nghia
thong keé.

3.2.2. Két qud phén tich

Két qua phan tich cho thiy cac dot bién pfert K76T co
lién quan manh dén khang Chloroquine, véi tin suit
cao nhat & Dong Nam A (85%) va thap hon & chau Phi
(< 5%). Cac dot bién k13 C580Y va R539T duogc phat
hién chu yéu tai bién gi¢i Thai Lan - Campuchia (60%),
trong khi pfmdrl N86Y co lién quan dén khang
Mefloquine véi tan sut cao tai Myanmar (50%).

3.3. Céu triic quan thé va cdy phat sinh loai

Phén tich ciu triic quan thé va xdy dung cdy phat sinh
loai cua P. falciparum va P. vivax dong vai tro quan
trong trong viéc hiéu rd sy lan truyén va tién hoa cia
cac dong ky sinh tring st rét, dic biét trong bdi canh
xuét hién cic bién thé khang thudc. Céu tric quan thé
cho thiy mirc d6 da dang di truyén, su phan bé dia ly
clia cac quan thé ky sinh tring, cling nhu kha ning trao
doi di truyén gitra cac khu vuc. Trong khi do, cay phat
sinh loai gitip xac dinh mbi quan hé tién hoa giira cac
chung ky sinh trung, tr d6 cung cip bang chung vé
ngudn goc va s lan rong cua cac dong khang thude.

Qué trinh phan tich bao gom:

- Xtr 1y dir liéu hé gen va chon loc cac vi tri bién thé co
chat lugng cao.

- Su: dung phuorng phap ADMIXTURE de xac dinh cac

AAAAAA

- Xéay dung cay phat smh loai bing RAXML dua trén
mo hinh tién hoa phu hop.

- Tryc quan hoa két qua bang cac cong cu nhu FigTree
hodc iTOL d€ so sanh su khac biét di truyén gitra cac
quan the.

3.3.1. Huéng dén phan tich

Céu trac qqﬁn thé‘cfla P. falciparum va P. vivax dugc
phén tich bang phan mém ADM IXTURE. Trudc tién,
dir liéu bién thé dugc chuan bi bang PLINK: plink --
bfile dataset --indep-pairwise 50 5 0.2 --out pruned.
Sau d6, phan tich céu trac di truyén bang lénh:
Admixture pruned.bed 3 -C 0.001.

Str dyng mé hinh ADMIXTURE dé phan tich cu tric
d1 truyén ciia quan thé ky sinh tring sbt rét, gia dinh
rang c6 3 nhom dot bién (kiéu gen) chinh (K = 3). Sau
khi chay 1énh trén sé tao ra 2 file két qua:

- pruned.3.Q: xac dinh ti 1& gen gbc ctia mdi miu trong
3 nhém gen.

- pruned.3.P: xac dinh tin sé alen cta tirng nhém gen.
Bing 1. Két qud ciia file pruned.3.0

MAiu | Kiéu gen 1 | Kiéu gen 2 | Kiéu gen 3
Mau 1 0,80 0,15 0,05
Mau 2 0,10 0,85 0,05
Mau 3 0,35 0,50 0,15
Mau 4 0,05 0,10 0,85
Mau 5 0,50 0,40 0,10

Két qua phén tich ADMIXTURE cung cap thong tin
quan trong vé cdu tric di truyén ctia quan thé ky sinh
trung st rét, _giup danh gia murc do pha trén gitra cac
nhom di truyen va xéc dinh sy lan truyén cua cac dong
khang thude.

File pruned.3.Q cho phép xac dinh ti 1& gen goc cta
ting mau trong cac nhom d1 tmyen Néu mot mau co
thanh phan di truyén cha yéu tr mot nhém gen, diéu
nay cho thay su 6n dinh ctia quan thé, trong khi cic mau
cO ti 18 pha tron cao giita nhiéu nhom c6 thé phan anh
su giao lwu di truyén hodc qua trinh di cu cua ky sinh
trung.

File pruned.3.P cung cap thong tin vé tan s alen trong
tung nhom di truyen hd tro viéc phat hién cac dot bién
c6 lién quan dén khang thudc. Khi mot dot bién khang
thudc c6 tan sb cao trong mot nhom gen nhét dinh, diéu
nay co thé phan anh su chon loc manh mé dbi voi alen
khéng thudc trong quan thé d6. Nguoc lai, sy phan bd
khong dong déu cuia mot alen giita cac nhom cé thé 1a
du hiéu cua qué trinh tién hoa hodc ap luc chon loc tur
thudc diéu tri sbt rét.

Tinh chinh x4c ctia mé hinh ADMIXTURE dugc danh
gid thong qua file log, gip xdc dinh do tin cy cia két
qua phan tich. Khi gia tri 16i hoi tu & mirc thap va 6n dinh,
md hinh c6 kha ning phan anh chinh xac ciu trac quan
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thé. Tuy nhién, néu 15i hoi tu cao, co thé can diéu chinh
gia tri K hoac kiém tra lai chat luong dit li¢u dau vao.

Viéc phién giai cac tép dau ra cia ADMIXTURE mang
¥ nghia quan trong trong giam sat dich t& sot rét. Két
qua phan tich c¢6 thé dugc str dung dé danh gia sy lan
rong cua cac dong khang thudc, xac dinh nguén gbe di
truyen clia quan thé ky sinh trung va hd trg didu chinh
chién luoc kiém soat sot rét phi hop véi timg khu vue
dia 1y. Khi mot nhém gen khang thude xuat hién rong
rdi tai nhiéu khu vuc, didu nay c6 thé phan anh sy lan
truyén manh mé cta dong khang thudc va yéu cau co
bién phap can thiép kip thoi. Trong khi d6, cac quan thé
¢6 ngudn gen 6n dinh va it pha trén thuong goi y mot
hé sinh thai ky sinh tring it chiu tic dong tir cac yéu tb
ngoai lai. Két hop dir liéu di truyén v6i thong tin 1am
sang s€ gilp t6i uu hoa phac dd diéu tri va gop phan
vao chién luoc kiém soat s6t rét hidu qua hon.

Sau khi c6 két qua tir phan tich ADMIXTURE, truc
quan héa s6 liéu trong R kiém tra gid tri K t0i uu, phan
tich thong ké, va so sdnh véi dit li¢u 1am sang.

1a mot budc tién quan trong nhim dam béao tinh chinh
xac, d0 tin cdy va kha nang tai lap cua két qua, cho phép
so sanh dir liéu giira cic nghién ctru khac nhau va hd
tro giam sét dich t& hoc mot cach hiéu qua hon.

Trong nghién ciru nay, quy trinh chuan hoa duge thuc
hién qua céc budc: can chinh trinh ty bang BWA-MEM
[1], goi bién thé bang GATK HaplotypeCaller [2] va
VCFtools [3], loc va chii thich bién thé bang SnpEff
[4]. Vi€c sur dung cdc tiéu chi loc nghiém ngét nhu chat
lugng doc (MQ = 40), ti 1¢ phan b alen (AF > 0. 01) va
diém chat luong bién thé (QD > 2.0) gitip dam béo rang
chi céc bién thé co do tin cay cao dugc dua vao phan
tich.

So sanh véi cac nghién ctru trude day, phuwong phap tiép
can ndy cho phép phat hién toan bd cac bién thé di
truyén lién quan dén khang thudc, thay vi chi tap trung
vao mot s6 gen don 1é nhu pfert, k13, pfmdr1. Diéu nay
gitip xac dinh ca cac bién thé méi chua duoc bao cdo,
cung cap bang chimg quan trong vé sy tién hoa cua cac
dong ky sinh trung st rét trong moi truong cé ap luc
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Hinh 1. Mjt vi du phén tich céu tricc quén thé trong R véi 3 gen khing

chon loc tir thude diéu trj [5].

Phan tich ciu trac quan thé bang
ADMIXTURE [8] va xay dung cay
phat sinh loai bang RAXML [7] lam
sang t6 mdi quan hé di truyén giira
céc quan thé ky sinh tring. Két qua
cho thay sy phan hoa 13 rét giita cac
dong ky sinh trung tir cac khu vuc
dia 1y khac nhau, dong thoi chi ra su
lan rdng cua dong P falciparum
khéng Artemisinin mang dot bién
k13 C580Y tir Dong Nam A sang
chau Phi [6]. Diéu nay phu hop véi
c4c nghién ctru gan day vé su xuat
hién khang Artemisinin tai khu vuc
Ho Lén chau Phi, cho thay kha ning
di cu hodc lan truyén cua cac dong
ky sinh tring khang thude [10].

Dé dung cdy phat sinh loai, sir dung RaxML véi mé
hinh Maximum Likelihood bang 1énh: raxmlHPC -m
GTRGAMMA -s dataset,phy -n phylogeny_tree -p 12345.

3.3.2. Két qud phan tich

Phan tich cho thiy cac dong P. falciparum tir Dong
Nam A c6 muc d6 phan hoa di truyén cao hon so véi
chau Phi, phan anh sy chon loc do ap luc thudc. Céc
dong mang dot bién k13 C580Y c6 ngudn g chung va
dang lan sang chau Phi, lam gia ting nguy co khang
Artemisinin toan cau.

4. BAN LUAN

Nghién ctru nay da thiét 1ap va chuin hoa quy trinh
phan tich tinh da hinh di truyén cta P, falciparum va P
vivax dya trén dit liéu WGS. Viéc chuan hoa quy trinh
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Ngoai ra, viéc chuin hoa quy trinh nay giup ting tinh
mg dung cua phuong phéap phén tich WGS trong giam
sat khang thudc, hd tro cac co quan y té trong vi€c xay
dung chién lugc kiém soat va phong chbng sot rét. Viéc
két hop dir liéu di truyén voi thong tin 1am sang c6 thé
gitip danh gia hidu quéa ciia cic phac dd diéu tri theo
ting khu vuc, tir d6 t6i wu hoa chién luge didu trj va
kiém soat dich té.

5. KET LUAN

Nghién ctru nay di xay dung va chuén hoa quy trinh
phan tich tinh da hinh di truyén coa P, falciparum va P,
vivax dua trén dir liéu WGS, gitip nang cao do chinh
xéc va kha ning tai 1p cua két qua. Viéc chuin héa cac
budc tir goi bién thé, chi thich va phan loai dot bién,
phan tich mdi lién quan véi khang thudc, dén phan tich
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c4u triic quan thé va xay dung ciy phat sinh loai da gitp
xac dinh dugc nhiing dot bién di truyén quan trong lién
quan dén khang thudc.

Két qua phan tich cho thy su phan hoa di truyén rd rét
gilra cac quan thé ky sinh tring, dong thoi xéc dinh su
lan truyén cta cac dong khang thudc tir Dong Nam A
sang cac khu vuc khac. Viée sir dung ADMIXTURE dé
phan tich quan thé va RAXML dé xay dung cay phat
sinh loai da cung cAp bang chimg manh mé& vé sy giao
Iru di truyén giita cac khu vuc, hd tro gidam sat dich t&
mot cach chinh xac hon.

Viéc chuan hoa quy trinh nay khong chi gitp cai thién
tinh chinh xac va tai lap cta cac nghién ctru di truyén
vé s6t rét, ma con mo ra kha nang Gmg dung rong rai
trong giam sat dich té hoc, theo ddi su lan rong cua
khang thudc va dinh hudéng chién luoc didu tri sot rét
trong tuong lai.
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