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[bookmark: _Toc168656646]MỞ ĐẦU
[bookmark: _Hlk168587938][bookmark: _Hlk168588198]Sàng lọc sơ sinh (SLSS) được bắt đầu từ những năm 1960 bởi Robert Guthrie (1916-1995), một nhà y sinh học người Mỹ khi sử dụng xét nghiệm ức chế vi khuẩn để phát hiện nồng độ phenylalanin cao trong máu ngay sau khi một đứa trẻ được sinh ra. Ngày nay, SLSS là một trong các phương pháp hiệu quả nhất để phát hiện sớm các rối loạn chuyển hóa di truyền bẩm sinh (IEM),  qua đó giúp chẩn đoán bệnh và điều trị sớm ngay cả khi chưa có biểu hiện lâm sàng. Trong các bệnh lý IEM, bệnh lý rối loạn chuyển hóa galactose (GALT) do thiếu hụt enzyme xúc tác quá trình chuyển hóa galactose thành glucose là một bệnh lý khá phổ biến. Do vậy, người bệnh, đặc biệt là trẻ sơ sinh không thể chuyển hóa đường galactose có trong sữa thành đường glucose dẫn đến tình trạng thiếu hụt năng lượng, có thể gây ra những hậu quả nghiêm trọng đến sức khỏe, trí tuệ, thậm chí là tính mạng của trẻ sau khi bú sữa mẹ hoặc sữa công thức thông thường. SLSS nói chung và bệnh lý GALT đều có thể cho kết quả dương tính giả. Đặc biệt, bệnh lý GALT là một bệnh lý hiếm gặp, có tần xuất khoảng 1:30000 – 1: 60000 trẻ sơ sinh ở các nước châu Âu và thấp hơn rất nhiều ở các nước châu Á. Các thông tin về kỹ thuật xét nghiệm cũng như quy trình tối ưu cho sàng lọc bệnh còn rất hạn chế. Do đó, chúng tôi thực hiện nghiên cứu “tối ưu hóa quy trình sàng lọc sơ sinh để sàng lọc hiệu quả bệnh lý GALT” nhằm làm giảm thiểu tỷ lệ dương tính giả, hạn hết tiến hành các xét nghiệm chẩn đoán.
Nội dung báo cáo bao gồm:
1. Tìm hiểu về sàng lọc sơ sinh, thực trạng sàng lọc sơ sinh trên thế giới và ở Việt Nam. Tìm hiểu tổng quan về bệnh lý galactosemia/GALT và phương pháp sàng lọc bệnh lý GALT.
2. Thống kê đặc điểm hoạt độ của GALT trên đối tượng nghiên cứu, nghiên cứu tối ưu hóa quy trình sàng lọc bệnh lý GALT.
3. Kết quả đánh giá tối ưu hóa quy trình sàng lọc bệnh lý GALT.
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[bookmark: _Toc168656648]1.1. Tổng quan về sàng lọc sơ sinh và bệnh lý galactosemia
[bookmark: _Toc168656649]1.1.1. Tổng quan về sàng lọc sơ sinh
Sàng lọc sơ sinh (SLSS) là một trong các phương pháp hiệu quả nhất để phát hiện sớm các rối loạn chuyển hóa di truyền bẩm sinh (IEM),  qua đó giúp chẩn đoán bệnh và điều trị sớm ngay cả khi chưa có biểu hiện lâm sàng để trẻ mang bệnh có thể có cuộc sống bình thường, giảm thiểu gánh nặng cho gia đình, xã hội (1).
Sàng lọc sơ sinh (SLSS) được bắt đầu từ những năm 1960 bởi Robert Guthrie (1916-1995) - một nhà y sinh học người Mỹ khi sử dụng xét nghiệm ức chế vi khuẩn để phát hiện nồng độ phenylalanin trong các mẫu máu toàn phần chích từ gót chân trẻ sơ sinh được thấm trên mẫu giấy lọc (DBS) (1).
Đến những năm 1970, bệnh suy giáp bẩm sinh là bệnh thứ hai được thêm vào danh sách sàng lọc sơ sinh. Trong bốn thập kỷ qua, các rối loạn khác đã được thêm vào danh sách SLSS và các chương trình SLSS phổ cập ngày càng trở nên phổ biến [4], [5]. Cho đến đầu thế kỷ này, trẻ sơ sinh đã được sàng lọc rối loạn chuyển hóa phenylalanin (PKU), suy giáp bẩm sinh (CH), bệnh xơ nang (CF), galactosemia (GALT), bệnh hồng cầu liềm, tăng sản thượng thận bẩm sinh (CAH), thiếu biotinidase và khiếm thính [3],[8]. Hiện nay, gần như tất cả trẻ sơ sinh ở Mỹ đều được sàng lọc hơn 30 bệnh. Nếu xét riêng, các bệnh rối loạn chuyển hóa bẩm sinh (RLCHBS) là hiếm gặp, tuy nhiên khi xét theo nhóm rối loạn thì tỷ lệ mắc ước tính 1/4000 trẻ sinh ra [9],[10]. Danh sách các rối loạn cho SLSS không đồng đều và thay đổi theo từng quốc gia, thậm chí theo từng vùng địa lý khác nhau trong cùng một quốc gia, tùy thuộc vào kinh phí, quy định, kỹ thuật được sử dụng và tỷ lệ mắc một rối loạn cụ thể trong cộng đồng [11]. Bất chấp những thách thức kinh tế, nhiều quốc gia có thu nhập trung bình và thấp vẫn luôn cố gắng triển khai sàng lọc ít nhất một vài rối loạn và phát triển chương trình mô hình quốc gia bao gồm theo dõi, chẩn đoán, điều trị, giáo dục và quản lý bệnh [12], [13].
    	Ở châu Á, Singapore là nước đầu tiên thực hiện sàng lọc sơ sinh vào năm 1965. Sau đó, sàng lọc sơ sinh cũng nhanh chóng được triển khai rộng khắp các nước khác trong khu vực. Đài Loan hiện tại có tỷ lệ bao phủ sàng lọc sơ sinh mở rộng cao nhất [14]. Từ năm 1996 một số nước trong khu vực Đông Nam Á và Châu Á như: Philippin, Thái Lan, Trung Quốc bắt đầu chương trình sàng lọc sơ sinh và thời gian đầu cũng lựa chọn sàng lọc suy giáp trạng bẩm sinh (CH). Kết quả phát hiện tỷ lệ mắc CH cao hơn so với Châu Âu [1]. 
     Ngày nay, hầu hết tất cả các nước phát triển đã mở rộng các chương trình sàng lọc sơ sinh từ khoảng 20 đến hơn 40 bệnh chuyển hóa. Trong đó có thể kể đến Mỹ với sàng lọc trên 30 bệnh [15]. Tuy nhiên, các nước châu Âu có dịch vụ chăm sóc y tế tiêu chuẩn cao như Anh và Pháp, vẫn sàng lọc dưới 10 bệnh. Chương trình sàng lọc sơ sinh hiện tại của Anh có phạm vi tương đối hẹp với 5 bệnh là PKU, suy giáp bẩm sinh, bệnh lý hemoglobin (hemoglobinopathies), xơ nang và thiếu hụt acylCoA dehydrogenase chuỗi trung bình. Tại Pháp cũng có 5 bệnh được sàng lọc sơ sinh là: PKU, tăng sản tuyến thượng thận bẩm sinh, suy giáp bẩm sinh, bệnh hồng cầu hình liềm và xơ nang [4].
Các nghiên cứu gần đây đã cho thấy các bệnh lý di truyền bẩm sinh thường có tần suất cao tập trung ở các nhóm cơ bản như thiếu hụt G6PD, CH, CAH, PKU và Galactosemia. Trong đó, theo một nghiên cứu tại Quảng Tây (Trung Quốc), tần số thiếu hụt G6PD giữa các trẻ sơ sinh gần 7,28%, tương tự như ước tính tại Hy Lạp (7,7%) và Ấn Độ (7,8%) [5]. Một báo cáo gần đây cho thấy tỷ lệ mắc CH ở Mỹ tăng từ 1: 4094 vào năm 1987 đến 1: 2372 vào năm 2002, tỉ lệ CAH trong khoảng 1:25.000 đến 1:30.000 và tỉ lệ mắc rối loạn galactose trong khoảng 1:37.500 đến 1:50.000 [6]. Đây là tỉ lệ cao đối với cộng đồng, gây ảnh hưởng trực tiếp không chỉ đến chất lượng của dân số mà còn làm tăng chi phí xã hội. 
Hiện nay, sàng lọc sơ sinh có thể mở rộng để phát hiện lên tới hàng trăm bệnh lý di truyền thuộc nhiều nhóm bệnh khác nhau như rối loạn chuyển hóa axit amin, rối loạn chuyển hóa axit béo, bệnh lý về máu, suy giảm miễn dịch kết hợp trầm trọng,.... Sàng lọc sơ sinh bằng máu gót chân trên giấy thấm là một trong các cách thức sàng lọc phổ biến nhất do độ an toàn cao, lấy mẫu thuận tiện. Các phương pháp sàng lọc sơ sinh được sử dụng rộng rãi nhất hiện nay là huỳnh quang phân giải thời gian, đo mật độ quang và khối phổ. Cùng với sự phát triển của kĩ thuật xét nghiệm, các mẫu bệnh phẩm với kết quả sàng lọc nghi ngờ được thực hiện xét nghiệm chẩn đoán gen, đặc biệt là phương pháp giải trình tự gen thế hệ mới giúp nâng cao hiệu quả sàng lọc và chẩn đoán bệnh. Tại Mỹ, sàng lọc sơ sinh cải thiện chất lượng sống cho hơn 12.000 trẻ em mỗi năm. Việc phát hiện và chẩn đoán bệnh sớm là chìa khóa ngăn chặn và giảm thiếu biến chứng bệnh gây ra đem lại ý nghĩa to lớn cho bản thân trẻ và nâng cao chất lượng dân số cộng đồng. 
Tại Việt Nam, chương trình sàng lọc sơ sinh ra đời đầu tiên năm 1999 sàng lọc bệnh suy giáp bẩm sinh khi bệnh viện Nhi Trung ương tham gia dự án RAS/6/032 do IAEA tài trợ [19]. Tháng 3/2002, ủy ban dân số xây dựng chương trình sàng lọc sơ sinh mở rộng hai bệnh là suy giáp bẩm sinh và thiếu men G6PD. Đến năm 2006 thì chương trình sàng lọc sơ sinh được đưa vào chương trình mục tiêu Quốc gia, ngay sau đó đã triển khai sàng lọc miễn phí trên 20 tỉnh thành thông qua đầu mối là bệnh viện sản Trung ương và bệnh viện Từ Dũ. Hiện nay theo Quyết định số 1807/QĐ-BYT, các bệnh trong sàng lọc sơ sinh hiện nay bao gồm: suy giáp bẩm sinh, tăng sản tuyến thượng thận bẩm sinh, thiếu men G6PD và một số rối loạn chuyển hóa amin, axit hữu cơ, oxy hóa axit béo, các bệnh dự trữ thể tiêu bào và các bệnh di truyền khác.     
[bookmark: _Toc168656650]1.1.2. Bệnh lý galactosemia/GALT 
Bệnh galactosemia là một trong các bệnh lý rối loạn chuyển hóa di truyền bẩm sinh được khuyến cáo sàng lọc. Bệnh do thiếu hụt enzyme trong con đường chuyển hóa galactose thành glucose. Do vậy, người bệnh, đặc biệt là trẻ sơ sinh không thể chuyển hóa đường galactose có trong sữa thành đường glucose dẫn đến tình trạng thiếu hụt năng lượng, có thể gây ra những hậu quả nghiêm trọng lên sức khỏe, trí tuệ, thậm chí là tính mạng của trẻ sau khi bú sữa mẹ hoặc sữa công thức thông thường. Galactosemia là bệnh lý di truyền lặn nhiễm sắc thể thường. Bệnh được chia thành 4 tuýp (Hình 1.1) dựa trên enzyme bị thiếu hụt bao gồm: 
(1) Tuýp 1 hay thể cổ điển (GALT) do đột biến gen GALT gây ra thiếu hụt enzyme galactose-1-phosphate uridyl transferase (enzyme GALT)
(2) tuýp 2 (GALK1) do đột biến gen GALK1 mã hóa enzyme galactokinase
(3) tuýp 3 (GALE) do đột biến gen GALE mã hóa uridine diphosphate (UDP)-galactose 4-epimerase.
(4) tuýp 4 (GALM) do đột biến gen GALM mã hóa galactose mutarotase. 
Trong đó, tuýp 1, GALT là phổ biến nhất, có tỷ lệ mắc phụ thuộc khu vực địa lý, khoảng 1:30.000 – 1:60.000 trẻ sơ sinh ở các nước châu Âu và thấp hơn rất nhiều ở Nhật Bản (khoảng 1:1.000.000). Người bệnh GALT có hoạt độ enzyme GALT rất thấp hoặc không có do đó không thể chuyển hóa dạng galactose-1-phosphate thành glucose-1-phosphate, sự tăng nồng độ galactose-1-phosphate phụ thuộc thức ăn hằng ngày. 
[image: ]
Hình 1.1. Con đường chuyển hóa galactose và bệnh lý galactosemia
Do thiếu hụt glucose, các biểu hiện của trẻ sơ sinh nếu không được phát hiện và điều trị kịp thời có thể bao gồm: (1) tiêu chảy, mất nước, vàng da, suy gan, hypoglycemia, acid chuyển hóa, đục thủy tinh thể, rối loạn đông máu, chậm phát triển và có thể chết sau vài tuần sau đó. (2) Nhiễm khuẩn Escherichia coli là một trong những nguyên nhân phổ biến gây tử vong trẻ sơ sinh mắc GALT. Điều trị bệnh hiệu quả nhất bằng cách loại bỏ lactose và galactose trong thức ăn có thể ngăn chặn hoặc làm giảm nguy cơ xuất hiện triệu chứng cấp nhưng có thể không ngăn được các biến chứng lâu dài sau đó như chậm nói, thiểu năng trí tuệ, vô sinh nữ. Một số phương pháp điều trị khác có thể được sử dụng kết hợp như sử dụng thuốc. Do vậy, cần thiết để xây dựng phương pháp sàng lọc sơ sinh hiệu quả để phát hiện sớm bệnh và điều trị kịp thời, giảm thiểu tỉ lệ xét nghiệm dương tính giả để hạn chế các xét nghiệm chẩn đoán không cần thiết cũng như tăng cường hiệu quả của các phương pháp điều trị bệnh.
[bookmark: _Toc168656651]1.2. Sàng lọc bệnh lý GALT
SLSS trên mẫu máu gót chân được thấm trên giấy thấm (DBS) là phương pháp hữu ích được sử dụng để sàng lọc bệnh lý IEM nói chung và GALT nói riêng. Cụ thể, để sàng lọc bệnh lý GALT, hoạt độ enzyme GALT được đo từ mẫu DBS thông qua phản ứng chuyển hóa galactose-1-phosphate thành glucose-1-phosphate nhờ enzyme GALT trong mẫu (phản ứng 1). Sản phẩm của phản ứng 1 tiếp tục được thực hiện một loạt các phản ứng tiếp sau đó để chuyển đổi thành tín hiệu huỳnh quang (NADPH). Cường độ tín hiệu huỳnh quang đo được tỉ lệ thuận với hoạt độ enzyme GALT trong mẫu. Cụ thể, sơ đồ phản ứng như sau:


Trong đó:


[bookmark: _Hlk168651951]Tín hiệu huỳnh quang được đo ở bước sóng kích thích 355 nm, phát xạ 450 nm. Cũng như các phương pháp SLSS nói chung, sàng lọc GALT có thể có khả năng gây ra các trường hợp dương tính giả và âm tính giả cao. Âm tính giả có thể xảy ra ở các bệnh nhân mắc bệnh lý di truyền bẩm sinh khác như dự trữ glycogen type XI, shunt tĩnh mạch cửa chủ bẩm sinh. Tuy nhiên, tỉ lệ dương tính giả có thể xảy ra rất cao do quá trình lấy mẫu, bảo quản, vận chuyển không đúng kỹ thuật như mất hoạt độ enzyme do tiếp xúc với nhiệt độ cao hoặc độ ẩm, do ảnh hưởng từ mẹ, lấy mẫu ở trẻ được điều trị bằng phương pháp truyền máu hoặc do lấy mẫu quá sớm (trước 24 sau khi sinh) (Bảng 1.1). Do vậy, có nhiều các quy trình lấy mẫu đặc biệt được đưa ra nhằm làm giảm thiểu sai số như: (1) phân loại trẻ sinh cân nặng thấp (nhỏ hơn 1.8 kg) được thực hiện xét nghiệm thêm sau 14 – 30 ngày sau sinh; (2) đối với trẻ điều trị bằng truyền máu, mẫu xét nghiệm được lấy trước khi truyền và thực hiện sàng lọc lần hai sau khi truyền máu 7 ngày đối với trẻ nghi ngờ mắc và (3) xét nghiệm tình trạng dinh dưỡng của mẹ. 
Bảng 1.1. Số lượng ca dương tính giả trong sàng lọc sơ sinh GALT trong chương trình sàng lọc sơ sinh của Utah (Mỹ) giai đoạn 2005 – 2011
	Năm
	Tổng số ca
	Tỷ lệ mắc GALT
	Số ca dương tính giả
	Ngưỡng GALT (U/GHB)

	2011
	51223
	1
	4
	3.0

	2010
	52164
	1
	7
	3.0

	2009
	53849
	1
	44
	3.5

	2008
	55605
	1
	72
	3.5

	2007
	55063
	2
	49
	3.5

	2006
	53448
	0
	48
	3.5

	2005
	51517
	3
	58
	3.5


Trên thực tế, Việt Nam chưa có nghiên cứu đánh giá tổng quát về đặc điểm hoạt độ cũng như tỉ lệ dương tính giả từ đó tối ưu hóa quy trình sàng lọc bệnh lý GALT nhằm giảm thiểu tối đa tỉ lệ sai số trong xét nghiệm này (10).

CHƯƠNG II. THỰC NGHIỆM
[bookmark: _Toc168656652]2.1. Hóa chất và dụng cụ
[bookmark: _Toc168656653]2.1.1. Hóa chất
1. Bộ thuốc thử Neonatal GALT, fluoresence measurement của hãng PerkinElmer (Mỹ).
2. Ethanol tuyệt đối (Merck).
3. Bộ mẫu chuẩn A, B, C, D, E, F có nồng độ GALT lần lượt là 1,8; 5; 8; 11; 14 và 18 U/gHb (PerkinElmer, Mỹ).
4. Bộ mẫu chứng: bình thường (nồng độ GALT 12.7 U/gHb), bất thường (nồng độ GALT 2.1 U/gHb) (PerkinElmer, Mỹ).
5. 11937 mẫu DBS thấm máu gót chân đạt tiêu chuẩn được lấy từ trẻ sơ sinh 24 – 72 giờ tuổi tại các huyện của tỉnh Ninh Bình trong hai năm 2019 – 2020.
Quy trình lấy mẫu như sau: trẻ sơ sinh 24 - 72 giờ tuổi (tốt nhất là 48 giờ sau sinh) sẽ được nhân viên y tế lấy máu gót chân vào giấy thấm chuyên dụng. Mẫu máu gót chân được để khô tự nhiên, bảo quản và vận chuyển đến phòng khám chuyên khoa xét nghiệm, trực thuộc Công ty Cổ phần Chemedic Việt Nam trong vòng 24 giờ. Các mẫu bệnh phẩm không đủ tiêu chuẩn lựa chọn bị loại trừ.
[bookmark: _Toc168656654]2.1.2. Dụng cụ và thiết bị
	Tên thiết bị
	Model
	Hãng sản xuất

	Tủ an toàn sinh học
	BSC-1300IIA2-X
	BioBase

	Giấy thấm máu khô
	
	PerkinElmer

	Máy đục mẫu máu khô
	2964848
	PerkinElmer

	Máy ủ
	12960697
	PerkinElmer

	Đĩa 96 giếng
	
	PerkinElmer

	Máy đọc huỳnh quang Victor 2D
	11453498
	PerkinElmer

	Các pipet bán tự động
	
	ThermoFisher


[bookmark: _Toc168656655]2.2. Quy trình thực nghiệm
[bookmark: _Toc168656656]2.2.1. Sơ đồ nghiên cứu 
Nghiên cứu được thực hiện theo Sơ đồ 2.1.

[image: A diagram of a flowchart

Description automatically generated]Sơ đồ 2.1. Sơ đồ nghiên cứu của đề tài
[bookmark: _Toc168656657]2.2.2. Quy trình định lượng hoạt độ GALT
Bước 1: Lấy mẫu bằng máy đục mẫu máu khô (1 lần đục) cho các mẫu chuẩn, chứng và bệnh phẩm vào đĩa 96 giếng.
[bookmark: _Hlk168654828]Bước 2: Thêm 100 μL thuốc thử Neonatal GALT, fluoresence measurement.
Bước 3: Ủ ở 370C trên máy ủ trong vòng 3 giờ.
Bước 4: Thêm 200 μL ethanol tuyệt đối vào các giếng, ủ ở nhiệt độ phòng trong vòng 30 phút.
Bước 5. Đo huỳnh quang, bước sóng kích thích 355 nm, phát xạ 450 nm
Bước 6. Thiết lập đường chuẩn định lượng hoạt độ GALT đơn vị U/gHb
[bookmark: _Toc168656658]2.2.3. Xác định đặc điểm nồng độ GALT và tối ưu hóa quy trình sàng lọc GALT
Các kết quả được phân tích giá trị trung bình, phân vị thứ 5 và 95, phân tích kiểm định phân bố chuẩn. 
Biện luận kết quả: mẫu được cho là dương tính nếu hoạt độ GALT ≤ 2.4 U/g Hb, mẫu nghi ngờ dương tính nếu hoạt độ GALT nằm trong khoảng 2.5 – 3.5 U/g Hb.
Tất cả các mẫu > 3.5 U/g Hb là các mẫu âm tính, kết quả sàng lọc bình thường và được tiếp tục tư vấn và theo dõi tại nhà để xác định tỉ lệ âm tính giả.
[bookmark: _Hlk168652938]Tất cả các mẫu ≤ 3.5 U/g Hb là các mẫu nguy cơ cao, bệnh nhân được ngay lập tức thông báo, thực hiện chế độ ăn kiêng không có lactose/glactose. Các mẫu được lấy lại và thực hiện xét nghiệm sàng lọc lần thứ 2 và xét nghiệm chẩn đoán sau 1 tuần kể từ thời điểm lấy mẫu lần 1. Nếu kết quả lần thứ 2 vẫn  ≤ 3.5 U/g Hb, bệnh nhân được thực hiện chẩn đoán, nếu kết quả lần thứ 2 > 3.5 U/g Hb, mẫu được coi là âm tính, bệnh nhân dừng chế độ ăn kiêng, tiếp tục theo dõi tại nhà. Tỉ lệ dương tính thật, dương tính giả, âm tính giả, âm tính thật, độ nhạy, độ đặc hiệu, giá trị dự đoán âm tính, giá trị dự đoán dương tính được đánh giá và so sánh giữa hai lần lấy mẫu như Bảng 2.1:
Bảng 2.1. Đánh giá hiệu quả sàng lọc bệnh lý GALT giữa hai lần lấy mẫu
	
	Dương tính thật
(a)
	Dương tính giả
(b)
	Âm tính giả
(c)
	Âm tính thật
(d)
	Độ nhạy

a/(a+c)
(%)
	Độ đặc hiệu
d/(b+d)
(%)
	Giá trị dự đoán dương tính
a/(a+b)
	Giá trị dự đoán âm tính
d/(c+d)

	Kết quả lần 1
	
	
	
	
	
	
	
	

	Kết quả lần 2 
	
	
	
	
	
	
	
	


Các phân tích được thực hiện trên phần mềm SPSS 20.0 và Microsoft Excel 365.
[bookmark: _Toc168656659]CHƯƠNG III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
[bookmark: _Toc168656660]3.1. Kết quả đặc điểm nồng độ GALT
Tổng cộng 11937 mẫu máu gót chân được xét nghiệm định lượng hoạt độ GALT. Giá trị trung vị của hoạt độ GALT là 9.59 U/g Hb. Phân vị thứ 5 hoạt độ là 5.60 U/gHb (Hình 3.1). Kết quả phân tích kiểm định Kolomogrow-Smirnov cho thấy hoạt độ GALT không tuân theo phân bố chuẩn (p < 0.01).
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[bookmark: _Toc134522499][bookmark: _Toc137489741][bookmark: _Toc137489864][bookmark: _Toc138208634][bookmark: _Toc138553278]Hình 3.1. Hoạt độ GALT trên 11937 mẫu sàng lọc


Mặc dù cùng thực hiện trên bộ thuốc thử Neonatal GALT, fluoresence measurement, kết quả trung vị của nghiên cứu là 9.59 U/g Hb nhưng theo nghiên cứu trên 999 trẻ sơ sinh của PerkinElmer Wallac Oy, Turku, Finlan được thực hiện tại Mỹ, hoạt độ trung vị của GALT là 8.0 – 6.5 U/g Hb. Ngoài ra, ở các nghiên cứu khác như trong nghiên cứu của Arieh S. Cohen (2019), giá trị trung vị là 6.0 U/g Hb; trong nghiên cứu của Barbara W. Adam (2014), giá trị trung vị là 8.2 U/g Hb (1), (11). Các kết quả nghiên cứu cho thấy sự thay đổi giá trị nồng độ trung vị phụ thuộc phương pháp và đặc điểm địa lí, dân tộc. Tuy nhiên, trong tất cả các nghiên cứu, hoạt độ GALT đều không tuân theo phân bố chuẩn. 
[bookmark: _Toc168656661]3.2. Kết quả tối ưu hóa quy trình sàng lọc GALT
Kết quả sàng lọc lần 1 cho 11 mẫu dương tính. Các mẫu này được tư vấn lấy lại và thực hiện xét nghiệm sàng lọc lần thứ 2 và xét nghiệm chẩn đoán. Kết quả sàng lọc lần 2 cho 5 mẫu dương tính, trong đó có 1 mẫu được chẩn đoán mắc bệnh GALT. Không có mẫu âm tính giả. Độ nhạy, độ đặc hiệu, giá trị dự đoán âm tính của cả hai lần đều xấp xỉ cho tới 100%. Tuy nhiên, giá trị dự đoán dương tính (PPV) của lần 1 chỉ 9.1% thấp hơn rất nhiều so với lần thứ 2 sau khi sàng lọc lại là 20%. (Bảng 3.1). Do vậy, chúng tôi đề xuất quy trình thực hiện lấy mẫu sàng lọc lần thứ 2 sau 1 tuần đối với mẫu bệnh phẩm nguy cơ cao. Nếu cả hai lần dương tính, bệnh nhân nên được thực hiện các xét nghiệm chẩn đoán bệnh (Hình 3.2).
Bảng 3.1. Kết quả sàng lọc bệnh lý GALT trên 11937 bệnh nhân
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Hình 3.2. Sơ đồ quy trình tối ưu hóa sàng lọc GALT 
Nhìn chung, không có trường hợp âm tính giả. Cả hai lần sàng lọc đều có độ nhạy, độ đặc hiệu và giá trị dự đoán âm tính rất cao (xấp xỉ cho tới 100%). Tuy nhiên, giá trị dự đoán dương tính của sàng lọc lần thứ nhất là 9.1% thấp hơn rất nhiều so với lần thứ 2 là 20%. Kết quả này tương tự với các nghiên cứu về việc thực hiện xét nghiệm sàng lọc lần thứ 2 sau khi có kết quả dương tính lần 1 nhằm tăng độ đặc hiệu và giá trị dự đoán dương tính trong bệnh lý tăng sản tuyến thượng thận bẩm sinh, thiếu men G6PD, xơ nang,... (8).  Trong nghiên cứu này, Việc thực hiện lấy mẫu sàng lọc lần 2 giúp tối ưu hóa quy trình, tiết kiệm thời gian và chi phí cho các gia đình khi giảm thiểu được số trẻ phải làm xét nghiệm khẳng định tại các bệnh viện tuyến cao hơn.  
[bookmark: _GoBack]Kết quả sàng lọc dương tính bệnh GALT là 5/11937 (xấp xỉ 0,041%) tỉ lệ này cao hơn nghiên cứu khác tại bệnh viện Phụ sản Hải Phòng, bệnh viện Sản nhi Nghệ An, bệnh viện Trung ương Huế (không phát hiện trường hợp nào); thấp hơn tỉ lệ phát hiện tại bệnh viện Đại học Y Dược thành phố Hồ Chí Minh (0,56%) (6), (7), (8), (9) Tỉ lệ dương tính thật trong nghiên cứu là 1:11937 cao hơn so với tỉ lệ mắc khoảng 1:60000 trên toàn thế giới (1). Tuy nhiên, do chưa có thông tin tỉ lệ mắc bệnh cụ thể ở Việt Nam nên cần thực hiện thêm xét nghiệm sàng lọc ở cỡ mẫu lớn hơn để xác định được chính xác tỉ lệ mắc bệnh GALT ở Việt Nam.




[bookmark: _Toc168656662]KẾT LUẬN
Nghiên cứu đã thực hiện sàng lọc hoạt độ GALT trên 11937 mẫu máu khô trẻ sơ sinh ở tất cả các huyện tỉnh Ninh Bình. Giá trị trung bình của hoạt độ GALT là 9.59 U/g Hb. Phân vị thứ 5 hoạt độ là 5.60 U/gHb, hoạt độ GALT không tuân theo phân bố chuẩn. Kết quả sàng lọc lần 1 cho 11 mẫu dương tính và lần 2 cho 5 mẫu dương tính, trong đó có 1 mẫu được chẩn đoán mắc bệnh. Không có trường hợp âm tính giả. Cả hai lần sàng lọc đều có độ nhạy, độ đặc hiệu và giá trị dự đoán âm tính rất cao (xấp xỉ cho tới 100%). Tuy nhiên, giá trị dự đoán dương tính của sàng lọc lần thứ nhất là 9.1% thấp hơn rất nhiều so với lần thứ 2 là 20%. Quy trình xét nghiệm được tối ưu hóa bằng việc lấy lại mẫu phân tích sau 01 tuần kể từ thời điểm lấy mẫu lần 1. Kết quả dương tính cần được thực hiện xét nghiệm chẩn đoán bệnh. 
Kết quả nghiên cứu góp phần hoàn thiện các đánh giá kết quả chương trình sàng lọc sơ sinh, giúp nâng cao hiệu quả sàng lọc, giảm thiểu số lượng dương tính giả, đồng thời giúp giảm các chi phí cho các xét nghiệm chẩn đoán xác định, tối ưu hóa nguồn lực kinh tế xã hội
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 Dương  tính  th ậ t   (a)  Dương  tính  gi ả   (b)  Âm  tính  gi ả   (c)  Âm  tính  th ậ t   (d)  Đ ộ   nh ạ y     a/(a+c)   (%)  Đ ộ   đ ặ c  hi ệ u   d/(b+d)   (%)  Giá tr ị   d ự   đoán  dương  tính   a/(a+b)  Giá tr ị   d ự   đoán  âm  tính   d/(c+d)  

K ế t qu ả   l ầ n 1  1  1 0  0  11936  100  99,91  9.1  100  

K ế t qu ả   l ầ n 2   1  4  0  11936  100  99,97  20  100  
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