' Ai‘n%%i)?\

PEWUJUDAN DAN PENGESAHAN KAEDAH PENYARINGAN BAGI
PENY AKIT GALAKTOSEMIA KLASIK DI KALANGAN
BAYI YANG MENGALAMI JAUNDIS

R s
} AFFANI;I BIN _OMAR _ \\X\
fq(x(?}: r \
N‘ \5"‘

( m?J H?PPUKM] w4

| ‘:.
P &45

)E§I§}A1N DIKEMUKAI@QN UNTUK MEMPEROLEH 1JAZAH
- Q0 k SARTANA SAINS PERUBATAN

. .

T

FAKULTI PERUBATAN
UNIVERSITI KEBANGSAAN MALAYSIA
KUALA LUMPUR

2012



ii

AFFANDI BIN OMAR
P41122




i

PENGHARGAAN

Syukur Alhamdulillah kepada Allah S.W.T kerana memberikan saya kesihatan yang
cukup, masa dan kematangan fikiran untuk menyiapkan kajian ini dalam bentuk
sebegini rupa. Jutaan terima kasih yang rasanya tidak mampu saya balas kembali
hingga ke akhir hayat kepada penyelia utama Dr. Zakiah Jubri@Mohd Zufri, Jabatan
Biokimia, Fakulti Perubatan, Universiti Kebangsaan Malaysia (UKM), di atas bantuan
yang begitu besar, bimbingan, teguran dan nasihat yang begitu berguna sepanjang
kajian ini. Tidak lupa juga kepada penyelia bersama saya iaitu Dr. Zabedah Md
Yunus, Ketua Unit Biokimia, Unit Biokimia, Pusat Diagnostik Khas, Instititut
Penyelidikan Perubatan (IMR) dengan kepakaran dan bimbingan yang banyak
membantu menguatkan lagi semangat saya untuk menyiapkan kajian ini. Terima kasih
juga saya ucapkan kepada Jabatan Perkhidmatan Awam (JPA) di atas Hadiah Latihan
Persekutuan (Separa Penuh) yang banyak membantu dari segi kewangan pada awal

kajian ini. i (_\ 'S

Banyak data bagi—penulisan -telah dip i dari IMR.- Saya ingin
merakamkan ucapan ng ingga kepada -mantan Ketua
Pengarah Kesihatan, Sri Dato’, Dr. Ismail Merican; Ketua Pengarah Kesihatan,
Dato’ Dr. Hasan bin Abdul « ;’ImibK:r\Ketua Pengarah Kesihatan
(Penyelidikan dan SoKongan “Teknikal), Dato® - Maimunah bt A. Hamid dan
Pengarah IMR, Dr Shahnaz Murad di @QY enaran yang diberikan untuk
menjalankan kajian ini| Tidak d’llupakau/ a‘kepada Sekretariat Institut Kesihatan

Kebangsaan (NIH), ian ’\Kﬁs tan Malaysia melalui Jawatankuasa
Pemantauan Projek elidik -_\' y IMR yang -memberikan peruntukan untuk
menjalankan kajian ini. Ut.‘ apanisclinggi-tinggi penghargaan kepada pegawai-pegawai

dan kakitangan di dal 1 % mia, Pusat Diagnostik Khas terutama kepada Puan
Dayang Pertiwjs Puan orasharéena Mohd Shakrin, JTMP Rosliza Daapit, JTMP Siti
Rozilah }bdyl Kadir JTMP Hemala/p Arunagiri di atas bantuan dan sokongan
yang tldak berbelah| bahagi. Begitu juga pegawai dan kakitangan yang
berthngﬁ'ung]awab terhadap sumber umat di perpustakaan IMR. Penghargaan
JuEa dibuat ke atas para. pensyarah, ar serta kakitangan di Jabatan Biokimia,
~Fakulti Perubatan, Universiti Keban, Malaysia di atas pertolongan secara
langsung atau tidak langsung. Sekalung penghargaan juga tidak saya lupakan buat Cik
Emilia Zainal Abidin yang telah banyak memberi input dari segi data dan maklumat
terkini dari luar negara.

Akhir sekali, kajian ini tidak mungkin dapat disiapkan tanpa sokongan,
dorongan dan kekuatan daripada ahli keluarga terutama ibu dan bapa yang dikasihi,
Jamayah Yahya dan Omar Puyun, serta isteri dan anak yang tercinta, Imilia binti
Ismail dan Aira Insyirah. Buat rakan karib saya, Mohd Nasrul bin Che’ Hussin, Mohd
Faizal bin Lampam dan Aziz bin Tahir, terima kasih atas kritikan, teguran dan
pertolongan yang tidak terhingga. Hanya Allah S.W.T yang mampu membalas jasa
dan pertolongan kalian.



ABSTRAK

Galaktosemia klasik adalah penyakit yang disebabkan kekurangan enzim galaktosa-1-fosfat
uridil transferase (GALT) dan mempunyai simptom jaundis dan septisemia. Tujuan kajian
ini adalah untuk mewujud dan mengesahkan kaedah penyaringan galaktosemia klasik
melalui asai galaktosa jumlah (TG) dan GALT dalam tompok darah kering. Pengesahan
dan perakuan kaedah dibuat ke atas kedua-dua asai sebelum julat rujukan dibentuk
daripada bayi normal. Penyaringan dilakukan terhadap bayi yang jaundis menggunakan
kedua-dua asai tersebut sebelum ujian diagnostik dan nilai prevalen dikira. Keputusan
pengesahan asai TG mendapati piawainya tidak linear; purata kepersisan ialah 8.27%
(kebolehulangan) dan 6.61% (kebolehhasilan semula); had pengosong, had pengesanan
biologi dan had pengiraan masing-masing 91, 157 dan 188 pmol/L; ketepatafi-.ialah
+8.9% (bias) dan 107.3% (kembalian semula). Kajian gangguan mendapati glukosa dan
asid askorbik mengganggu .05)- dingan kaedah asai. TG dengan kit
komersil mendapati li korelasi- Spearmen, pekali penentuan @rrreg"ye%i Deming ialah
masing-masing 0.639,-0.68 0.8741x+4:163.4728-iaitu terdapat-perhubungan yang
sederhana tetapi signifikan (p=0.000). Keputusan 100% memuaskan dicapai dalam
perbandingan antara makmal. Perakuan kagdali GALT pula mendapati kelinearan dicapai,
purata kepersisan ialdh 4.89% (kebolehulang -10.25% (kebolehhasilan semula),
had pengesanan dan had pengiraan ialah 0.323 dan 0.91 U/g Hb. Julat rujukan dan had
pemutus teratas asai TG ialah 4-482 un ol dan 528 pmol/L manakala bagi asai GALT
ialah 2.4-6.1 U/g Hb|dan 1.4, U/g Hb (had pemutus terendah). Sistem kawalan kualiti
dalaman kedua-dua asai mendi ?;n Seramai 5313 bayi yang mengalami jaundis telah
disaring. Gabungan dua r s#i dni Sebagai kaedah penyaringan mencatatkan kesensitifan
(100%) dan kespesifikaii- (9999%) yang tinggi. Nilai anggaran positif dan negatif
mencatatkan 50% danl 100%. Nisbah kebolehjadian positif dan negatif ialah 5312 dan 0.
Kawasan di bawah lengkuk ciri operéiii penerima adalah 0.997 bagi asai TG dan 0.993
bagi rasai GALT. Kadar prevalens ialah 0.02%. Kesimpulannya, kaedah saringan
galaktosemia klasik b erjaya diwujudkan dan disahkan serta mampu menyaring penyakit

Llal

_ < ini secara tepat dan berkesan.
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ESTABLISHMENT AND VALIDATION OF METHODS FOR SCREENING OF
CLASSICAL GALACTOSEMIA AMONG JAUNDICED BABIES

ABSTRACT

Classical galactosemia is caused by deficiency of galactose-1-phosphate uridyl
transferase (GALT) with symptoms of jaundice and septicaemia. The objective of this
study was to establish and validate screening methods for classical galactosemia among
jaundiced babies using total galactose (TG) and GALT assay in dried blood spots.
Method validation and verification were carried out for both assays and reference ranges
were obtained from normal babies. Screening among jaundiced babies was conducted
using TG and GALT assay before diagnostics tests and prevalence calculate lidation
results showed non line; G calibrafors wi n of 8.27% (repeatablllty) and
6.61% (reproducibility). Limit of blank, detection and quantitatiomwere.91, 157 and 188
umol/L respectively. Accuracy were +8.9% (bias) and ]0?/3% (r\;(overy) Interference
study demonstrated thdt glucose ,aat} ﬁpqr i acids nrne\ffered with TG assay (p<0.05).
Comparison TG assay with commercial kit showed t Spearmen correlation coefficient,
coefficient determination and Deming, r@q ion were 0.639, 0.685 and
y=0.8741x+165.4728 suggesting mocierat(e" yef}]gnif icant relatlonship (p=0.000). Result
of 100% satisfactory was achigved inthe inter laboratory companson study. Verification
for GALT assay found|that ll earity was achieved; precision were 4.89% (repeatability)
and 10.25% (reproducibiljty) ar 'l;mt of detection and quantitation were 0.323 and 0.91
U/g Hb respectively.. ¢ '_Lmn‘ges and upper cut-off for TG assay were 4 — 482
pmol/L and 52841‘6 I whﬂe{or GALT assay were 2.4 — 6.1 U/g Hb and 1.4 U/g Hb
(lower cul;offi_lntem | quality contral for both assays showed satisfactory results. A
total of/5313 ~jaundiced babies were sclleened Combination of TG and GALT assay as
scpeenmg “methods produced high sens:tllnty (100%) and specificity (99.9%). Positive and
>s showed 50% and 100% respectlvely Positive and negative
 likelihood ratio were 5312 and 0. Ar@ under the receivers’ operating characteristics
curve showed 0.997 for TG assay and 0993 for GALT assay. Prevalence was calculated
as 0.02%. In conclusion, methods for determination of classical galactosemia have been
successfully established and validated hence, screening for this disease was found to be
effective and accurate.
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i -Kepekatafi abnormal ngtinggi bﬁgi

BAB I
PENDAHULUAN

1.1  PENGENALAN

s
= \
P N

Sumber makanan utama bagi i_ad . Susu mengandungi:\izgk’t:-;sh, sejenis
disakarida yang tedﬁnf%%ukgs@ﬂgﬁﬁémbekﬂ primer
dalam menjana tenagp. Galaktosa pula perlu ditukarkan ke’ béntui glukosa melalui tapak
jalan metabolisme g lalaoéitg(aﬁg %Jlﬁ(tpsa: ti :%leh digunakan sebagai sumber
tenaga secara terus |(Beutler 199‘1).\- Eﬁkﬁk\

galaktosa ialah galakfokinase (Gfde),i g;ﬁk'_{o;;;-fosfat uridil transferase (GALT) dan
uridin difosfogalaktosa-4‘ (GALE}.-G&Iaktosemia terjadi akibat kekurangan
salah satu enzim dalam i -?33,
galaktosa-l-fosi{ dan bebera metabélit,_p_erantara (Berry et al. 1995). Profil biokimia
akibgt/ if;f&in&ngan dalam metabollme gaiaklosa ini mengakibatkan peningkatan

yang terlibat dalam metabolisme

eli galaktosa menyebabkan penimbunan galaktosa,

alaktosa dan metabolit-metabolitnya di dalam tisu

‘badan dan cecair. Kesan peningkatv metabolit ini boleh membawa maut semasa

peringkat bayi atau mengalami kesan jangka masa panjang seandainya bayi tersebut

terselamat daripada maut.

Kekurangan GALT dikenali sebagai galaktosemia klasik. la merupakan
galaktosemia yang paling kerap dikesan dan dilaporkan dalam jurnal perubatan dengan
kadar prevalen dan insiden yang tinggi di sesetengah negara (Honeyman et al. 1993,
Schweitzer-Krantz 2003 dan Bosch et al. 2005). Antara simptom galaktosemia klasik
ialah kurang menyusu (poor feeding), kehilangan berat badan, muntah dan cirit-birit,
keletihan (lethargy) dan hipotonia (fypotonia) yang biasa berlaku pada minggu pertama
selepas kelahiran. Jaundis, hati yang tidak berfungsi (liver dysfunction), katarak dan



septisemia boleh dilihat semasa pemeriksaan fizikal. Kesemua simptom ini akan hilang
sekiranya rawatan awal diberi sebaik sahaja diagnosis disahkan. Oleh yang demikian,
penyaringan bayi baru lahir bagi galaktosemia klasik diperkenalkan di kebanyakan negara
dan wilayah supaya rawatan awal dapat diberikan. Pelbagai kaedah penyaringan telah
diperkenalkan sama ada penentuan metabolit galaktosa ataupun penentuan aktiviti GALT
(Okano et al. 2000, Simonsen et al. 2001, Berry et al. 2010). Namun begitu, keputusan
untuk melakukan penyaringan galaktosemia klasik bergantung kepada insidens dan
prevalens penyakit ini yang dilaporkan berbeza mengikut kawasan (Holton et al. 2001).
Kadar prevalens di Ireland adalah 1 dalam 10,000 — 20,000 (Honeyman et a! ~1993)
manakala di Jepun adalah 1: 1984). Setakat ini tlada E:Iatzr prevalens

dilaporkan bagi negdra Malaysia. - ' o~

Diagnosis untuk penyaklt galaktoscmta lk di Malaysia bermula pada tahun
2001 apabila Institu Penyelldlkan Pei ) menggunakan kit komersil bagi
penentuan galaktosa umlah dan kit. keﬁzs'i)penentuan aktiviti GALT keluaran Perkin
Elmer untuk diagn MT jgalaktoscmia, klasik. Kedua-dua kaedah merupakan
kaedah makmal yan ;{aﬁé gﬁ)at dan tepat dalam mendiagnosis galaktosemia klasik
(Kememenafy, 'K/ ihatan Malaysm 2001) Walaubagaimanapun, kit untuk penentuan
galakwsa yumlah telah ditarik balik pada tahun 2003 dari pasaran kerana penggunaan

fbahan k/rma berbahaya seperti lo@m berat merkuri dan zink oksida. Diagnosis

galaktosemia klasik Bérgantung kep‘g@a kit penentuan aktiviti GALT yang mungkin
membawa kepada keputusan positif yg‘hg palsu. Ini berikutan, aktiviti GALT dilaporkan
menurun sekiranya terdedah kepada suhu dan kelembapan yang tinggi (Rhode et al.
1998). Tambahan pula, kos untuk kit komersil sama ada galaktosa jumlah atau aktiviti
GALT yang mahal menyebabkan hanya bayi yang mempunyai risiko tinggi galaktosemia
sahaja yang patut diuji. Ini menyebabkan ada kemungkinan bayi yang tidak menunjukkan

simptom yang sama akan terlepas daripada didiagnosis.

Program penyaringan di beberapa negara menggunakan pendekatan yang
berbeza sama ada menggunakan kaedah penentuan metabolit galaktosa dan galaktosa

jumlah atau menentukan aktiviti GALT atau penggunaan kedua-duanya sekali.



Penyaringan galaktosemia klasik boleh dilakukan melalui kaedah penentuan galaktosa

jumlah dan aktiviti GALT.

Sebelum keputusan untuk melakukan penyaringan penyakit galaktosemia klasik
ini, langkah untuk mewujudkan suatu kaedah penentuan galaktosa jumlah dan penentuan
aktiviti GALT dilihat sebagai suatu keperluan mendesak. Selain dapat mengurangkan kos
pembelian kit komersil, kesensitifan dan kespesifikan kaedah penyaringan galaktosemia
boleh ditentukan melalui kedua-dua kaedah.

12 OBJEKTIFKAFAN — ¢ ——— « DT

s s -

121 ObjektifUmuL: r( ,?) 1, E ( 4 = o)
~ 511}‘\\} X

Mewujud dan mengeiahk&n kaedah pq(gm-rpgim bagi penyakit galaktosemia klasik

(kekurangan GALT) dilkalan gy i ya?tg mengala:m jaundis.

1.2.2 Objektlflguﬁ S \_
B 3

ki . fﬁeyﬂjud dan nmjengesahkan asai galaktosa jumlah di dalam tompok darah kering

-

.~ (in-house reagent prepared method).

J 2 Memperakukan asai GALT di daﬁm tompok darah kering melalui penggunaan kit
komersil

3. Mengenal pasti unsur-unsur yang mengganggu asai galaktosa jumlah di dalam
tompok darah kering dan implikasinya

4. Membandingkan asai galaktosa jumlah (kaedah penyediaan reagen dalaman)
dengan kaedah kit komersil penentuan galaktosa jumlah oleh Perkin Elmer

5. Menentukan julat rujukan bagi asai galaktosa jumlah dan asai GALT yang diambil
daripada bayi baru lahir yang normal

6. Menentukan prevalens galaktosemia klasik di kalangan bayi yang mengalami

jaundis dengan menggunakan asai galaktosa jumlah dan asai GALT.



1.3  HIPOTESIS

1. Bahan yang mempunyai struktur atau sifat kimia yang sama atau hampir sama
dengan molekul galaktosa tidak mengganggu asai galaktosa jumlah

2. Terdapat korelasi yang memuaskan di antara asai galaktosa jumlah (kaedah
penyediaan reagen dalaman) dengan kaedah kit komersil penentuan galaktosa
jumlah oleh Perkin Elmer

3. Kepekatan galaktosa jumlah dan aktiviti GALT di dalam populasi b/)u y@ng
normal dan sihat menunjukkan taburan normal/Gaussian o e »

4. Galaktosemia ki% kalarigan bay: ya}lg mengalami
Jjaundis. \ AN Ty )1“_) & ’1\/ et

e N
e
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