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ABSTRAK 

Galaktosemia klasik adalah penyakit yang disebabkan kekurangan enzim galaktosa-1-fosfat 
uridil transferase (GALT) dan mempunyai simptom jaundis dan septisemia. Tujuan kaj ian 
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 µmol/L; ketepata • al ah 
+8.9% (bias) dan I 07.3% (kembalian semula). Kajian gangguan mendapaµ ~ko{a aan 
asid askorbik mengganggu .0 . din an kaedah as~G dengan kit 
komersil mendapati ali korelasi Spearmen, pekali pen tuan dalY-'re~~i- Deming ialah 
masing-masing 0.63~.o.6&5..dan )1=0.8-74-1-x.¾165-.~ iaitu ~f~<!t15erhubungan yang 
sederhana tetapi sig ifikan (p=0.000). Keputusan I 0.0%:"memuaskan dicapai dalam 
perbandingan antara akmal. Perakuan kaedah GA Jpula mendapati kelinearan dicapai, 
purata kepersisan ial 4.89% (kebolehulangal't'}_ ~10.25% (kebolehhasilan semula), 
had pengesanan dan ~ad pengiraan ialah.,,.O.ru dah 0.91 U/g Hb. Julat rujukan dan had 
pemutus teratas asai G ialah 4-482 µn(olfL.d'an 528 µmol/L manakala bagi asai GALT 
ialah 2.4-6.1 U/g Hb dan I .4 U~ Hb-l(had pemutus terendah). Sistem kawalan kualiti 
dalaman kedua-dua a ai ~a@ ,\<firt. Seramai 5313 bayi yang mengalami jaundis telah 
disaring. Gabungan {.astfi int sebagai kaedah penyaringan mencatatkan kesensitifan 
(100%) dan ke~Si 1ka (9,9.9%) yang tinggi. Nilai anggaran positif dan negatif 
mencatatkan ,50% d l 00%. Nisbah kebolehjad ian positif dan negatif ialah 5312 dan 0. 
Kawasan~b'~ah le gkuk ciri operasj penerima adalah 0.997 bagi asai TG dan 0.993 
ba~i (as"a:i @LT. dar pJevalens ialah 0.02%. Kesimpulannya, kaedah saringan 
,ga:lal<losYrnia klasik b rjaya diwujudkan dan disahkan serta mampu menyaring penyakit 

"'ini Secara tepat dan ber esan. 



ESTABLISHMENT AND VALIDATION OF METHODS FOR SCREENING OF 
CLASSICAL GALACTOSEMIA AMONG JAUNDICED BABIES 

ABSTRACT 

V 

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 (TO) and GALT assay in dried blood spots. 
Method validation and verification were carried out for both assays and reference ~ges 
were obtained from normal babies. Screening among jaundiced babies was ~crn(\ucted 
using TG and GALT assay before diagnostics tests and prevalence calculat~. ~ ~Hdation 
results showed non lin_9ri~~ of 8.27% (!fp~ata611ity) and 
6.61 % (reproducibi lity). Limit of blank, det~c!ion _and q_ua~titatiO'f'~\ rs;,..'91, 157 and 188 
µmol/L respectively. ,\ccuracy were +8.9% (bias) and I 07.. ¾ ((ecovery). Interference 
study demonstrated th1t glucose and ascorbic acids inteffer d with TG assay (p<0.05). 
Comparison TG assay ith commercial kit showed tlia,Spearmen correlation coefficient, 
coefficient deterrnin ion and Deming (": regre.~sion were 0.639, 0.685 and 
y=0.874 lx+ 165.4 728 ggesting moderat(yeVignificant relationship (p=0.000). Result 
of 100% satisfactory s achieved irrtb~ inter laboratory comparison study. Verification 
for GALT assay found that lil)0Q~Was achieved; precision were 4.89% (repeatability) 
and 10.25% (reproduci ilµyJ'jir(V limit of detection and quantitation were 0.323 and 0.91 
U/g Hb respectively~ ef~~e ranges and upper cut-off for TG assay were 4 - 482 
µmol/L and 528~0 whi le for GALT assay were 2.4 - 6.1 U/g Hb and 1.4 U/g Hb 
(lower cut;Pf~ntern I quality control for both assays showed satisfactory results. A 
total o/.-1J-1'3ia-rlndice babies were screened. Combination of TG and GALT assay as 
screening-methods pro ucedhigh sensitivity (100%) and specificity (99.9%). Positive and 

n ,.......rixgative predicted values showed 50% and 100% respectively. Positive and negative 
~ likelihood ratio were 5312 and 0. Area under the receivers' operating characteristics 

curve showed 0.997 for TG assay and 0.993 for GALT assay. Prevalence was calculated 
as 0.02%. Tn 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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PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

,- ( (>_. 
Sumber makanan utama ba • • ad ~ mengan~un,; 1Jkt"2a, sejenis 

disakarida yang ter iri daripada galaktosa dan glukosa. Glukosa--adal~ pembekal primer 

dalam menjana tena . Galaktosa pula perlu ditukarkan,kebl ntuk glukosa melalui tapak 

jalan metabolisme gl laktosa kerana galaktosa tiqak boleh digunakan sebagai sumber 
f "" / 

tenaga secara terus (Beutler 1991). ~im:enzim yang terlibat daJam metabolisme 

galaktosa ialah galak okinase (GAL:K) g~i<t'osa-1-fosfat uridil transferase (GALT) dan 

uridin difosfogalakto a-4>epf""meras (GALE). Galaktosemia terjadi akibat kekurangan 

salah satu enzim cj,a ~4etabolisme galaktosa menyebabkan penimbunan galaktosa, 

galaktosa-t -f-sfuida beberapa metabolit perantara (Berry et al. 1995). Profil biokimia 

akiba~m~gan dalam metabolisme galaktosa ini mengakibatkan peningkatan 
1' / 

..-k'ep ~atan' abnormal ang tinggi bagi galaktosa dan metabolit-metabolitnya di daJam tisu 

,, ~ adan dan cecair. Kesan peningkatan metabolit ini boleh membawa maut semasa 

peringkat bayi atau mengalami kesan jangka masa panjang seandainya bayi tersebut 

terselamat daripada maut. 

Kekurangan GALT dikenaJi sebagai galaktosemia klasik. la merupakan 

galaktosemia yang paling kerap dikesan dan dilaporkan daJam 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 (hypotonia) yang biasa berlaku pada minggu pertama 

selepas kelahiran. Jaundis, hati yang tidak berfungsi (liver dysfunction), katarak dan 
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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~ ay W93) 

manakala di Jepun adalah 1: Wawl-@f,....ai_ 1984 . Setakat ini t~~a~ prevalens 

dilaporkan bagi neg r Malaysia. ________ i ~ .\" 

Diagnosis u tuk penyakit galaktosem~ ~ ~i Malaysia bermula pada tahun 

2001 apabila lnstitu Penyelidikan Pe~af . .a1r(INi'R) menggunakan kit komersil bagi 

penentuan galaktosa umlah dan k¼~s(t penentuan aktiviti GALT keluaran Perkin 

Elmer untuk diagn is j9il1°!J' .,.,galaktosemia klasik. Kedua-dua kaedah merupakan 

kaedah makmal yar ,~~ cepat dan tepat dalarn mendiagnosis galaktosemia klasik 

(Kementeria/: ✓e;ih tan Malaysia 200 I). Walaubagaimanapun, kit untuk penentuan 

galal$)s~~h tel h ditarik balik pada tahun 2003 dari pasaran kerana penggunaan 

<> tJaha\ ~ mia berb ?Ya seperti logam berat merkuri dan zink oksida. Diagnosis 

<' ) alaktosemia klasik bergantung kepada kit penentuan aktiviti GALT yang mungkin 

membawa kepada keputusan positif yang palsu. lni 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 j umlah 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 metabol it galaktosa dan galaktosa 

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

l.2 OBJEKTIF 

l.2.1 Objektif Umu \ 
) ... , ~ ,, 

11(~,, \ ~ 

,. 

~~ 
" ~ ,,) 

./ 

( ,/ 

Mewujud dan menge ahkan kaedah P9°Y.ar1o'gan bagi penyakit galaktosemia klasik 
_,; 

(kekurangan GALT) di kalangan bayi ya g mengalami jaundis. 
/ 0 ; 

J.2.2 Ob~::IS)>U$~; (. ~ R 
I. (rvie✓uj cf dan engesahkan asai galaktosa jumlah di dalam tompok darah kering 

--~, ./ 
.., ~ (in-house reagen(prepared method). 

2. Memperakukan asai GALT di dalam 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 ju lat rujukan bagi asai galaktosa jumlah dan asai GALT yang diambil 

daripada bayi baru lahir yang normal 

6. Menentukan prevaJens gaJaktosemia klasik di kalangan bayi yang mengalami 

jaundis dengan menggunakan asai galaktosajumlah dan asai GALT. 
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1.3 HIPOTESIS 

1. Bahan yang mempunyai struktur atau sifat kimia yang sama atau hampir sama 

dengan molekul galaktosa tidak mengganggu asai galaktosajumlah 

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 ~ ~& 

normal dan sihat menunjuk bur . al/Gaussian ---J '-J \ 
4. / 

Galaktosemia sik lebih kerap berlaku di kala an i. g mengalami 

jaundis. ., ~ 

f'~ 

/4 
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