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LỜI CAM ĐOAN

Tôi xin cam đoan đây là công trình nghiên cứu do chính tôi thực hiện. Các số liệu, kết quả trong luận án là trung thực và chưa được bất kỳ tác giả nào công bố trong bất kỳ công trình nào khác.
                                                       Tác giả
Vũ Thị Kim Hoa
LỜI CẢM ƠN

Tôi xin bày tỏ lòng biết ơn chân thành tới Ban giám đốc Viện Dinh dưỡng, Trung tâm Đào tạo Dinh dưỡng và Thực phẩm, các Thầy, các cô, các anh chị đồng nghiệp đã tận tình giúp đỡ tôi trong suốt quá trình học tập, nghiên cứu và hoàn thành luận văn tốt nghiệp.

Đặc biệt tôi xin bày tỏ lòng biết ơn chân thành và sâu sắc tới Phó giáo sư, Tiến sĩ Nguyễn Xuân Ninh và Phó giáo sư, Tiến sỹ Nguyễn Đỗ Huy. Những người thầy tâm huyết đã tận tình hướng dẫn, động viên khích lệ, dành nhiều thời gian trao đổi và định hướng cho tôi trong quá trình thực hiện luận án.

Tôi xin bày tỏ cảm ơn tới Ủy ban nhân xã, trạm y tế xã, 14 trường mầm non và các cộng tác viên của 4 xã Quỳnh Phú, Xuân Lai, Đại Lai, Nhân Thắng huyện Gia Bình tỉnh Bắc Ninh đã giúp đỡ tạo điều kiện cho tôi cho tôi trong quá trình triển khai thu thập số liệu, tạo điều kiện thuận lợi cho tôi hoàn thành các nội dung nghiên cứu thuận lợi.

Tôi xin cảm ơn cán bộ khoa nghiên cứu vi chất dinh dưỡng – Viện Dinh Dưỡng Quốc gia đã giúp đỡ và tạo điều kiện cho tôi trong quá trình nghiên cứu.

Cuối cùng, tự đáy lòng tôi vô cùng xúc động và biết ơn tấm lòng ân tình của gia đình (nhất là chồng và các con tôi), bạn bè, đồng nghiệp và các bạn đã quan tâm, động viên, chia sẻ và giúp đỡ tôi trong quá trình học tập và hoàn thành đề tài.

MỤC CÁC CHỮ VIẾT TẮT

	FOS
	: Fructo-oligosaccharid

	GOS
	: Galacto-oligosaccharit

	GDDD
	: Giáo dục dinh dưỡng

	HAZ
	: Z-score chiều cao theo tuổi

	NCDDKN
	: Nhu cầu dinh dưỡng khuyến nghị

	NKHH
	: Nhiễm khuẩn hô hấp

	OR
	: Odd Ratio – Tỷ suất chênh

	RR
	: Relative Risk – Nguy cơ tương đối

	SDD
	: Suy dinh dưỡng

	TTDD
	: Tình trạng dinh dưỡng

	T0,
	: Thời điểm bắt đầu nghiên cứu

	T2,5
	: Thời điểm 2,5 tháng sau nghiên cứu

	T5
	: Thời điểm sau 5 tháng nghiên cứu

	UNICEF
	: United Nations Children's Fund (Quỹ Nhi đồng Liên hiệp quốc)

	WHO
	: World Health Organization (Tổ chức Y tế Thế giới)

	WAZ
	: Z-score cân nặng theo tuổi

	WHZ 
	: Z-score cân nặng theo chiều cao 

	Zn
	: Kẽm
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92Bảng 3.28. Số đợt và số ngày mắc bệnh tiêu chảy trung bình trong thời gian can thiệp


94Bảng 3.29. So sánh số đợt mắc bệnh tiêu chảy theo trong 5 tháng


94Bảng 3.30. Số lần, số ngày mắc bệnh NKHH / 5 tháng can thiệp


95Bảng 3.31. Tỷ lệ mắc NKHH trên và dưới trong 5 tháng can thiệp



97Bảng 4.1. So sánh sự cải thiện cân nặng của trẻ trong nghiên cứu này với một số nghiên cứu bổ sung vi chất khác tại Việt Nam


98Bảng 4.2. So sánh mức tăng chiều cao của hai nhóm với kết quả nghiên cứu của một số tác giả khác tại Việt Nam




DANH MỤC BIỂU ĐỒ
6Biểu đồ 1.1. Số liệu thống kê về tình trạng dinh dưỡng trẻ em dưới 5 tuổi Việt Nam 2008 - 2015


7Biểu đồ 1.2. Tỷ lệ trẻ suy dinh dưỡng theo nhóm tháng tuổi


8Biểu đồ 1.3. Số ca suy dinh dưỡng trên thế giới qua các năm


24Biểu đồ 1.4. Phân bố vi khuẩn tại các đoạn khác nhau trong đường tiêu hóa người trưởng thành



70Biểu đồ 3.1. Tỷ lệ SDD của trẻ khi bắt đầu can thiệp


72Biểu đồ 3 2. Tỷ lệ thiếu vi chất dinh dưỡng khi bắt đầu can thiệp
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ĐẶT VẤN ĐỀ
Thiếu dinh dưỡng ở trẻ em hay thường được gọi là suy dinh dưỡng (SDD) vẫn đang còn là vấn đề có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng tại các nước đang phát triển trong đó có Việt Nam. SDD thường bắt đầu xuất hiện sau 4 - 5 tháng và tăng nhanh từ 6 - 24 tháng tuổi và đặc biệt là SDD tích lũy với tỷ lệ rất cao trong vòng 2 - 3 năm đầu đời (25 - 36 tháng tuổi). Nguyên nhân SDD trẻ em thường do thiếu ăn, ăn uống không hợp lý và bệnh tật. Các vi chất dinh dưỡng, vitamin và chất khoáng (vitamin A, C, E, kẽm, sắt, selen) đã được biết đến với chức năng tham gia vào quá trình miễn dịch, vào các chức năng chuyển hóa ở mức phân tử và tế bào của hệ thống miễn dịch. Bổ sung các chất dinh dưỡng này vào khẩu phần ăn thiếu hụt làm tăng khả năng miễn dịch của cơ thể, cải thiện sức đề kháng với các bệnh nhiễm trùng [1], [2], [3].

Ngoài các vi chất dinh dưỡng, gần đây hệ vi khuẩn đường ruột cũng được nhiều nghiên cứu đề cập đến có vai trò rất quan trọng giúp duy trì sự ổn định nội môi của cơ thể và tình trạng sức khỏe, dinh dưỡng tốt. Tuy nhiên, trẻ suy dinh dưỡng thường kèm theo rối loạn hệ vi khuẩn đường ruột, tăng các đợt tiêu chảy cấp tính,cũng như các bệnh rối loạn mãn tính kéo dài và kéo theo sự thay đổi quan trọng của hệ miễn dịch tại đường tiêu hóa [4]. Giới khoa học chú ý nhiều tới khả năng của một vài loại vi khuẩn đường ruột sinh acid lactic, còn được gọi là probiotic, có tác dụng có lợi đến cân bằng hệ vi khuẩn chí đường ruột [5], [6], [7], [8]. Trong số các vi khuẩn này phải kể đến Lactobacilli và Bifidobacteria, chúng là một phần của hệ vi khuẩn đường ruột và đã được tiêu thụ bởi con người từ các sản phẩm sữa khác nhau. Một số giống probiotics này đã được sử dụng thành công để cải thiện kết quả của các bệnh dạ dày ruột, đặc biệt là tiêu chảy [9], [10], [11], [12]. Ngoài tác dụng điều hòa hệ vi khuẩn chí trong ruột, một số bằng chứng cho thấy probiotics còn có khả năng điều chỉnh hệ thống miễn dịch tại một số cơ quan khác nhau của cơ thể. Theo cách ấy, chúng cải thiện cơ cấu hàng rào miễn dịch và/ hoặc có thể giúp cơ thể điều chỉnh lại các rối loạn của hệ miễn dịch như dị ứng hoặc viêm ruột ở cả trẻ sơ sinh và người lớn [13]. 

Một biện pháp giúp cải thiện hệ vi khuẩn đường ruột ở người và hoạt động chuyển hoá của chúng là sử dụng một số carbohydrate có khả năng thúc đẩy sự phát triển của các vi khuẩn có ích (chủ yếu là Bifidobacteria) trong đường ruột. Các carbohydrate này được gọi là “prebiotics”, là thành phần của thức ăn không tiêu hoá được, có tác dụng kích thích chọn lọc lên sự phát triển và hoạt động của các vi khuẩn có lợi cho sức khoẻ như Bifidobacteria trong đại tràng của người [14]. Trong nhóm các prebiotics, Inulin và Oligofructose (FOS) nằm trong số những “prebiotics” được sử dụng nhiều nhất, chúng là những thành phần thức ăn tự nhiên có trong các loại cây trồng (rau diếp, tỏi, lúa mì).

Một câu hỏi được đặt ra là việc đưa thêm vi khuẩn có lợi (probiotics) kết hợp với prebiotics trong thức ăn cho trẻ có tốt hơn là đưa một thứ đơn thuần? Để trả lời câu hỏi này, với hy vọng tạo ra nhiều sản phẩm có tác dụng giống như sữa mẹ, ngày càng có nhiều công trình nghiên cứu về các loại sản phẩm sữa cho trẻ có bổ sung probiotic kết hợp hoặc không kết hợp với prebiotic [11], [15], [16]. Sự kết hợp prebiotics và probiotics được gọi là Synbiotics [17] với ý nghĩa ám chỉ tác dụng hiệp đồng của hai loại kết hợp. Tác dụng hiệp đồng này chỉ đạt được khi một mặt tiêu thụ lactobacilli, mặt khác thúc đẩy bifidobacteria trong ruột phát triển.
Ngày càng có nhiều nghiên cứu các loại sữa dùng cho trẻ em có bổ sung probiotics có kết hợp bổ sung hoặc không bổ sung prebiotics với hy vọng tạo ra nhiều tác dụng có lợi cho sức khỏe. Gần đây, một nghiên cứu về ảnh hưởng của sữa công thức (Nestle Gấu 1+) được bổ sung prebiotics (prebio-1) ở trẻ 24 - 36 tháng tuổi đã được thực hiện [18]. Kết quả nghiên cứu đã chỉ ra rằng, các trẻ được uống sữa này trong 6 tháng đã tăng cân nặng và chiều cao hơn nhóm uống sữa không được bổ sung prebiotics. Ảnh hưởng có ích lên tình trạng dinh dưỡng, kết hợp giảm tỷ lệ tiêu chảy và táo bón được quan sát thấy ở nhóm trẻ uống sữa có bổ sung prebiotics. Trên cơ sở của sản phẩm bổ sung prebiotics, một thử nghiệm lâm sàng nhằm đánh giá ảnh hưởng của sữa có bổ sung các vitamin và khoáng chất kết hợp với prebiotics (prebio-1), probiotics (Lactobacillus và Bifidobacterium) cũng được thực hiện trên trẻ 18 - 36 tháng tuổi ở 2 trường mầm non tại huyện Gia Bình, tỉnh Bắc Ninh. Kết quả nghiên cứu đã cho thấy hiệu quả hỗ trợ tình trạng dinh dưỡng và có thể cải thiện hàng rào miễn dịch chống nhiễm khuẩn. Một chỉ tiêu tốt giúp đánh giá hiệu quả của sữa đến tình trạng miễn dịch là nồng độ IgA trong máu [19]. Tuy nhiên, nghiên cứu có hạn chế là mới chỉ được thực hiện trên một cỡ mẫu nhỏ ở 2 trường mầm non và chưa đánh mức IgA trong phân, một chỉ tiêu phản ánh trực tiếp hàng rào miễn dịch tại chỗ. Do đó vấn đề đặt ra là việc nuôi dưỡng trẻ bằng sữa có bổ sung kết hợp prebiotic (prebio 1), và 2 loại vi sinh vật khác nhau (L.paracasei ST 11 và B.Longum BB 536) có cải thiện tốt hơn lên các chỉ tiêu nhân trắc, vi chất dinh dưỡng và tình trạng miễn dịch (đặc biệt là nồng độ IgA trong phân và trong máu) của trẻ nhỏ, tình trạng tiêu chảy, nhiễm khuẩn hô hấp hơn là bổ sung một thứ đơn thuần hay không? 

Vì những lý do trên, chúng tôi đã thực hiện nghiên cứu “Hiệu quả của bổ sung sản phẩm dinh dưỡng có probiotic, prebiotic đến tình trạng miễn dịch, nhiễm khuẩn, dinh dưỡng ở trẻ em 25 - 36 tháng tuổi” trên một quần thể đại diện hơn (14 nhà trẻ) và theo các tiêu chuẩn chặt chẽ hơn trong 5 tháng để đánh giá thêm tác động có lợi của việc nuôi dưỡng bằng sản phẩm sữa có bổ sung prebiotic (prebio 1) và 2 loại vi sinh vật khác nhau (L.paracasei ST 11 và B.Longum BB 536) lên các chỉ tiêu nhân trắc, vi chất dinh dưỡng và tình trạng miễn dịch, đặc biệt là nồng độ IgA trong phân trong máu, trong phân và tình trạng bệnh tật (tiêu chảy, nhiễm khuẩn hô hấp) của trẻ 25 - 36 tháng tuổi.

MỤC TIÊU NGHIÊN CỨU CỦA ĐỀ TÀI
1. Đánh giá hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng có bổ sung prebiotic và probiotics (Synbiotic) đến sự thay đổi chỉ số nhân trắc của trẻ 25 - 36 tháng tuổi;

2. Đánh giá hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng có bổ sung Synbiotics đến sự thay đổi các chỉ số Hemoglobin máu, vitamin A và kẽm huyết thanh của trẻ 25 - 36 tháng tuổi;

3. Đánh giá hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng có bổ sung Synbiotics đến tình trạng IgA trong máu, trong phân, tình trạng bệnh tật (tiêu chảy, nhiễm khuẩn hô hấp) của trẻ 25 - 36 tháng tuổi.

CHƯƠNG 1.

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 
1.1. Tình hình suy dinh dưỡng trẻ em tại Việt Nam và trên thế giới

1.1.1. Tình hình suy dinh dưỡng trẻ em tại Việt Nam

Suy dinh dưỡng là tình trạng cơ thể thiếu protein, năng lượng và các vi chất dinh dưỡng. Bệnh hay gặp ở trẻ em dưới 5 tuổi, biểu hiện ở nhiều mức độ khác nhau, nhưng ít nhiều ảnh hưởng đến sự phát triển thể chất, tinh thần và vận động của trẻ. Tùy theo sự thiếu hụt các chất dinh dưỡng mà suy dinh dưỡng biểu hiện các thể, các hình thái khác nhau 
 ADDIN EN.CITE 

[20]
. 
Suy dinh dưỡng vẫn đang còn là vấn đề có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng ở Việt Nam. Theo kết quả điều tra về tình trạng dinh dưỡng của trẻ em, tỉ lệ trẻ em SDD thể nhẹ cân ở Việt Nam tuy đã giảm nhưng vẫn ở mức cao, năm 2012 là 16,2%, năm 2013 là 15,3%, 14,5% năm 2014 và 14,1% năm 2015 đối với thể nhẹ cân, tuy nhiên tỷ lệ SDD thấp còi chung toàn quốc vẫn ở mức 26,7% năm 2012, 25,9% năm 2013,  24,9 % năm 2014 và 24,6% năm 2015 (biểu đồ 1.1) [21]. Đến năm 2015, tỷ lệ SDD trẻ em dưới 5 tuổi thể nhẹ cân là thấp 14,1%, giảm đi không đáng kể so với năm 2014 (0,4%) nhưng SDD thể thấp còi vẫn còn 24,6% (chỉ giảm được 0,3%) xếp vào hàng các quốc gia có tỷ lệ thấp còi cao, theo phân loại của Tổ chức Y tế thế giới (WHO).
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Biểu đồ 1.1. Số liệu thống kê về tình trạng dinh dưỡng trẻ em dưới 5 tuổi Việt Nam 2008 - 2015 (Cập nhật ngày: 06/10/2016)
Phân bố SDD theo khu vực: 

Phân bố SDD ở nước ta không đồng đều giữa các vùng sinh thái. Ở miền núi phía Bắc và Tây Nguyên, tỷ lệ SDD cao hơn hẳn vùng đồng bằng. Trong khu vực đồng bằng thì SDD nông thôn cũng cao hơn ở thành thị. Tỷ lệ SDD cao nhất ở vùng Tây Nguyên (22,6% SDD nhẹ cân và 34,9% SDD thấp còi). Ở vùng Đông Nam Bộ, tỷ lệ SDD thấp hơn so với các vùng khác (8,4% SDD nhẹ cân và 18,3% SDD thấp còi), thấp nhất trong các vùng sinh thái của cả nước. Riêng tỷ lệ suy dinh dưỡng thấp còi, cao nhất là ở vùng Tây Nguyên (34,9%), Trung du và miền núi phía Bắc (30,7%); suy dinh dưỡng nói chung thấp nhất ở vùng đồng bằng Sông Hồng (20,3%) và vùng Đông Nam Bộ (18,3%) [21].
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Biểu đồ 1.2. Tỷ lệ trẻ suy dinh dưỡng theo nhóm tháng tuổi
Phân bố SDD theo nhóm tháng tuổi: 

Tỷ lệ SDD ở nhóm trẻ dưới 6 tháng tuổi thấp nhất đối với cả 3 thể (nhẹ cân, thấp còi và gầy còm), sau đó tăng dần. Trẻ 6 - 24 tháng, là thời kỳ có nguy cơ bị SDD cao nhất. SDD thể nhẹ cân tăng nhanh trong năm đầu tiên, tiếp tục tãng trong năm thứ 2 và đạt tỷ lệ cao nhất lúc trẻ được 36 - 41 tháng tuổi. SDD thấp còi xuất hiện sớm ngay trong 6 tháng tuổi đầu tiên, tăng nhanh từ tháng 6 - 23 tháng. 

Theo số liệu của Viện Dinh Dưỡng và UNICEF về tình hình dinh dưỡng Việt Nam năm 2009 - 2010, tỷ lệ SDD nhẹ cân và SDD thấp còi của trẻ tăng dần theo độ tuổi. Biểu đồ trên đây cho thấy tỷ lệ SDD của cả 2 thể tăng cao nhất từ lúc trẻ 12 tháng tuổi và đối tượng trẻ 12 - 36 tháng tuổi nằm trong khoảng đối tượng có tỷ lệ SDD cao nhất. SDD nhẹ cân bắt đầu tăng vọt từ độ tuổi 12 tháng tuổi; SDD thấp còi thì cao nhất ở độ tuổi 24 - 36 tháng tuổi [20], [22].



Theo số liệu về tình trạng dinh dưỡng trẻ em dưới 5 tuổi của Viện Dinh dưỡng, tỷ lệ SDD nhẹ cân và SDD thấp còi của trẻ tăng dần theo độ tuổi. Trong đó tỷ lệ SDD của cả 2 thể nhẹ cân và thấp còi tăng cao từ lúc trẻ 12 tháng tuổi. SDD thấp còi thì cao nhất ở độ tuổi 36 đến <60 tháng tuổi; SDD nhẹ cân cao nhất từ 48 đến < 60 tháng tuổi [21].

SDD cũng có liên quan mật thiết với tình trạng kinh tế, xã hội của người dân. Tỷ lệ SDD cân nặng theo tuổi, chiều cao theo tuổi cao nhất vẫn tập trung ở những nơi có điều kiện kinh tế khó khăn, miền núi, vùng sâu vùng xa. Tỷ lệ SDD nhẹ cân của trẻ em ở vùng nông thôn (17,9%) cao hơn vùng thành thị (14,1%) và vùng nghèo (27%) cao hơn so với vùng bình thường (14%). Tương tự, tỷ lệ SDD thấp còi của trẻ em ở vùng nông thôn (28,9%) cao hơn vùng thành thị (19,1%) và vùng nghèo (35,7%) cao hơn so với vùng không nghèo (25,6%). Trong khi Việt Nam đã đạt nhiều tiến bộ trong hạ thấp tỷ lệ suy dinh dưỡng cân nặng theo tuổi, thì suy dinh dưỡng thấp còi vấn chiếm 1/3 tổng số trẻ em Việt Nam, đặc biệt là ở các vùng nông thôn và các dân tộc thiểu số [20], [23].

1.1.2. Tình hình SDD trẻ em trên thế giới

Theo báo cáo về tình hình an ninh lương thực thế giới năm 2010, FAO đã nhận định rằng số ca SDD toàn cầu tuy có giảm sau 15 năm nhưng vẫn còn ở mức cao (biểu đồ 1.4). Do đó, tình trạng này sẽ khó có khả năng đạt được “mục tiêu phát triển thiên niên kỷ thứ nhất’’ -  giảm một nửa tỷ lệ SDD tại các nước đang phát triển từ 20% vào năm 1990-1992 xuống còn 10% vào năm 2015 [24]. 
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Biểu đồ 1.3. Số ca suy dinh dưỡng trên thế giới qua các năm [24]
Trong khi 98% nạn đói trên thế giới tập trung ở các nước đang phát triển và chiếm đến 16% dân số thế giới [24] thì tại từng khu vực cho thấy châu Á Thái Bình Dương là nơi tập trung chủ yếu của tình trạng SDD (bảng 1.1), đã tạo nên gánh nặng lớn về kinh tế khi cải thiện tình trạng SDD tại khu vực này cũng như cản trở việc đạt được mục tiêu thiên niên kỷ thứ nhất. 

Bảng 1.1. Thực trạng suy dinh dưỡng theo khu vực trên thế giới
	Năm
	Châu Á Thái Bình Dương
	Cận Sahara
	Mỹ Latinh và Caribe
	Đông-  Bắc Phi
	Nước đã phát triển
	Tổng (triệu)

	2009
	642
	265
	53
	42
	15
	1,020

	2010
	578
	239
	53
	37
	19
	925


Riêng khu vực Đông Nam Á (2001), tình trạng SDD trẻ dưới 5 tuổi thể nhẹ cân chiếm 28,9%, thể thấp còi 33,0% và thể gầy còm là 10,4%. Với 33,0% trẻ em dưới 5 tuổi bị SDD thể thấp còi (chỉ số chiều cao/tuổi thấp) phản ánh hậu quả của tình trạng thiếu ăn và sức khoẻ kém kéo dài [25],[26].
Theo báo cáo của UNICEF/ WHO/ Ngân hàng thế giới về dự đoán mức độ SDD trẻ em, năm 2013 trên toàn cầu ước tính có 161 triệu trẻ dưới 5 tuổi SDD thể thấp còi (chiều cao/tuổi). Tỷ lệ SDD thể thấp còi ở trẻ em trên toàn cầu có xu hướng giảm. Từ năm 2000 đến năm 2013 tỷ lệ SDD thấp còi giảm từ 33% đến 25%. Trong đó khoảng một nửa số trẻ em SDD thể thấp còi sống ở châu Á và hơn một phần ba ở châu Phi. Trên toàn cầu có 99 triệu trẻ dưới 5 tuổi bị SDD thể nhẹ cân (cân nặng/tuổi), trong đó hai phần ba sống ở châu Á và khoảng một phần ba sống ở châu Phi. Tỷ lệ SDD trẻ em thể nhẹ cân trên toàn cầu có xu hướng vẫn tiếp tục giảm. Tỷ lệ SDD nhẹ cân giảm từ 25% 1990 xuống còn 15 % vào năm 2013. Tỷ lệ giảm SDD ở Châu Phi tương đối ít, từ 23% năm 1990 xuống 17% năm 2013. Trong khi đó ở châu Á cùng kỳ đã giảm từ 32% xuống 18% và châu Mỹ La Tinh và vùng Caribê từ 8% xuống 3% [27].

Theo thống kê của WHO, gần 13 triệu trẻ sơ sinh hàng năm bị SDD bào thai (cân nặng sơ sinh < 2500g). Tỷ lệ SDD nhẹ cân ở các nước đang phát triển giảm từ 31% (năm 1990) xuống còn 26% (năm 2008) trên phạm vi toàn thế giới. Theo WHO/ WFP/ UNICEF, trẻ em nông thôn có nguy cơ SDD nhẹ cân cao hơn trẻ thành phố, trẻ con nhà nghèo có nguy cơ SDD nhiều hơn con nhà giàu [28], [29]. SDD thấp còi có mức độ trầm trọng hơn SDD thể nhẹ cân. Ở các nước đang phát triển, trẻ ở nông thôn có nguy cơ mắc SDD thấp còi cao gấp 1,5 lần so với trẻ ở thành phố. SDD thấp còi của châu Phi là cao nhất (38,7% năm 2007), tiếp đến là châu Á (30,6% năm 2007) và châu Mỹ La Tinh và vùng Caribê (14,8% năm 2007). Tỷ lệ SDD thấp còi ở các nước đang phát triển là 31,2% (2007), toàn thế giới là 38,7% (1990), 29,7% (2005) và 28,5% (2007) [29]. Dự đoán đến năm 2020, tỷ lệ SDD thấp còi trên toàn thế giới tiếp tục giảm. Tỷ lệ thấp còi ở các nước đang phát triển sẽ giảm từ 29,8% năm 2000 xuống còn khoảng 16,3% năm 2020. Ở châu Phi mức độ giảm ít hơn từ 34,9% (năm 2000) xuống còn 31,1% ( năm 2020). Ở châu Á, châu Mỹ La Tinh và Caribê, tỷ lệ SDD thấp còi sẽ tiếp tục giảm đều đặn [28],[30]. 

1.1.3. Nguyên nhân và hậu quả của suy dinh dưỡng

Năm 1998, UNICEF đã phát triển mô hình nguyên nhân SDD [31]. Một số tổ chức và quốc gia khác nhau cũng đã có những mô hình nguyên nhân - hậu quả SDD riêng, hoặc phát triển mô hình mới dựa trên mô hình của UNICEF. Nhưng hiện tại, mô hình nguyên nhân hậu quả SDD của UNICEF là mô hình được sử dụng rộng rãi nhất. Mô hình này cho thấy nguyên nhân của SDD rất đa dạng, liên quan chặt chẽ với các vấn đề y tế, lương thực thực phẩm và thực hành chăm sóc trẻ tại hộ gia đình. Mô hình này chỉ ra các nguyên nhân ở các cấp độ khác nhau.

Nguyên nhân trực tiếp được dẫn đến SDD được cho là do bị thiếu ăn, ăn uống không hợp lý và bệnh tật; ăn uống, sữa mẹ và thức ăn bổ sung đóng vai trò quan trọng đối với thời điểm mắc và thể loại SDD. Những quan niệm sai lầm của người mẹ hoặc gia đình trong chăm sóc dinh dưỡng, thai sản, trong nuôi con bằng sữa mẹ và ăn bổ sung đều là những nguyên trực tiếp. Trẻ không được bú sữa mẹ, hoặc bú chai nhưng số lượng sữa không đủ, dụng cụ không đảm bảo vệ sinh đều có thể dẫn đến SDD. Khi cho ăn bổ sung muộn, như ở một số nước châu Phi, các trường hợp SDD nặng thường xảy ra vào năm thứ 2. Cho ăn bổ sung quá sớm, hoặc cho trẻ ăn thức ăn đặc quá muộn, số lượng không đủ và năng lượng, protein thấp cũng dễ dẫn tới SDD.
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Sơ đồ 1.1. Mô hình nguyên nhân suy dinh dưỡng trẻ em [31]
Kết quả tổng điều tra dinh dưỡng 2009 - 2010 của Viện Dinh dưỡng và các nghiên cứu gần đây tại Việt Nam cũng chỉ ra rằng một trong những nguyên nhân dẫn đến tình trạng SDD và thiếu vi chất là khẩu phần ăn trẻ em dưới 5 tuổi còn thiếu về số lượng và kém về chất lượng (bảng 1.2) [21].

Bảng 1.2. Mức đáp ứng NCDDKN khẩu phần trẻ 24-59 tháng theo nhóm tuổi
	Mức đáp ứng NCDDKN
	Nhóm tuổi

	
	24 - 35 tháng (n = 610)
	36 - 59 tháng (n = 1063)

	Năng lượng (%)
	95
	96

	Vitamin A (%)
	72
	62

	Sắt (%)
	57
	77

	Mức đáp ứng NCDDKN
	Thể SDD

	
	Thấp còi (n = 496)
	Nhẹ cân (n = 393)

	Năng lượng (%)
	89
	89

	Sắt (%)
	62
	63

	Vitamin A (%)
	38
	43

	Canxi (%)
	85
	73


Các bệnh nhiễm trùng (gồm nhiễm vi khuẩn, vi rút và ký sinh vật) đều có thể dẫn đến suy dinh dưỡng và ngược lại, suy dinh dưỡng khiến trẻ dễ mắc các bệnh nhiễm trùng và vòng xoắn bệnh lý này cứ thế tiếp diễn nếu không có can thiệp hoặc xử trí phù hợp. Nhiễm trùng, đặc biệt là tiêu chảy ảnh hưởng rất trầm trọng đến tình trạng dinh dưỡng của đứa trẻ. Nhiễm trùng dẫn đến các tổn thương đường tiêu hóa do đó làm giảm hấp thu, đặc biệt các vi chất, làm cho kháng nguyên và các vi khuẩn đi qua nhiều hơn. Nhiễm trùng làm tăng hao hụt các chất dinh dưỡng, trẻ ăn kém hơn do giảm ngon miệng. Người ta ước đoán rằng nhiễm trùng ảnh hưởng đến 30% sự giảm chiều cao ở trẻ. Tỷ lệ SDD có thể dao động theo mùa và thường cao trong những mùa có các bệnh nhiễm khuẩn lưu hành ở mức cao (tiêu chảy, viêm hô hấp, sốt rét, sởi và các bệnh ký sinh trùng đường ruột). 

Nguyên nhân tiềm tàng/quan trọng của SDD là mất an ninh thực phẩm, dịch vụ chăm sóc y tế và vệ sinh môi trường yếu kém, dịch vụ chăm sóc bà mẹ và trẻ em chưa thỏa đáng. Các bất cập trong dịch vụ chăm sóc bà mẹ, trẻ em, kiến thức của người chăm sóc trẻ, yếu tố chăm sóc của gia đình, các vấn đề nước sạch, vệ sinh môi trường và tình trạng nhà ở không đảm bảo, mất vệ sinh được xếp vào nhóm nguyên nhân này. 

Nguyên nhân cơ bản liên quan đến hệ thống nhà nước, tổ chức xã hội, kiến trúc cơ cấu chính trị, cơ cấu kinh tế, nguồn lực và tài nguyên. Bên cạnh đó, còn có rất nhiều yếu tố khác ảnh hưởng đến tình trạng dinh dưỡng trẻ em [24], [31].

SDD trẻ em sẽ để lại những hậu quả rất nặng nề về sức khỏe cũng như trí tuệ dẫn đến giảm khả năng học tập và lao động của của trẻ khi đến tuổi trưởng thành. Những trẻ bị SDD dễ bị mắc các bệnh nhiễm khuẩn hơn những trẻ bình thường và khi mắc bệnh thì thường nặng hơn và lâu bình phục hơn. SDD làm tăng nguy cơ tử vong ở trẻ nhỏ và tạo nên vòng xoắn bệnh lý. SDD sớm có liên quan đến tất cả các thời kỳ của đời người, đặc biệt là những trẻ bị SDD bào thai khi trưởng thành sẽ có nguy cơ mắc các bệnh tim mạch, đái tháo đường, rối loạn chuyển hóa. Do đó phòng chống SDD ngay từ trong giai đoạn bào thai và 2 năm đầu đời có ý nghĩa quan trọng trong dinh dưỡng theo chu kỳ vòng đời (Sơ đồ 1.2) [32].

Chậm phát triển chiều cao lúc còn nhỏ dẫn đến giảm tầm vóc khi trưởng thành cho dù có sự phát triển bù ở tuổi ấu thơ. Ở các nước triển khai nghiên cứu, sự khác biệt chiều cao là rất lớn khi trưởng thành ở những người khi dưới 5 tuổi thấp còi và không thấp còi. Những trẻ em bị thấp còi đến khi trưởng thành sẽ trở thành người có chiều cao thấp. Mỗi cm chiều cao của người mẹ có liên quan đến sự tăng 0,5cm của con. Có thể lý giải là khuynh hướng thay đổi gia tăng về chiều cao ở người trưởng thành bắt nguồn từ 2 năm đầu đời và chủ yếu thông qua chiều dài của chân. Đây là thời kỳ phát triển nhanh nhất sau khi sinh và rất nhậy cảm với những yếu tố không thuận lợi. Ở các nước đang phát triển, tăng trưởng kém của trẻ em dẫn tới chiều cao/tuổi thấp hay thấp còi và tình trạng này tập trung ở 1-2 năm đầu đời [33], [34]. Sơ đồ 1.2 dưới đây cho chúng ta thấy ảnh hưởng dinh dưỡng, đặc biệt là SDD bào thai (cân nặng sơ sinh thấp) trong chu kỳ vòng đời.






Sơ đồ 1.2. Dinh dưỡng theo chu kỳ vòng đời [32].
Một nghiên cứu dọc về tình hình phát triển thể lực trẻ bị SDD thấp còi trong 2 năm đầu cuộc sống của tác giả Lê Thị Hợp tiến hành tại Hà Nội, Việt Nam cho thấy tỷ lệ suy dinh dưỡng thấp còi đặc biệt cao ở năm thứ hai của cuộc đời và những trẻ bị thấp còi ở năm thứ hai có chiều cao thấp hơn một cách có ý nghĩa thống kê so với những trẻ không bị SDD trong cả giai đoạn sơ sinh cho đến 17 tuổi [35]. 

Các nghiên cứu tại Guatemala và Zimbabue cho thấy các ảnh hưởng lâu dài của chậm phát triển khi còn trẻ thơ với học tập sau này. Ở Guatemala, người ta thấy có mối liên quan giữa chiều cao, vòng đầu lúc 2 tuổi với sự thành đạt về học tập của phụ nữ khi trưởng thành. Ở Cebu, thấp còi lúc 2 tuổi có sự kết hợp với việc chậm đi học, thi lại nhiều hơn và tỷ lệ bỏ học cao, giảm tỷ lệ tốt nghiệp giữa cấp 1 và cấp 2, và chậm chạp trong học tập. Ở Zimbabue, sự khác biệt khoảng 3 - 4 cm chiều cao lúc 3 tuổi có mối liên quan với việc lên lớp sau này [36]. Nghiên cứu dọc ở Philippine, Jamaica, Peru, Indonexia, Brazin và Nam Phi chỉ ra rằng nếu bị thấp còi lúc 12 - 36 tháng sẽ ảnh hưởng đến nhận thức, học kém hơn lúc ấu thơ. 

SDD làm tăng tỷ lệ tử vong và làm tăng gánh nặng cho xã hội, ước tính mỗi năm trên toàn thế giới có khoảng 2,1 triệu cái chết và 21% DALYs (91 triệu DALYs) ở trẻ dưới 5 tuổi vì lý do SDD; đồng thời SDD cũng gây ra 35% gánh nặng bệnh tật ở trẻ dưới 5 tuổi [37], [38]. Trong một phân tích chỉ ra  rằng suy dinh dưỡng gây ra khoảng 35% số trẻ em tử vong và 11% tổng gánh nặng bệnh tật toàn cầu [39]. Nghiên cứu kinh điển của Chen và cộng sự ở Bangladesh trên trẻ em 15 - 26 tháng trong vòng 2 năm đã cho thấy có mối liên quan mật thiết giữa các chỉ số nhân trắc và tỷ lệ tử vong [38]. 

Hậu quả của SDD có thể kéo dài qua nhiều thế hệ. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng những phụ nữ đã từng bị SDD trong thời kỳ còn là trẻ em nhỏ hoặc trong độ tuổi vị thành niên đến khi lớn lên thường trở thành bà mẹ bị SDD; Những bà mẹ bị SDD thường dễ đẻ con nhỏ yếu, cân nặng sơ sinh thấp [40], [41].

1.1.4. Các giải pháp can thiệp phòng chống SDD trên thế giới và ở Việt Nam

1.1.4.1. Các giải pháp hiện đang thực hiện trên thế giới
Theo Zulfigar A Bhutta và cộng sự và WHO, toàn cầu tập trung vào 3 nhóm giải pháp chính [42], [43]: 

* Nhóm giải pháp thứ nhất: Tăng lượng dinh dưỡng ăn vào (cả chất lượng và số lượng), bao gồm các hoạt động: bổ sung năng lượng và protein cho phụ nữ mang thai, các chiến lược giáo dục và nâng cao nuôi con bằng sữa mẹ, cải thiện chất lượng cho ăn bổ sung.

* Nhóm giải pháp thứ 2: Bổ sung vi chất (vitamin và các khoáng chất), bao gồm các hoạt động: chiến lược bổ sung sắt, acid folic, vitamin A, canci cho phụ nữ mang thai; bổ sung muối iốt, vitamin A và kẽm cho trẻ. 

* Nhóm giải pháp thứ 3: Giảm gánh nặng bệnh tật. 

* Gần đây, chiến lược can thiệp sớm toàn diện ưu tiên dinh dưỡng trong 1.000 ngày vàng tập trung vào các can thiệp được chứng minh là có hiệu quả, khả thi, có thể triển khai trên diện rộng và có chi phí hiệu quả cao [44], [45], đó là:

· Cải thiện dinh dưỡng cho bà mẹ có thai, bao gồm bổ sung sắt/axit folic (đa vi chất dinh dưỡng);

· Khuyến khích nuôi con bằng sữa mẹ;

· Cải thiện thực hành ăn bổ sung;

· Cải thiện tình trạng vi chất của trẻ (đặc biệt là vitamin A và kẽm);

· Nước sạch, vệ sinh cá nhân và điều kiện vệ sinh.

Các hoạt động can thiệp dinh dưỡng trực tiếp cho phụ nữ trong thai kỳ, trẻ sơ sinh, trẻ 0 - 6 tháng và trẻ 6 - 12 tháng được thể hiện trong ma trận sau:

Bảng 1.3. Các can thiệp DD trực tiếp chính trong 1.000 ngày vàng [44]
	Trong thai kỳ
	Trẻ sơ sinh
	Trẻ 0-6 tháng
	Trẻ 6-24 tháng

	Bổ sung sắt/folic hoặc đa vi chất cho bà mẹ
	Bú sớm và bú sữa mẹ hoàn toàn
	Bú sữa mẹ hoàn toàn
	Tiếp tục nuôi con bằng sữa mẹ

	Bổ sung canxi
	Kẹp dây rốn chậm
	Hỗ trợ kinh tế (kết hợp giáo dục dinh dưỡng)
	Ăn bổ sung hợp lý

	Sử dụng muối iốt


	Bổ sung vitamin A cho bà mẹ cho con bú
	Thực hành rửa tay và vệ sinh
	Bổ sung kẽm dự phòng

	Giảm ô nhiễm trong nhà và hút thuốc lá
	-
	-
	Bổ sung vitamin A, muối iốt, bột đa vi chất

	Tẩy giun
	-
	-
	Thực hành rửa tay, vệ sinh và tẩy giun

	Dự phòng sốt rét (Màn tẩm thuốc muỗi)
	-
	 Màn tẩm thuốc muỗi
	Điều trị SDD nặng cấp tính; Hỗ trợ kinh tế (kết hợp GDDD); Màn tẩm thuốc muỗi


1.1.4.2. Các giải pháp và hoạt động phòng chống suy dinh dưỡng ở Việt Nam
Cũng như các nước đang phát triển, Việt Nam còn nhiều vấn đề dinh dưỡng có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng đang tồn tại. Nhiều chương trình, kế hoạch hành động và chiến lược dinh dưỡng, nhằm từng bước hạ thấp tỷ lệ SDD và tiến tới thanh toán các bệnh/rối loạn do thiếu các vi chất dinh dưỡng đã được xây dựng và triển khai trên phạm vi toàn quốc. Điển hình là Chương trình mục tiêu Quốc gia phòng chống suy dinh dưỡng Protein năng lượng được triển khai từ năm 1994, Kế hoạch Hành động Quốc gia về Dinh dưỡng (KHQGDD) 1995 - 2000, các chương trình phòng chống thiếu vitamin A và khô mắt, thiếu máu do thiếu sắt, thiếu Iốt, Chiến lược Quốc gia về dinh dưỡng Việt Nam 2001 - 2010 và Chiến lược Quốc gia dinh dưỡng Việt nam 2011 - 2020 tầm nhìn đến năm 2030.
Kết quả triển khai chiến lược quốc gia về dinh dưỡng Việt nam 2001 - 2010 và chương trình mục tiêu quốc gia phòng chống SDD trẻ em cho thấy, tỷ lệ SDD các thể năm 2011 đã giảm đáng kể, SDD nhẹ cân giảm trung bình 1,5%/năm từ 31,9% năm 2001 xuống còn 25,2 năm 2005 và 17,5% năm 2010. Tuy nhiên, tỷ lệ SDD thấp còi (giảm từ 43,3% năm 2000 xuống còn 29,3% năm 2010) theo phân loại của WHO vẫn còn ở mức cao trong số 36 quốc gia trên thế giới [46]. 

Rõ ràng là chúng ta đang vẫn cần nỗ lực hơn nữa trong chủ động phòng chống SDD, cải thiện tầm vóc cho người Việt Nam. Các thách thức trong bối cảnh mới tiếp tục đòi hỏi những nỗ lực trong hành động, hướng tới dinh dưỡng hợp lý và tăng cường sức khỏe cho cộng đồng góp phần đạt các mục tiêu phát triển bền vững mà Chính phủ đã cam kết thực hiện. Những vấn đề dinh dưỡng quan trọng đặt ra cho giai đoạn từ nay đến 2020 đã được thể hiện trong Chiến lược Quốc gia về dinh dưỡng 2011 - 2020 tầm nhìn đến năm 2030 (Thủ tướng phê duyệt ngày 22/2/2012, QĐ số 226/QĐ-TTg). Để triển khai có hiệu quả Chiến lược này, Việt Nam đã xây dựng và đang nỗ lực triển khai nhiều chương trình/dự án khác nhau như “Chương trình truyền thông giáo dục, đào tạo nguồn nhân lực”, “Phòng chống SDD bà mẹ trẻ em, nâng cao tầm vóc người Việt Nam”, “Phòng chống thiếu vi chất”, “Chương trình dinh dưỡng học đường”, dự án “Giám sát dinh dưỡng”… 

Gần đây, Việt Nam cũng đã và đang thực hiện khuyến nghị ưu tiên can thiệp toàn diện sớm, đặc biệt là trong 1.000 ngày vàng đầu đời, nhằm góp phần giảm gánh nặng bệnh tật toàn cầu và tăng cường phát triển kinh tế cho đất nước có thu nhập thấp và trung bình thấp. 

1.2. Tình hình thiếu vi chất dinh dưỡng trẻ em ở Việt Nam và trên thế giới

1.2.1. Tình hình thiếu vi chất dưỡng ở trẻ em tại Việt Nam

Trong những năm qua, Việt Nam đã đạt nhiều kết quả trong phòng chống các bệnh thiếu vi chất có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng. Việt Nam đã thanh toán thể lâm sàng khô mắt do thiếu vitamin A và đã giảm đáng kể tình trạng thiếu máu. Tình trạng thiếu kẽm cũng đang được quan tâm ở trẻ nhỏ. 

Kết quả điều tra về tình trạng thiếu đa vi chất dinh dưỡng ở trẻ nhỏ tại các vùng nông thôn Việt Nam của Nguyễn Văn Nhiên và cộng sự [47] cho thấy: Tỷ lệ thiếu kẽm, selenium, magnesium, và đồng là cao (86,9%, 62,3%, 51,9%, và 1,7%, theo thứ tự). Mặt khác 55,6% trẻ bị thiếu máu và 11,3% số trẻ bị thiếu vitamin A. Thiếu đồng thời từ 2 vi chất dinh dưỡng trở lên chiếm tới 79,4% trẻ. Các tác giả cũng tìm thấy mối tương quan có ý nghĩa thống kê giữa thiếu máu và thiếu selenium, thiếu retinol huyết thanh. Kết quả của nghiên cứu này cho thấy thiếu đa vi chất dinh dưỡng ở trẻ nhỏ vẫn là vấn đề rất phổ biến ở Việt Nam. SDD thường kết hợp với thiếu vi chất dinh dưỡng, nghiên cứu của Nguyễn Thanh Hà cho thấy trẻ 6 - 36 tháng tuổi bị SDD thấp còi có tỷ lệ thiếu máu, thiếu vitamin A và thiếu kẽm cao (tuần tự là 40,9%; 27,2% và 40,0%) [48].

1.2.1.1. Thực trạng thiếu vitamin A ở Việt Nam
Theo ước tính của WHO, có 45 nước (năm 1995) và 122 nước (năm 2005), trên thế giới có vấn đề thiếu vitamin A ở mức có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng dựa trên tỷ lệ quáng gà và thiếu vitamin A tiền lâm sàng (nồng độ retinol huyết thanh <0,70 µmol/l), ở trẻ trước tuổi học đường [49], [ 50]. 

Việt Nam đã thanh toán thiếu vitamin A lâm sàng trong giai đoạn 1995 - 2000 và tiếp tục duy trì cho đến nay. Kết quả này có được là do chương trình cho trẻ nhỏ 6 - 36 tháng tuổi uống viên nang vitamin A liều cao, hoạt động truyền thông, đa dạng hóa bữa ăn và trẻ nhỏ 6 - 36 tháng tuổi trẻ nhỏ 6 - 36 tháng tuổi (VAC). Theo báo cáo của các bệnh viện những năm gần đây, hầu như không gặp các trường hợp khô mắt do thiếu vitamin A. Tuy nhiên thiếu vitamin A tiền lâm sàng vẫn là vấn đề có YNSKCĐ. Nghiên cứu của Nguyễn Công Khẩn và cộng sự về tình trạng thiếu vitamin A tiền lâm sàng ở trẻ < 5 tuổi cho thấy thiếu vitamin A tiền lâm sàng ở trẻ em Việt Nam có cả ở mức độ nhẹ, vừa, nặng tùy theo vùng (4,2 - 21,9% trẻ < 5 tuổi có vitamin A huyết thanh <0,7µmol/L) [51]. Nghiên cứu của Nguyễn Công Khẩn và cộng sự năm 2010 ở 682 trẻ nhỏ ở các vùng miền núi phía Bắc của Việt Nam đã phát hiện thấy tỷ lệ thiếu máu và thiếu vitamin A ở những vùng này vẫn rất cao với tỷ lệ 53,7% và 7,8% [52]. Điều tra của Nguyễn Xuân Ninh và cộng sự tại 6 tỉnh miền núi phía Bắc năm 2011 cho thấy tỷ lệ thiếu vitamin A tiền lâm sàng (retinol huyết thanh <0,7 umol/L) ở trẻ em là 16,9%, dao động từ 7,9% đến 30,1% thuộc mức trung bình về ý nghĩa sức khỏe cộng đồng [53].
Điều tra trên 1.175 trẻ, được tiến hành năm 2006 trên 6 tỉnh/thành: Bắc Kạn, Bắc Ninh, Hà Nội, Huế, Đắc Lắc, An Giang. Kết quả cho thấy: tỷ lệ vitamin A huyết thanh thấp vẫn tồn tại ở mức 29,8% (cao nhất là Bắc Kạn 61,8%, thấp nhất là Bắc Ninh 17%, Hà Nội 18,4%, An Giang 18,9%, Huế 24,8% và Đắc Lắc 41,8%). Một số nghiên cứu cũng cho thấy tỷ lệ thiếu vitamin A huyết thanh ở nhóm trẻ < 6 tháng tuổi (35,1%) cao hơn so với những nhóm tuổi khác [54].

Theo kết quả điều tra năm 2014 - 2015 của Viện Dinh dưỡng, tỷ lệ thiếu vitamin A tiền lâm sàng ở trẻ em dưới 5 tuổi là 13% trong đó tỷ lệ thiếu vitamin A ở trẻ em dưới 5 tuổi ở miền núi cao nhất (16,1%), nông thôn (13,1%) và thấp hơn ở thành thị (8,2%) 
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[55]
. 
1.2.1.2. Thiếu máu thiếu sắt ở Việt Nam
Theo kết quả tổng điều tra và giám sát dinh dưỡng 2009 - 2010, tỷ lệ thiếu máu ở các vùng sinh thái hầu hết vẫn còn ở mức trung bình, vùng núi Tây bắc ở mức nặng. Nhóm tuổi càng nhỏ trẻ càng có nguy cơ thiếu máu cao, và trẻ lớn có ít nguy cơ thiếu máu hơn: nhóm trẻ 0 - 12 tháng và 12 - 24 tháng có tỷ lệ thiếu máu cao nhất đạt 45,3% và 44,4%; trong khi đó ở nhóm 24 - 35 tháng tỷ lệ này chỉ còn 27,5%. Tỷ lệ thiếu máu trung bình ở trẻ em ở mức trung bình về YNSKCĐ là 36,7%, cao nhất ở Bắc Kạn 73,4%, thấp nhất ở An Giang 17%, Bắc Ninh và Đắk Lắk 25,6%, Hà Nội 32,5%, Huế 38,6%. Tỷ lệ thiếu máu cao nhất ở nhóm 6 - 12 tháng tuổi tới 56,9%; có xu hướng giảm khi tuổi của trẻ tăng lên: 45% ở nhóm 12 - 24 tháng tuổi, 38% ở nhóm 24 - 36 tháng tuổi, 29% ở nhóm 36 - 48 tháng tuổi; 19,7% ở nhóm 48 - 59 tháng tuổi 
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[56], [57], [58]
.


Điều tra về thiếu máu do thiếu sắt ở trẻ em của Lê Thị Hợp tại một số vùng nông thôn ở ngoại thành Hà Nội [59], của Nguyễn Xuân Ninh tại vùng núi miền Bắc [60], của Cao Thị Thu Hương [61] cho thấy tỷ lệ thiếu máu ở trẻ em Việt Nam vẫn còn ở mức rất cao tới 60 - 90%.

Điều tra tình hình thiếu vi chất ở 6 tỉnh miền núi phía Bắc của Nguyễn Xuân Ninh và cộng sự năm 2011 đã phát hiện thấy tỷ lệ thiếu máu ở trẻ em là 29,1%, thuộc mức trung bình về YNSKCĐ. Tỷ lệ dự trữ sắt thấp (Ferritin <30ng/mL) là 49,1%. Tương tự, tỷ lệ thiếu máu do thiếu sắt (cả Hemoglobin và Ferritin thấp) là 52,9% [53]. Theo kết quả điều tra năm 2014-2015 của Viện Dinh dưỡng, tỷ lệ thiếu máu ở trẻ em dưới 5 tuổi ở Việt Nam là 27,8%, tỷ lệ này cao hơn ở miền núi 31,2%, nông thôn (28,4%) và thấp hơn ở thành thị (22,2%) 
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[55]
. 
1.2.1.3. Thực trạng thiếu kẽm ở Việt Nam
Hiện nay trên thế giới, đặc biệt ở các nước đang phát triển, đối tượng trẻ nhỏ là nhóm có tỷ lệ thiếu kẽm cao nhất [62], [63]. Ở Việt Nam, chưa có số liệu tổng điều tra toàn quốc về thiếu kẽm ở những nhóm đối tượng nguy cơ cao như trẻ nhỏ và phụ nữ tuổi sinh đẻ nhưng kết quả của một số nghiên cứu đã cho thấy tỷ lệ thiếu kẽm cao ở trẻ sơ sinh: tới 30 - 40% [61]. Điều tra gần đây nhất ở 6 tỉnh miền núi phía Bắc của Nguyễn Xuân Ninh năm 2010 cho thấy tỷ lệ thiếu kẽm trung bình là 81,2% ở trẻ em, như vậy vẫn ở mức rất cao so với thế giới, có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng [53].
Nhiều nghiên cứu đã khẳng định, ở những cộng đồng có vấn đề thiếu máu thiếu sắt thường đi kèm với tình trạng thiếu kẽm, vì vậy khi đã thiếu những loại thực phẩm giàu sắt thì cũng thiếu cả kẽm: các tác giả Nguyễn Xuân Ninh và cộng sự năm 2004, Bùi Đại Thụ và cộng sự năm 1999 
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[60], [63]
 đã đánh giá tỷ lệ thiếu kẽm ở trẻ em tại cộng đồng, dựa vào nồng độ kẽm huyết thanh thấp (<10,7 (mol/L) dao động trong khoảng 25 - 40% tùy theo địa phương và nhóm tuổi nghiên cứu. Theo điều tra năm 2014 - 2015 của Viện Dinh dưỡng, tỷ lệ thiếu kẽm ở trẻ em dưới 5 tuổi rất cao tới 69,4%, đặc biệt rất cao ở miền núi (80,8%), nông thôn (71,6%) và ở thành thị có thấp hơn nhưng vẫn khá cao (49,7%) 
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[55]
. Như vậy, thiếu kẽm cũng đang là một vấn đề sức khỏe được quan tâm ở Việt Nam.
Trong những năm gần đây, một số nghiên cứu đã xác định hiệu quả của bổ sung kẽm lên tỷ lệ mắc bệnh, làm giảm tỷ lệ mắc bệnh và thời gian mắc bệnh tiêu chảy ở trẻ trong độ tuổi từ 6 - 29 tháng. Tuy nhiên, kết quả cho thấy bổ sung kẽm trên cộng đồng không làm giảm số ngày mắc bệnh tiêu chảy 
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[64], [65]
.   

1.2.2. Tình hình thiếu vi chất dinh dưỡng trên thế giới

1.2.2.1. Thiếu vitamin A
Khô mắt do thiếu vitamin A, thiếu máu do thiếu sắt đang là vấn đề có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng trên thế giới. Thiếu vi chất dinh dưỡng (vitamin A và sắt) hay gặp ở các nước đang phát triển. Thiếu Vitamin A thể lâm sàng đã bị đẩy lùi trên nhiều nước, tuy nhiên thiếu Vitamin A tiền lâm sàng vẫn tồn tại ở mức ý nghĩa sức khỏe cộng đồng ở các nước đang phát triển. Thông báo của WHO năm 1997 cho thấy 41 nước còn tồn tại các thể lâm sàng khô mắt và 49 nước khác vẫn còn tình trạng thiếu vitamin A tiền lâm sàng [66]. Hiện nay theo ước tính WHO, 33% trẻ em tuổi tiền học đường (190 triệu trẻ em), và 15% phụ nữ mang thai (19 triệu bà mẹ) không được cung cấp đủ vitamin A trong khẩu phần ăn hàng ngày và có thể coi như bị thiếu vitamin A; Thiếu máu thiếu sắt vẫn đang ảnh hưởng đến một bộ phận lớn dân số thế giới, trong đó chủ yếu là phụ nữ và trẻ em tuổi tiền học đường. Theo WHO, nơi có nguy cơ cao nhất là khu vực châu Phi (40% trẻ em thiếu vitamin A, 68% trẻ em thiếu máu), sau đó đến châu Á [67], [68], [69].

1.2.2.2. Thiếu máu thiếu sắt
Thiếu máu do thiếu sắt là loại thiếu máu hay gặp nhất, có thể kết hợp với thiếu acid folic nhất là phụ nữ trong thời kỳ có thai. Ước tính có 30% dân số thế giới bị thiếu máu, trong đó các nước đang phát triển khoảng 36% cao hơn rất nhiều so với các nước phát triển 8%. Trẻ em (43%), học sinh (37%) và nhất là phụ nữ có thai (51%) là những đối tượng bị đe dọa thiếu máu dinh dưỡng. Theo WHO, trẻ em < 6 tuổi có nồng độ hemoglobin < 11g/L được coi là thiếu máu. Nơi có nguy cơ cao nhất là trẻ em khu vực châu Phi (40% thiếu vitamin A, 68% thiếu máu), sau đó đến châu Á [67],[68],[69]. Người ta cũng ước tính toàn thế giới có hơn 2 tỷ người bị thiếu sắt, trong đó hơn một tỷ người có biểu hiện thiếu máu. 

Các nước đang phát triển có tỷ lệ thiếu máu thiếu sắt ở trẻ em vẫn rất cao: 53% ở Ấn Độ, 45% ở Indonesia, 37,9% ở Trung quốc, và 31,8% ở Phillipines, trong khi đó các nước đã phát triển tỷ lệ này tương đối thấp: Mỹ (3 - 20%), Hàn Quốc (15%) [68], [69].

1.2.2.3. Thiếu kẽm trên thế giới
Hiện nay trên thế giới, đặc biệt ở các nước đang phát triển, đối tượng trẻ nhỏ là nhóm có tỷ lệ thiếu kẽm cao nhất [62].

Thiếu kẽm thường thấy ở những trẻ thiếu máu và suy dinh dưỡng. Theo cách ước tính của WHO năm 2000, ở bất cứ nơi nào, khi tỷ lệ SDD thể còi (stunting) > 20% được coi là thiếu kẽm có ý nghĩa sức khỏe cộng đồng. Một số tác giả đã nêu lên tình trạng thiếu kẽm cũng khá phổ biến ở những nước có thu nhập thấp. Số liệu thống kê gần đây cho thấy, nguy cơ thiếu kẽm tương đối cao ở các nước đang phát triển [65], [69]. Tỷ lệ ước lượng dân số thiếu kẽm cao nhất ở khu vực Nam Á, tiếp theo là Bắc Phi và Trung Đông. Đông Nam Á (trong đó có Việt Nam) là khu vực có nguy cơ thiếu kẽm cao, đứng thứ 3 trên toàn thế giới.

1.3. Cập nhật các dữ liệu về ứng dụng hệ vi khuẩn chí đường ruột, probiotics, prebiotics trong phòng chống SDD trẻ em
1.3.1. Hệ vi khuẩn chí đường ruột

Vi khuẩn chí đường ruột là các vi khuẩn sống bình thường trong đường tiêu hoá và thực hiện nhiều chức năng có lợi cho con người. Cơ thể con người có khoảng 1013 tế bào, trong khi đó số vi khuẩn có trong đường ruột còn gấp mười lần. Phần lớn vi khuẩn ở trong ruột và 60% trong phân. Có khoảng từ 300 đến 1000 loài vi khuẩn sống trong đường ruột, trung bình khoảng 500 loài 
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[70], [71], [72], [73].  
 

Nhiều nghiên cứu cho thấy mối liên quan giữa vi khuẩn và con người không chỉ đơn thuần là mối liên quan hội sinh (không gây hại) mà là mối quan hệ phụ thuộc lẫn nhau - mối quan hệ cộng sinh. Mặc dù con người có thể sống mà không cần đến vi khuẩn chí nhưng trong thực tế, các vi khuẩn chí thực hiện nhiều chức năng có lợi cho con người, như làm lên men các chất chứa năng lượng chưa được sử dụng, tác động lên hệ miễn dịch, kìm hãm sự phát triển của các vi khuẩn có hại, điều hoà sự phát triển của ruột, tạo ra vitamin cho cơ thể như biotin và vitamin K, tạo hormon điều khiển dự trữ mỡ của cơ thể... [72], [74]. 

1.3.1.1. Sự phân bố của các vi khuẩn đường ruột
Trong cơ thể, đại tràng là nơi có số lượng lớn và nhiều loài vi khuẩn nhất, hoạt động của chúng làm cho ruột già trở thành cơ quan chuyển hoá tích cực của cơ thể. Phần lớn vi khuẩn ở ruột non là vi khuẩn gram (+), trong khi đó ở đại tràng là gram (-). Phần đầu của ruột kết phần lớn chịu trách nhiệm việc lên men carbohydrate, trong khi đó phần sau của ruột chịu trách nhiệm phân huỷ protein và amino acid 
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[70], [73]. 

[image: image8.png]Distribution of microbes in various segments of the adult digestive tract
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Biểu đồ 1.4. Phân bố vi khuẩn tại các đoạn khác nhau trong đường tiêu hóa người trưởng thành
Phần lớn vi khuẩn là các giống Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium 
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[5], [70], [74]
, Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus và Bifidobacterium [70], [74]. Các giống khác như Escherichia và Lactobacillus ít hơn. Các loài của Bacteroides chiếm khoảng 30% vi khuẩn đường ruột và đóng vai trò rất quan trọng trong hoạt động của cơ thể người [73]. 

1.3.1.2. Vai trò của hệ vi khuẩn chí đường ruột

Vi khuẩn ở đường ruột thực hiện nhiều chức năng hữu ích cho con người, bao gồm chức năng tiêu hoá các chất giàu năng lượng như carbohydrate chưa được sử dụng [75], kích thích sự tăng trưởng tế bào, ức chế sự phát triển của các vi khuẩn gây bệnh, làm cho hệ miễn dịch chỉ phản ứng đối với các vi khuẩn có hại, bảo vệ cơ thể khỏi một số bệnh 
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[71], [76]. 

* Hệ vi khuẩn chí đường ruột tác dụng tới quá trình lên men và hấp thu Carbohydrate 

Cơ thể con người không thể sử dụng một vài carbohydrate, không thể tiêu hoá nếu thiếu vi khuẩn đường ruột do một số vi khuẩn có các enzyme để chuyển hoá một số loại polysaccharide mà tế bào người không có. Carbohydrate mà cơ thể người không thể tiêu hoá nếu thiếu vi khuẩn chí là các loại tinh bột, chất xơ, oligosaccharide và đường như lactose, đường rượu, chất nhày đường ruột và protein [73], [74].

Vi khuẩn giúp cơ thể tăng hấp thu các vitamin như vitamin K. Hơn nữa các acid béo mạch ngắn, được sản xuất do vi khuẩn, còn giúp cơ thể hấp thu các chất  khác như calci, magne và sắt. Vi khuẩn còn làm thay đổi sự phát triển đường ruột thông qua việc thay đổi sản sinh các protein bề mặt tế bào như protein vận chuyển natri và glucose [71]. 

* Hệ vi khuẩn chí đường ruột có thể ngăn chặn sự phát triển vi khuẩn gây bệnh

Một vai trò quan trọng khác của vi khuẩn chí là ngăn chặn sự phát triển của các vi khuẩn gây hại, nấm và các vi khuẩn có hại như Clostridium difficile (sự phát triển quá mức của vi khuẩn này có thể gây viêm ruột kết) không thể phát triển quá mức do phải cạnh tranh với các vi khuẩn có ích. Tác dụng rào cản của vi khuẩn có ích là ngăn ngừa sự xâm nhập của vi khuẩn gây bệnh và ức chế sự phát triển làm cho số lượng các vi khuẩn này trong đường ruột giảm đi. Các vi khuẩn chí còn ngăn chặn sự phát triển của vi khuẩn có hại thông qua cạnh tranh các chất dinh dưỡng và điểm gắn (receptor) vào tế bào biểu mô của ruột kết [74].

* Hệ vi khuẩn chí đường ruột ảnh hưởng đến hệ miễn dịch
Các vi khuẩn chí đường ruột tác động một cách liên tục lên hệ tiêu hoá và hệ miễn dịch của cơ thể. Các vi khuẩn kích thích các tế bào limpho cùng với màng nhày tạo ra các kháng thể đối với vi khuẩn gây bệnh. Hệ miễn dịch nhận biết và tiêu diệt các vi khuẩn có hại, không tiêu diệt các vi khuẩn có ích và sự dung nạp được hình thành ở trẻ 
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[73], [75]. 

Các nghiên cứu gần đây cho thấy, các vi khuẩn chí đường ruột đóng vai trò quan trọng trong việc sản sinh ra các Toll - Like Receptor (TLRs) trong ruột giúp cơ thể hàn gắn các tổn thương. Lactobacilli và Bifidobacteria có thể tác động lên miễn dịch cục bộ và miễn dịch hệ thống [77]. Một vài Lactobacilli và Bifidobacteria khi đưa vào cơ thể qua đường miệng làm tăng việc sản xuất các đáp ứng của tế bào T-helper [78], [79] và kích thích việc sản xuất interleukin (IL)-10, làm biến đổi các yếu tố phát triển (TGF) - a 
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[80], [81]
 và chúng đóng vai trò trong việc giảm các phản ứng miễn dịch đối với các kháng nguyên và làm giảm các đáp ứng miễn dịch dị ứng. Một tác động khác của vi khuẩn đường ruột là làm tăng đáp ứng miễn dịch Secretory IgA và vi khuẩn đường ruột. Secretory IgA (sIgA) là Immunoglobulin quan trọng và chiếm ưu thế trên bề mặt màng nhày, bảo vệ chống lại các kháng nguyên, vi khuẩn gây bệnh, các độc tố và các yếu tố độc hại khác. Việc tổng hợp sIgA ở ruột bị tác động bởi vi khuẩn. Sự phát triển của tế bào tạo huyết tương (plasmablast) sản xuất ra IgA ở màng nhày của ruột, tiền sIgA bị ảnh hưởng nhiều của vi khuẩn đường ruột [82], [83]. 

* Hệ vi khuẩn chí đường ruột có tác dụng phòng ngừa dị ứng
Nhiều nghiên cứu về hệ vi khuẩn đường ruột của trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ cho thấy thành phần vi khuẩn đường ruột của trẻ bị dị ứng và trẻ không bị dị ứng là khác nhau, những trẻ bị dị ứng có số lượng các loại vi khuẩn có hại như C.difficile và S.aureus nhiều hơn và có ít Bacteroides và Bifidobacteria. Điều này được giải thích là do các vi khuẩn có ích kích thích và làm cho hệ miễn dịch phản ứng một cách hợp lí đối với các kháng nguyên [70], [71], [84]. Như vậy, vi khuẩn chí cũng tham gia vào việc ngăn ngừa dị ứng, một phản ứng quá mức của hệ miễn dịch đối với các kháng nguyên lành tính.
Một số tác giả cho rằng các acid béo mạch ngắn (SCFAs) do vi khuẩn chí tạo ra có thể giúp phòng ngừa các bệnh viêm ruột ở trẻ nhỏ. Tần xuất mới mắc và tỷ lệ mắc bệnh của IBD cao hơn ở các nước công nghiệp phát triển. Bệnh cũng có liên quan đến tình trạng vệ sinh khi còn trẻ, liên quan đến thực hành nuôi con bằng sữa mẹ, tiêu thụ đường và mỡ động vật và tỷ lệ mới mắc có liên quan trái chiều với tình trạng vệ sinh kém trong năm đầu đời, thực hành tiêu thụ rau quả và các thức ăn chưa được chế biến [85]. 

* Hệ vi khuẩn chí đường ruột với các bệnh khác
Bên cạnh việc có lợi cho sức khoẻ, vi khuẩn trong hệ tiêu hoá có thể có tác hại do có thể sản xuất ra độc tố và carcinogen [73] liên quan đến các bệnh nhiễm trùng máu, ung thư ruột kết và IBD [71]. Do vậy, điều quan trọng đối với sức khoẻ là phải cân bằng số lượng vi khuẩn. Số lượng vi khuẩn quá nhiều hoặc quá ít đều không có lợi cho sức khoẻ. Có thể dùng các men (enzyme) để điều hoà sự cân bằng bằng số lượng vi khuẩn này [73].

Các yếu tố khác đóng vai trò quan trọng cho hoạt động của hệ vi khẩn đường ruột như độ pH. Sử dụng các kháng sinh phổ rộng có thể làm thay đổi số lượng các vi khuẩn có ích ảnh hưởng xấu đến sức khoẻ và khả năng tiêu hoá thức ăn. Thuốc kháng sinh có thể gây ra tiêu chảy do kích thích trực tiếp lên ruột, thay đổi số lượng vi khuẩn đường ruột hoặc cho phép vi khuẩn có hại phát triển, làm tăng sức đề kháng của vi khuẩn có hại và khó điều trị khi mắc lại bệnh [86].

1.3.2. Probiotic

1.3.2.1. Khái niệm và đặc tính của probiotic 

Probiotic được định nghĩa là các vi khuẩn có lợi cho sức khoẻ của con người khi ăn (bổ sung) vào một lượng nhất định [71], [72]. LAB và bifidobacteria là các loại vi khuẩn phổ biến được sử dụng như “probiotic” [77], [79], [80]. Probiotic được sử dụng rộng rãi trong các sản phẩm sữa như sữa chua, đậu tương lên men và các sản phẩm bổ sung. 

Ngày nay khoảng 40% thực phẩm và nước giải khát sử dụng trên thế giới có chứa các vi khuẩn sản sinh acid lactic (LAB). Các vi khuẩn LAB, đặc biệt là các loài Lactobacilli, Bifidobacteria, Streptococcus đã và đang được sử dụng rộng rãi trong thực phẩm, chúng hiếm khi gây bệnh nhiễm trùng và có tác hại đối với cơ thể con người. Chỉ có một số nhỏ các loài này được nghiên cứu và có tác dụng như một probiotic.

Cho đến nay các probiotic thường được nghiên cứu nhiều nhất ở người là loài Lactobacillus bao gồm các chủng như L.rhamnosus (GG), L.acidophilus, L.casei, L.johnsonii, L.reuteri. Đối với loài Bifidobacteria, các chủng được nghiên cứu nhiều nhất là B.breve, B.infantis, B.lactis, B.longum. Tên gọi của các chủng cũng có sự thay đổi ví dụ như B.lactis còn được gọi là B.bifidum, B.animalis hoặc Bifidobacterium, BB12. Rhamnosus của chủng Lactobacillus pacasei còn được gọi là Lactobacillus GG.

Probiotic là được định nghĩa là loại vi khuẩn có nguồn gốc từ người và không gây bệnh; Vẫn sống và ổn định sau khi cấy, xử lí; Bền vững dưới tác động của dịch dạ dày, mật và dịch tụy; Có khả năng bám vào tế bào niêm mạc ruột; Có khả năng sinh sản và tạo nên các hiệu ứng lâm sàng hoặc chức năng có lợi cho cơ thể người sử dụng [17].

1.3.2.2. Vai trò của probiotic
* Ảnh hưởng của probiotic trên hệ vi khuẩn chí đường ruột

Bifidobacteria và Lactobacillii được đưa vào cơ thể qua đường ăn uống có thể sống tạm thời trong ruột của trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ. Một số nghiên cứu cho thấy có sự tăng lên rõ rệt số lượng Bifidobacteria ở trong phân một tuần sau khi được bổ sung. Mỗi probiotic cụ thể sẽ làm thay đổi tỷ lệ vi khuẩn có lợi và không có lợi ở trẻ và dẫn đến những thay đổi tích cực ở môi trường màng nhày của ruột. 

* Vai trò của probiotic với chức năng rào cản và miễn dịch 
Có nhiều nghiên cứu cho thấy tác động của việc bổ sung một số probiotic lên chức năng rào cản và miễn dịch của cơ thể. Các nghiên cứu trên người và động vật cho thấy việc bổ sung L.Casei, L.Bulgaricus và L.Acidophilus kích thích tăng sản đại thực bào và tăng thực bào, sCD14 cao hơn một cách có ý nghĩa ở những trẻ được bổ sung probiotic so với trẻ nhóm chứng [87]. 

Ở người trưởng thành, khi sử dụng L.Acidophilus La1 và Bifidobacteria làm tăng IgA đặc hiệu và tổng thể đối với Salmonella sau khi cho uống S.typhi. Ngoài ra trong nhi khoa một số chủng Bifidobacteria và Lactobacilli có tác động lên miễn dịch dịch thể, đặc biệt là tăng bài tiết IgA và các immunoglobulin khác. Các nghiên cứu khác cũng cho thấy các tế bào sản sinh IgA, IgM, IgG cũng như IgA trong phân cũng tăng lên [88]. Tương tự như vậy việc tăng IgA đặc hiệu đối với Rotavirus sau khi bị nhiễm trùng, hoặc các IgA chống bại liệt sau khi được tiêm chủng cũng được chứng minh [89]. Các kết quả nghiên cứu đây cũng cho thấy các immunoglobulin cũng tăng lên sau khi trẻ được bổ sung B.Lactics [90]. Thêm vào đó một vài probiotic có tác dụng tốt lên việc bài tiết cytokin [88], giảm anti-trypcin trong phân, eosynophyl protein X trong nước tiểu, TNF [80]. 

Vi khuẩn chí đường ruột nói chung giúp cho việc giữ gìn sự toàn vẹn của hệ miễn dịch, phòng các bệnh lây nhiễm, sản xuất vitamin và giúp cho sự phát triển của màng nhầy [91]. 

Một nghiên cứu trên 231 trẻ sinh non cân nặng dưới 1500g cho thấy trẻ uống sữa có bổ sung L.casei và Bifidobacterium breve có giảm một cách có ý nghĩa tỷ lệ mắc bệnh viêm ruột hoại tử ở nhóm probiotic so với nhóm chứng (với 4 ca bệnh ở nhóm chứng so với 0 ca bệnh ở nhóm can thiệp) [92]. 

Như vậy có nhiều bằng chứng cho thấy tác động của việc sử dụng probiotic lên chức năng rào cản và đáp ứng miễn dịch của cơ thể bao gồm miễn dịch không đặc hiệu (miễn dịch tự nhiên) và miễn dịch đặc hiệu (miễn dịch thu được). 

1.3.3. Prebiotic

1.3.3.1. Khái niệm và đặc tính của prebiotic 

Prebiotic được định nghĩa là thành phần thực phẩm không tiêu hóa được, có ảnh hưởng tích cực tới cơ thể vật chủ bằng cách kích thích có chọn lọc lên sự phát triển và tăng cường hoạt động của một số loài vi sinh vật có lợi trong ruột và nâng cao sức khỏe của cơ thể vật chủ [17], [93]. Nhiều tổ chức và cá nhân rất coi trọng việc thống nhất định nghĩa, xác định phạm vi và cách sử dụng thích hợp thuật ngữ prebiotic [94], [95], [96], [97]. 

Oligosaccharides trong sữa mẹ được xem như là một prebiotic do khả năng hỗ trợ cho sự phát triển của vi khuẩn Bifidobacteria và Lactobacilli trong ruột già của những trẻ bú được mẹ sữa hoàn toàn [98]. Người ta thường kết hợp probiotic với prebiotic (hỗn hợp này được gọi là synbiotic) để tăng cường tác dụng có ích của probiotic đối với cơ thể. Fructo-oligosaccharid (FOS) có các phân tử đường trong cấu trúc nên chúng có vị ngọt. FOS làm tăng hấp thụ Calci và Magie đồng thời làm giảm triglycerid. 
1.3.3.2. Vai trò của prebiotic

Prebiotic có vai trò chủ yếu là kích thích sự phát triển của vi khuẩn có lợi, khả năng chống ung thư, tăng khả năng hấp thu Calci, Magie, kích thích sự phát triển của Bifidobacteria và Lactobacilli, mà các loài vi khuẩn này kích thích sự gia tăng các kháng thể IgA, IgM, IgG [99], đồng thời cũng tạo ra chất kháng khuẩn như acid lactic, bacterioxin, H2O2 và có khả năng giảm triglycerid, cholesterol, có tác dụng tích cực đối với nồng độ glucose trong máu [96]. Sử dụng hỗn hợp GOS/FOS với tỷ lệ 90% và 10% kết hợp với probiotic trong một số nghiên cứu đã chứng minh tác dụng có lợi của GOS và FOS lên các bệnh nhiễm khuẩn đường tiêu hóa [100].

Lohner S và cộng sự (2014) đã xem xét đánh giá một cách hệ thống và phân tích số liệu thứ cấp (meta-analysis) về prebiotic đối với trẻ sơ sinh khỏe mạnh và trẻ em để dự phòng các bệnh truyền nhiễm cấp tính [101]. Roberfroid M và cộng sự (2010) đánh giá hiệu quả và lợi ích sức khoẻ của prebiotics [102]. Tổ chức Toàn cầu về hệ tiêu hóa đã đưa ra các hướng dẫn sử dụng probiotics và prebiotics [103].  

1.3.4. Synbiotic

Synbiotic là thuật ngữ được sử dụng khi một số thực phẩm được tăng cường một lượng nhất định cả prebiotic và probiotic nhằm phát huy tác động hiệp đồng của chúng [104], [105]. Thiếu vi khuẩn có ích trong đường tiêu hóa của con người có thể gây ra tác hại đến sức khỏe, cho nên việc bổ sung probiotic nhằm tạo ra được hệ vi khuẩn chí phát triển bền vững, ổn định sẽ có tác dụng phòng chống bệnh nhiễm trùng và nâng cao sức đề kháng của cơ thể. Còn prebiotic như đã nói trên là thành phần chất xơ có trong thực phẩm và không được tiêu hóa, có tác dụng kích thích một cách có chọn lọc lên sự sinh sản và phát triển của các vi khuẩn có ích trong đường ruột. Tuy nhiên, mọi người có thể đồng ý rằng tác dụng hiệp đồng chỉ đạt được khi cơ thể một mặt tiêu thụ lactobacilli, mặt khác cần thúc đẩy bifidobacteria bản địa phát triển [104]. 

Nhiều tác giả đã đề cập đến lợi ích sức khoẻ và tuyên bố về sức khoẻ của probiotic [105], [106], cũng như mức độ đồng thuận hiện tại về probiotic từ năm 2009 đã chứng tỏ sự quan tâm của nhiều quốc gia về khoa học probiotic [107]. 
1.3.5. Nghiên cứu ứng dụng probiotics, prebiotics trong phòng chống bệnh tật và cải thiện tăng trưởng trẻ em
1.3.5.1. Probiotic trong điều trị và dự phòng tiêu chảy cấp
Nhiều nghiên cứu liên quan đến việc sử dụng probiotic trong điều trị tiêu chảy nhất là hiệu quả dự phòng tiêu chảy liên quan đến kháng sinh ở trẻ em [108] và hiệu quả đối với trẻ em mắc các bệnh nặng [109] và dị ứng [110]. Phần lớn các nghiên cứu sử dụng các loài Lactobacilli, L.Rhamnosus (GG). Phân tích tổng hợp của 4 nghiên cứu gần đây chỉ ra rằng L.Rhamnosus (GG) có hiệu quả khi bổ sung sớm trong điều trị tiêu chảy do rotavirus và tác dụng chính là làm giảm thời gian kéo dài của tiêu chảy từ 1/2 đến 1,5 ngày [100]. Lactobacilli, chủ yếu là L.Rhamnosus (GG) [111], [112], làm giảm tần suất mắc mới và mức độ nặng của tiêu chảy cấp. Tuy nhiên, sự khác biệt không phải lúc nào cũng có ý nghĩa thống kê. Thêm vào đó, việc sử dụng L.Rhamnosus (GG) và L.Reuteri [113], trong điều trị và sử dụng B.Lactis trong dự phòng cho thấy có hiện tượng giảm Rotavirus. Phân tích 34 nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng gần đây cho thấy probiotic làm giảm một cách có ý nghĩa nguy cơ mắc tiêu chảy khoảng 57% (IC: 35-71%) ở trẻ em. Kết luận của một nghiên cứu can thiệp trên trẻ 5 - 29 tháng tuổi cho thấy sữa lên men bởi CRL-431 và Lactobacillus acidophilus có thể được sử dụng trong phòng ngừa và điều trị bệnh tiêu chảy ở trẻ [114]. Gần đây một số nghiên cứu còn cho thấy probiotics có tác dụng giảm một số loại nấm phát triển ở âm đạo phụ nữ, làm giảm cholesterol máu, cũng như hạ thấp huyết áp ở những người bị huyết áp và mỡ máu cao [115], [116], [117], [118], [119].

1.3.5.2. Probiotic trong điều trị tiêu chảy liên quan đến kháng sinh
Các nghiên cứu đã xác định rằng nhiều probiotics có giá trị trong việc giảm thiểu nguy cơ tiêu chảy liên quan đến kháng sinh ở trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ [17], [85]. Đánh giá hiệu quả phòng ngừa tiêu chảy liên quan đến kháng sinh từ 6 nghiên cứu [108] cho thấy nguy cơ tiêu chảy đã giảm từ 28,5% xuống 11,9% và B.lactis và S.Thermophilus cho vào sữa công thức và L.Rhamnosus (GG) dưới dạng bổ sung có tác dụng tốt nhất.
1.3.5.3. Probiotic trong phòng ngừa và điều trị nhiễm khuẩn hô hấp cấp
Một nghiên cứu của Weizman năm 2005 đã cho thấy, nhóm trẻ nhóm đối chứng có số đợt bị sốt cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm trẻ được bổ sung B. lactis hoặc L.reuteri (tương ứng là 0,41 [0,28–0,54] so với 0,27 [0,17–0,37] và 0,11 [0,04–0,18], [120]. 
Một nghiên cứu khác trên trẻ từ 1-3 tuổi cho thấy sữa công thức bổ sung 2,4g/ngày prebiotic oligosaccharide và 1,9 × 107 CFU/ngày Bifidobacterium lactis HN019 đã làm giảm tỷ lệ mắc mới của bệnh viêm phổi khoảng 24% và nhiễm khuẩn hô hấp cấp thể dưới nặng giảm khoảng 35% ở nhóm trẻ can thiệp giảm khoảng 5% số ngày bị sốt cao so với nhóm chứng. Kết quả nghiên cứu bổ sung hỗn hợp probiotic L.rhamnosus GG, L. LC705, B. breve Bb99, propionibacterium freudenreichii và spp shermanii, 0,8g GOS/ngày cùng với 8-9 x 109 CFU/ngày trong vòng 6 tháng cho trẻ có nguy cơ bị dị ứng cho thấy số lượng trẻ bị nhiễm khuẩn hô hấp giảm đi [121], [122], [123]. Trong khi đó, một số  nghiên cứu khác cho thấy việc bổ sung synbiotic lại không có tác dụng giảm tỷ lệ trẻ bị nhiễm khuẫn hô hấp trong 6 tháng can thiệp [124], [125]. 

1.3.5.4. Probiotic đối với tăng trưởng của trẻ
Các kết quả nghiên cứu của một số tác giả khác nhau cho thấy tác động của prebiotic và probiotic lên tăng trưởng cân nặng và chiều cao của trẻ còn chưa thống nhất. Nghiên cứu trên trẻ 18 - 36 tháng và trẻ từ 24 - 26 tháng tuổi cho thấy mức tăng cân nặng và chiều dài nằm của trẻ được uống sữa có chứa probiotic và prebiotic đều cao hơn một cách có ý nghĩa so với nhóm đối chứng 
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. Một nghiên cứu khác trên 105 trẻ sơ sinh dưới 2 tháng tuổi cũng cho thấy trẻ của nhóm can thiệp (51 trẻ) được bổ sung sữa công thức chứa Lactobacillus rhamnosus GG cho thấy nhóm trẻ can thiệp có sự tăng trưởng tốt hơn so với nhóm chứng, sự thay đổi cân nặng và chiều cao của trẻ sơ sinh ở nhóm can thiệp cao hơn một cách có ý nghĩa so với nhóm chứng [126]. 

Một nghiên cứu lâm sàng có kiểm soát, mù kép nhằm đánh giá hiệu quả của L.casei lên tăng trưởng của trẻ sống ở vùng có điều kiện kinh tế - xã hội nghèo nàn cũng đã được tiến hành tại Indonesia trong 6 tháng cho thấy nhóm trẻ uống sữa calci bổ sung Lactobacillus reuteri (5x108 CFU/ngày) có sự gia tăng các chỉ số cân nặng và chiều cao ở mức trung bình, nhóm uống sữa bổ sung L.casei (5 x 108 CFU/ngày) cũng chỉ có tác dụng cải thiện cân nặng ở mức trung bình nhưng lại không có ảnh hưởng lên tăng trưởng chiều cao [127]. 

Một nghiên cứu khác tại Hà Lan, được tiến hành trên 126 trẻ sơ sinh với việc bổ sung 0,24g prebiotic galacto-oligosaccharides/100 ml sữa và 1 x 107 CFU B.animalis ssp. lactis/g (còn gọi là Bifidobacterium BB12) và  1 x 107 CFU L. paracasei ssp. paracasei/g (còn gọi là L. casei CRL-431), trong vòng 6 tháng cho thấy không có sự khác biệt về chỉ số WAZ và HAZ giữa nhóm nghiên cứu và nhóm chứng (0,1 so với 0,17), (0,51 so với 0,50). Sau 6 tháng can thiệp, mức tăng trưởng cân nặng và chiều cao ở trẻ nhóm can thiệp là 4.152 g và 17,7 cm so với 4.282 g và 17,3 cm ở trẻ nhóm đối chứng và sự khác nhau giữa hai nhóm nghiên cứu không có ý nghĩa thống kê [128]. 

1.3.5.5. Probiotic trong điều trị dị ứng
Một số nghiên cứu cho thấy số lượng Bifidobacteria ở trẻ bị dị ứng đặc hiệu là ít hơn trẻ không bị dị ứng đặc hiệu. Có giả thuyết cho rằng Bifidobacteria có hiệu quả hơn trong việc làm tăng dung nạp đối với các kháng nguyên không có nguồn gốc vi khuẩn bằng cách ức chế sự phát triển của Th2 (proallergic) [13], [74], [80]. Một tổng quan hệ thống và phân tích meta-analysis các thử nghiệm đối chứng ngẫu nhiên về hiệu quả probiotic với các bệnh dị ứng đã được công bố vào năm 2015 [110]. Những trẻ bị viêm da dị ứng được uống sữa công thức thủy phân có bổ sung L.Rhamnosus (GG) cải thiện lâm sàng tốt hơn so với sữa thủy phân bình thường, người ta cho rằng do probiotic làm giảm tính thẩm thấu của ruột [84], [124].
1.3.5.6. Probiotic trong điều trị viêm ruột hoại tử (NEC)
Nghiên cứu trên 12.000 trẻ được bổ sung L.Acidophilus và B.Infantis cho thấy tỷ lệ mắc mới và tỷ lệ chết do viêm ruột kết hoại tử ở nhóm probiotic giảm một cách có ý nghĩa so với nhóm chứng [129]. Sơ đồ 1.3. biểu hiện cơ chế và lợi ích lâm sàng của probiotic [128], [129].
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Sơ đồ 1.3. Cơ chế và lợi ích lâm sàng của probiotic
1.3.6. Nghiên cứu về Prebiotic, Synbiotic với miễn dịch và tăng trưởng của trẻ

Hiện nay các công trình nghiên cứu các loại sữa cho trẻ em có bổ sung synbiotic có tác dụng hiệp đồng giữa probiotic và prebiotic đạt được khi một mặt tiêu thụ lactobacilli, mặt khác thúc đẩy bifidobacteria trong ruột phát triển.
Nghiên cứu của Dhingra và cộng sự 2010, cho thấy hiệu quả của sữa tăng cường prebiotic Bifidobacterium lactis (DR-10TM) và prebiotic galactooligosaccharide trong dự phòng mắc bệnh và cải thiện tình trạng dinh dưỡng trẻ em trên cộng đồng [121]. Grathwohl và cộng sự 2008 đã thử nghiệm đối chứng ngẫu nhiên, đánh giá về sự an toàn, tác động chống tiêu chảy của các công thức chứa hỗn hợp probiotic hoặc prebiotic trong các sản phẩm sữa chua và sữa chua cho trẻ sơ sinh [112]. Bjorksten B từ năm 2004 đã đánh giá xem xét lại các nghiên cứu can thiệp về khả năng phòng ngừa dị ứng cho phụ nữ trong thai kỳ và cho trẻ sơ sinh [122]. Agustina, R., và các cộng sự nghiên cứu trên trẻ từ 1 - 6 tuổi tại Indonesia cho thấy Probiotics Lactobacillus reuteri DSM 17938 và Lactobacillus casei CRL 431 đã cải thiện dinh dưỡng một cách khiêm tốn, nhưng không cải thiện tình trạng sắt và kẽm [127]. Vlieger, A.M. và cộng sự cũng tiến hành một thử nghiệm đối chứng ngẫu nhiên về khả năng phòng bệnh và sự an toàn của Lactobacillus paracasei ssp. Paracasei kết hợp với Bifidobacterium animalis ssp. Lactis trong sữa bột có chứa prebiotic: [128]. Isolauri E (1996), cũng đã công bố một đánh giá, xem xét các nghiên cứu về Lactobacillus CC trong rối loạn mẫn cảm thực phẩm trên Nutrition Today [124]. Thêm nữa, một số tác giả còn thấy dòng Lactobacillus species tác động lên các khía cạnh khác nhau của sức khoẻ âm đạo, lactobacilli và probiotic có tác dụng duy trì sức khỏe âm đạo [115], [116], sức khỏe hệ thống sinh dục trẻ em [117]. Các tác giả Khalesi S và cộng sự 2014 đã có một đánh giá tổng hợp và phân tích meta-analysis các nghiên cứu thử nghiệm đối chứng, ngẫu nhiên về lợi ích của probiotics đối với huyết áp [118]; Kumar M và cộng sự 2012 cho rằng probiotics có tác dụng hạ thấp cholesterol và sử dụng probiotic như là “các liệu pháp sinh học có tiềm năng cho các bệnh trao đổi chất” [119],

1.3.7. Về chủng loại, tính an toàn và liều lượng sử dụng probiotic và prebiotic 

1.3.7.1. Về chủng loại sử dụng trong nghiên cứu
Nhiều nghiên cứu đã sử dụng phối hợp các chủng probiotics như L. Parcaseil với B. longum; dạng prebiotics sử dụng là FOS và Inulin. Có 2 lý do để chọn lựa phối hợp: thứ nhất, cả 2 loại probiotics và prebiotic này đều đã được nhiều nghiên cứu chứng minh là an toàn, được dung nạp tốt với trẻ nhỏ; thứ 2, có sự phối hợp tác dụng của 2 chủng bifidobacteria và lactobacilus. Các nghiên cứu in-vivo trên động vật đã chứng minh rằng L.paracasei NCC2461 có khả năng thúc đẩy khả năng miễn dịch tế bào ở niêm mạc đường tiêu hoá và miễn dịch dịch thể. L Paracasei cũng được chứng minh là có hiệu quả cải thiện tình trạng tiêu chảy cũng như điều trị tiêu chảy mất nước ở trẻ em. Bifidobacteria cũng góp phần làm tăng cường sức khoẻ của hệ thống tiêu hoá, bảo vệ đường tiêu hoá trong trường hợp bị nhiễm khuẩn hoặc tiêu chảy do virus, đảm bảo sự phát triển của trẻ [120], [121], [4], [12], [145], [126]. 

Một số chủng khác của L.casei cũng đang được nhiều hãng sử dụng trên thị trường hiện nay: Lactobacillus paracasei là chủng probiotics được phân lập từ phân trẻ em, được sử dụng rộng rãi làm nguyên liệu trong thực phẩm và thực phẩm chức năng từ 1995. Có nhiều nghiên cứu công bố về việc sử dụng chủng này, nhưng chưa có một ghi nhận tác dụng phụ nghiêm trọng nào. L. CASEI 431® là một trong những chủng được nghiên cứu và công bố nhiều nhất với trên 80 tạp chí khoa học và hơn 20 nghiên cứu lâm sàng. Cục quản lý dược phẩm và thực phẩm Hoa Kỳ (FDA) đã xếp L. CASEI 431® vào nhóm vi khuẩn an toàn cho người tiêu dùng (GRAS). Chủng Lactobacillus paracasei đã được FDA cấp chứng nhận New Dietary Ingredient (NDI). Năm 2007, Lactobacillus paracasei cũng đã được Hội đồng an toàn thực phẩm châu Âu cấp chứng nhận đạt tiêu chuẩn Qualified Presumption of Safety (QPS). Hiện nay L. CASEI 431® được sử dụng chủ yếu trong các sản phẩm sữa chua, sữa bột trẻ em và một số loại thực phẩm chức năng [126], [127], [128]. 
Một vài nghiên cứu còn chứng minh rằng B.longum NCC3001 có khả năng ức chế phát triển của các tác nhân gây bệnh nhiễm khuẩn đường tiêu hoá ở động vật gậm nhấm. Hơn nữa B.longum cũng tăng cường chức năng miễn dịch của hệ tiêu hoá ở những trẻ sau sử dụng thuốc kháng sinh [129].

Castillo NA và cộng sự 
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 cho chuột uống L.casei sau khi đã gây nhiễm khuẩn tiêu hóa bằng Sal. Typhimurium nhận thấy có sự tăng sản xuất IFN-γ, TNF-α hay kích thích các đại thực bào sản xuất IL-6, IL-10 tại lớp màng đệm của hàng rào niêm mạc ruột. Perdigon G và công sự 
 ADDIN EN.CITE 

[131]
 nghiên cứu tương tự trên chuột bị nhiễm khuẩn tiêu hóa do Sal. Typhimurium cho thấy tác dụng chống vi khuẩn gây bệnh chỉ đạt được khi sử dụng kết hợp cả L.casei 431 và L.acidophilus. Nồng độ kháng thể chống Salmonella cao nhất trong huyết tương và dịch ruột ở nhóm sử dụng hỗn hợp hai chủng và nhóm sử dụng L.casei. Tuy nhiên, sử dụng đơn lẻ L.casei không có hiệu quả trong ngăn chặn Sal. Typhimurium. Nghiên cứu của Bendali et al [132] gây tiêu chảy thực nghiệm cho thỏ uống sữa tách bơ chứa S. aureus (107 TB/ml) cho thấy, nhóm bổ sung L.casei cầm được tiêu chảy và phục hồi hệ thống nhung mao ruột và niêm mạc đại tràng tốt hơn so với nhóm chứng.

Tác dụng tăng cường miễn dịch của L.casei còn được chứng minh trên các mô hình gây suy dinh dưỡng trên động vật thực nghiệm. Tình trạng SDD làm cho hệ thống miễn dịch của cơ thể suy yếu do suy giảm chức năng của các tế bào miễn dịch, khiến cơ thể dễ mẫn cảm với các tác nhân gây bệnh như vi khuẩn, virus… Theo nghiên cứu của Villena và cộng sự 
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, chuột SDD bị gây nhiễm trùng phổi bằng Staphylococcus pneumoniae sau khi sử dụng L.casei cả dạng sống và không sống đều cho thấy có sự gia tăng sức đề kháng với nhiễm trùng biểu hiện là giảm số lượng vi khuẩn trong phổi và trong máu, đồng thời tăng số lượng các đại thực bào, tăng nồng độ TNF-α, IL-4, IL-10 (liên quan đến tăng IgA) và tăng sản xuất các IgG đặc hiệu. Nhóm của Villena khi tiến hành một nghiên cứu khác nhưng trên nhóm chuột SDD bị gây nhiễm trùng bằng Candida albicans cũng thu được những kết quả tương tự. Thêm L.casei vào chế độ ăn của chuột SDD có tác dụng khôi phục đáp ứng miễn dịch chống lại tác nhân gây nhiễm trùng bằng cách tăng hấp dẫn và kích hoạt các đại thực bào, tăng giải phóng các cytokine, đồng thời tăng tiết IL-10 giúp ngăn ngừa các tổn thương do đáp ứng viêm. Một nghiên cứu khác trên mô hình chuột gây SDD thể nhẹ cũng cho thấy sự suy giảm miễn dịch của hàng rào niêm mạc ruột được phục hồi lại bằng việc bổ sung L.casei vào chế độ ăn với liều tối ưu là 107 cfu/ngày liên tục trong 5 ngày. Một số nghiên cứu khác đánh giá vai trò điều hòa hệ miễn dịch không tiến hành trên mô hình bệnh mà chủ yếu thực hiện trên động vật khỏe mạnh [134], [135], [136], [137], [138], [139].
Theo các nghiên cứu của Galdeano và cộng sự, LeBlancet và cộng sự, Bonet và cộng sự [140], [141], [142], chuột BALB/c được cho uống sữa bổ sung L.casei sau đó thu hồi ruột non, nội tạng và các dịch cơ thể để xác định các yếu tố miễn dịch. Kết quả cho thấy sử dụng L.casei gây kích thích chủ yếu hệ miễn dịch niêm mạc, đặc trưng bởi sự gia tăng sản xuất các IgA mà không có tác dụng lên các tế bào miễn dịch lympho T. Do vậy, chủng lợi khuẩn này có thể được dùng bổ sung theo đường uống để điều hòa đáp ứng miễn dịch niêm mạc và duy trì sự cân bằng nội môi, góp phần bảo vệ cơ thể phòng các bệnh nhiễm trùng tiêu hóa và nhiễm trùng hô hấp. Ngoài ra, trên mô hình chuột gây tổn thương gan cấp tính bằng D-galactosamin, bổ sung L.casei 431 làm giảm tổn thương mô gan theo cơ chế kích thích đáp ứng miễn dịch bẩm sinh, bình thường hóa mức nồng độ enzyme aminotransferase, tuy nhiên các thông số sinh hóa về khả năng cầm máu chỉ được hồi phục một phần. Một nghiên cứu khác của các nhà khoa học Argentina đã chứng minh L.casei 431 có khả năng điều hòa cân bằng Th1/ Th2 làm giảm sản xuất các kháng thể IgE, do đó làm giảm các triệu chứng của bệnh viêm da dị ứng trên mô hình chuột gây mẫn cảm bằng ovalbumin. Tuy nhiên, tác dụng này chỉ đạt được khi cho chuột sử dụng L.casei trước khi gây dị ứng bằng ovalbumin [141], [143].
Sử dụng L.casei trong mô hình chuột gây béo phì bằng chế độ ăn giàu chất béo cũng cho thấy những hiệu quả khả quan. Theo nghiên cứu của Núñez IN và cộng sự [138], chuột béo phì sau khi uống sữa lên men bằng L.casei 431 hay dùng bổ sung L.casei 431 dưới dạng hỗn dịch có sự cải thiện hệ vi sinh đường ruột (biểu hiện bằng tăng đáng kể nhóm vi khuẩn Bacteroides và Bifidobacteria), tăng nồng độ IgA và đại thực bào, đồng thời cải thiện một số chỉ số sinh hóa máu có liên quan đến rối loạn chuyển hóa do béo phì và cải thiện tình trạng gan nhiễm mỡ, ngoài ra cũng góp phần giảm trọng lượng cơ thể. Trên một nghiên cứu khác của cùng nhóm tác giả trên, khi đánh giá tác động của lợi khuẩn lên quá trình viêm ở chuột béo phì cho thấy, L.casei 431 có tác dụng tạo ra đáp ứng chống viêm bằng cách làm giảm các cytokine gây viêm như IL-6, IL-17 và TNF-α, giảm thâm nhiễm các tế bào miễn dịch tại gan và giảm tiết chemokine MCP-1 ở mô mỡ [138]. 

Gonzalez và cộng sự [144] đã chứng minh sử dụng phối hợp L.casei với L.acidophilus làm giảm tỷ lệ trẻ mắc tiêu chảy trong cộng đồng dân cư có nguy cơ cao với chỉ 17% tỷ lệ trẻ mắc bệnh tiêu chảy ở nhóm can thiệp so với 52% trẻ bị tiêu chảy nhóm chứng. Đối với những trẻ đã bị tiêu chảy, sự kết hợp 2 lợi khuẩn này có tác dụng cải thiện triệu chứng và điều trị khỏi bệnh trong vòng 4 ngày, ngoài ra cũng có cải thiện cân nặng ở nhóm trẻ tiêu chảy bị SDD độ III. Kết luận của một nghiên cứu can thiệp ngẫu nhiên, mù kép trên bệnh nhân bị chẩn đoán tiêu chảy mãn tính cho thấy viên nang chứa L.casei và L.acidophilus dạng đông khô có hiệu quả trong điều trị tiêu chảy mạn tính do làm giảm số lần đại tiện và giảm nồng độ hydro trong hơi thở. Đánh giá hiệu quả phòng ngừa tiêu chảy liên quan đến kháng sinh trên 89 bệnh nhân cho thấy nguy cơ tiêu chảy giảm từ 35,6% xuống còn 15,9%, thời gian nằm viện và nhập viện giảm [145], [146].

Trong một nghiên cứu trên đối tượng người khỏe mạnh thiếu men lactase, sữa bổ sung L.casei và L.acidophilus đã có tác dụng cải thiện đáng kể khả năng tiêu hóa lactose, chứng minh bằng việc làm giảm có ý nghĩa nồng độ hydro trong hơi thở (19.5 +/- 12,1 ppm của nhóm can thiệp với 52,6 +/- 31,9 ppm của nhóm chứng, p < 0,008) và kéo dài thời gian thức ăn qua manh tràng (111.0 +/- 6.78 phút của nhóm can thiệp với 54,0 +/- 5,09 phút của nhóm chứng, p<0,001); đồng thời làm giảm đáng kể các triệu chứng của hiện tượng không dung nạp lactose như chướng bụng, đầy hơi, tiêu chảy [143]. Nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng mù kép trên trẻ từ 6-24 tháng tuổi cho thấy sữa tiệt trùng có bổ sung cả hai chủng L.casei và L.acidophilus và sữa bổ sung Saccharomyces boulardii làm giảm số lần tiêu chảy (p<0,01), giảm thời gian kéo dài của tiêu chảy (p < 0,005) và giảm số lần nôn của trẻ (p<0,002) [145].
Như vậy, các nghiên cứu về hiệu quả của probiotics đối với bệnh tiêu chảy trên người chủ yếu kết hợp L.casei với L.acidophilus và đều cho thấy hiệu quả rõ rệt trong phòng và điều trị tiêu chảy cấp và mạn tính hay tiêu chảy do kháng sinh. Vi khuẩn chí đường ruột giúp cho việc giữ gìn sự toàn vẹn của hệ miễn dịch, phòng các bệnh lây nhiễm, sản xuất vitamin và giúp phát triển màng nhầy. Một nghiên cứu trên 231 trẻ sinh non cân nặng dưới 1.500g cho thấy trẻ uống sữa có bổ sung L.casei và Bifidobacterium breve đã giảm có ý nghĩa tỷ lệ mắc viêm ruột hoại tử. Rizzardini và cộng sự [147] tiến hành một can thiệp ngẫu nhiên, mù kép trên 211 người được tiêm vaccine phòng cúm trong quá trình sử dụng viên nang chứa BB-12® (Bifidobacterium animalis ssp. lactis) hay sữa lên men chứa L. casei 431® (Lactobacillus paracasei ssp. paracasei), cho thấy mức nồng độ kháng thể IgG, IgG1, IgG3 và IgA trong huyết thanh và nước bọt nhóm sử dụng probiotics gia tăng đáng kể so với nhóm chứng. 

Nghiên cứu lâm sàng mù kép có đối chứng nhằm đánh giá hiệu quả của vi khuẩn chí đường ruột đối với tăng trưởng trẻ em đã được thực hiện với các liều và L.casei 5x108 cfu/ngày tại Indonesia trong 6 tháng trên trẻ em vùng kinh tế-xã hội nghèo cho thấy nhóm uống sữa calci bổ sung Lactobacillus reuteri 5x108 cfu/ngày có cải thiện cân nặng và chiều cao còn nhóm L.casei 5x108 cfu/ngày chỉ được cải thiện cân nặng ở mức trung bình còn chiều cao lại không được cải thiện. Nghiên cứu tại Hà Lan, trên 126 trẻ sơ sinh được bổ sung prebiotic và probiotics, 0,24g prebiotic galacto-oligosaccharides/100 ml sữa và 1x107 cfu B.animalis ssp. lactis/g (Bifidobacterium BB12) và 1x107 cfu L. paracasei ssp. paracasei/g (L. casei CRL-431), cũng cho thấy sau 6 tháng không có khác biệt giữa hai nhóm về mức tăng cân nặng và chiều cao tuyệt đối cũng như các chỉ số WAZ và HAZ [147], 
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Như vậy, cho đến nay các nghiên cứu về các loại sữa có bổ sung synbiotics với các chủng loại khác nhau cho thấy có hiệu quả tích cực trong điều trị và dự phòng tiêu chảy cấp, giảm thiểu nguy cơ tiêu chảy liên quan đến kháng sinh ở trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ, phòng ngừa và điều trị nhiễm khuẩn hô hấp cấp, trong điều trị dị ứng và viêm ruột hoại tử (NEC). Cũng đã có nhiều bằng chứng cho thấy tác động có lợi của việc sử dụng probiotic lên chức năng rào cản và đáp ứng miễn dịch của cơ thể bao gồm miễn dịch không đặc hiệu (miễn dịch tự nhiên) và miễn dịch đặc hiệu (miễn dịch thu được). Các nghiên cứu về hiệu quả đối với tăng trưởng trẻ em cho thấy, tác động của prebiotic và probiotic lên tăng trưởng cân nặng và chiều cao của trẻ còn chưa thống nhất.
1.3.7.2. Về tính an toàn và liều lượng sử dụng probiotic và prebiotic
Phần lớn Lacbobacilli dùng trong thực phẩm là không gây bệnh, không gây hại và không độc. Nhiều chủng Lactobacilli và Bifidobacteria được dùng nhiều trong thực phẩm truyền thống và được thừa nhận là an toàn. Cho đến nay có hơn 70 nghiên cứu lâm sàng với sự tham gia của hơn 4.000 trẻ th́ấy chưa có báo cáo nào cho thấy có tác hại lên trẻ liên quan đến probiotic. Các nghiên cứu cũng cho thấy tính an toàn và phát triển tốt khi sử dụng B.Lactis cho trẻ từ khi mới sinh, cho các nhóm có nguy cơ cao như trẻ đẻ non, trẻ bị suy dinh dưỡng, trẻ của bà mẹ bị HIV [149]
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 Đối với tính an toàn, trong báo cáo của FAO/ WHO đánh giá probiotic trong thực phẩm đã công bố “mối liên quan giữa bệnh dịch của con người và việc sử dụng probiotic được ghi nhận là ít và tất cả các trường hợp này chỉ xuất hiện ở những bệnh nhân nặng”. Dựa trên các thông tin sẵn có hiện nay thì Bifidobacteria, đặc biệt là B.Lactis là có độ an toàn tốt và là probiotic tốt được sử dụng cho trẻ sơ sinh và trẻ nhỏ [150].

Liều lượng an toàn prebiotic 5g/ngày (trong một số trường hợp lên đến 8g/ngày) được sử dụng và có ảnh hưởng lên vi khuẩn chí đường ruột. Tác dụng phụ của prebiotic có thể gây ra do tăng vi khuẩn tạo khí gas, nhưng các loài Bifidobacteria và Lactobacilli không sinh gas trong quá trình chuyển hóa và do vậy người ta cho rằng thậm chí tiêu thụ đến 20g/ ngày cũng không gây chướng bụng. Nếu tiêu thụ một lượng lớn (> 20g) Inulin mỗi ngày có thể ảnh hưởng đến cân bằng nước và gây ra nhuận tràng. Những người tham gia thử nghiệm sử dụng prebiotic đi vệ sinh thường xuyên hơn và phân nhiều hơn. Để đảm bảo an toàn khi sử dụng prebiotic phải tuân thủ theo các hướng dẫn của FAO/ WHO [150].
Gần đây ở Việt nam, một nghiên cứu về ảnh hưởng của sữa công thức (Nestle Gấu 1+) được bổ sung prebiotics (prebio-1) trên trẻ 24 - 36 tháng tuổi đã cho thấy, nhóm trẻ được nhận sữa bổ sung prebiotics đã tăng trưởng cân nặng và chiều cao tốt hơn so với nhóm chứng [18].

Một thử nghiệm lâm sàng đánh giá ảnh hưởng của sữa có bổ sung các vi chất kết hợp prebiotics (prebio-1), probiotics (Lactobacillus và Bifidobacterium) cũng được đánh giá trên trẻ 18 - 36 tháng ở 2 trường mầm non tại Bắc Ninh, Việt Nam. Kết quả của nghiên cứu này đã gợi ý rằng việc ăn sữa bổ sung prebiotics (prebio-1) kết hợp với probiotics đã hỗ trợ tình trạng dinh dưỡng và có thể cải thiện hàng rào miễn dịch ở trẻ em chống lại các bệnh nhiễm khuẩn. Một chỉ số đánh giá tình trạng miễn dịch là sự tập trung của IgA trong máu [19]. Tuy nhiên, nghiên cứu này còn có hạn chế là mới chỉ được thực hiện trên một cỡ mẫu nhỏ và chưa đánh được giá mức IgA trong phân, một chỉ số phản ánh trực tiếp khả năng của hàng rào miễn dịch tại chỗ.

Nghiên cứu mới này của chúng tôi đã được thực hiện theo các tiêu chuẩn chặt chẽ hơn trên một quần thể trẻ 25 - 36 tháng tuổi đại diện hơn tại 14 nhà trẻ. Nghiên cứu này nhằm đánh giá tác động của việc nuôi dưỡng trẻ bằng sản phẩm dinh dưỡng có bổ sung prebiotic (prebio 1) và 2 loại vi sinh vật khác nhau (L.paracasei ST 11 và B.Longum BB 536) lên các chỉ tiêu nhân trắc dinh dưỡng, vi chất dinh dưỡng và tình trạng miễn dịch của cơ thể bao gồm nồng độ IgA trong phân, IgA trong máu và tình trạng bệnh tật (tiêu chảy, nhiễm khuẩn hô hấp) trên trẻ em 25 - 36 tháng tuổi. Liều lượng sử dụng của probiotics và prebiotics: mỗi trẻ được uống 2 cốc sản phẩm sữa có bổ sung x 180-200ml/cốc, trẻ được tiếp nhận một liều là 108 đơn vị khuẩn lạc và 2,2g prebiotics. Đây cũng là liều sử dụng an toàn, có hiệu quả đang được WHO khuyến nghị [150].

CHƯƠNG 2.
ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1.  Đối tượng nghiên cứu 
Đối tượng nghiên cứu là các trẻ khỏe mạnh từ 25 - 36 tháng tuổi được chọn tham gia thử nghiệm dựa vào các tiêu chuẩn sau đây:
2.1.1. Tiêu chuẩn lựa chọn
Tất cả các đối tượng đều có đầy đủ các tiêu chuẩn lựa chọn dưới đây:

· Các trẻ nằm trong nhóm tuổi 25 - 36 tháng;

· Không còn bú mẹ nữa (đã cai sữa);

· Được chăm sóc ở một trong những nhà trẻ đã được chọn;

· Không mắc các bệnh mạn tính hoặc dị tật bẩm sinh;

· Không sử dụng các sản phẩm quảng cáo có chứa probiotics hoặc prebiotics trong suốt giai đoạn nghiên cứu;

· Có được sự đồng ý của bố mẹ cho phép tham gia nghiên cứu.

2.1.2. Tiêu chuẩn loại trừ
Các đối tượng có một hoặc nhiều hơn các tiêu chuẩn dưới đây đều bị loại ra khỏi thành phần tham gia của nghiên cứu:

· Không nằm trong nhóm tuổi 25 - 36 tháng tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu;

· Dị ứng sữa;

· Đang mắc các bệnh nhiễm khuẩn cấp tính như viêm phổi, tiêu chảy cấp…;
· Mắc các bệnh mạn tính hoặc dị tật bẩm sinh
· Đang tham gia hoặc đã tham gia vào một thử nghiệm lâm sàng khác trong thời gian 6 tháng trước giai đoạn bắt đầu nghiên cứu này.
2.1.3. Địa điểm nghiên cứu
Nghiên cứu thực hiện ở 14 nhà trẻ thuộc 4 xã tại huyện Gia Bình, tỉnh Bắc Ninh.

Lý do chọn địa điểm:

· Địa điểm nghiên cứu được chọn là một và vùng nông thôn, nơi có tỷ lệ trẻ em dưới 5 tuổi bị suy dinh dưỡng (30%) và thiếu máu (45%) khá cao vào năm 2008;

· Địa điểm nghiên cứu được chọn cách Hà Nội khoảng 50km về phía Đông Bắc, có thể dễ dàng trong việc triển khai và giám sát khi tiến hành nghiên cứu;

· Nơi đây có đội ngũ cán bộ y tế và giáo viên mầm non nhiệt tình và tâm huyết với trẻ nên thuận lợi cho việc tiến hành nghiên cứu; 

· Chính quyền địa phương và bố mẹ trẻ đồng ý và hợp tác nghiên cứu.

2.1.4. Thời gian nghiên cứu
Nghiên cứu được tiến hành từ tháng 3 năm 2010 đến tháng 8 năm 2010, bao gồm chuẩn bị thực địa, khám sàng lọc, chọn mẫu, thu thập số liệu ban đầu, triển khai thử nghiệm can thiệp, lấy mẫu xét nghiệm, vận chuyển và phân tích mẫu. Phân tích xử lý số liệu, lựa chọn lứa tuổi để phân tích sâu công bố một số kết quả nghiên cứu và viết luận án từ tháng 1/2011 - tháng 12/2016; Bảo vệ luận án cấp cơ sở tháng 12/2016; Bổ sung chỉnh sửa theo góp ý của Hội đồng để bảo vệ cấp Viện từ tháng 1 - 7/2017.
2.2.  Thiết kế nghiên cứu
Nghiên cứu áp dụng mô hình thử nghiệm can thiệp cộng đồng ngẫu nhiên có đối chứng, mù đôi.

Nghiên cứu được thực hiện trên 2 nhóm đối tượng:
· Nhóm thử nghiệm: Sử dụng sản phẩm dinh dưỡng có bổ sung cả probiotics và prebiotics.

· Nhóm đối chứng: Sử dụng sản phẩm dinh dưỡng tương tự nhưng không có probiotics và prebiotics.

Toàn bộ trẻ trong lớp với cùng nhóm tuổi (kể cả những trẻ không đủ tiêu chuẩn đưa vào nghiên cứu) đều được cho uống sữa 2 lần/ngày. Sữa được công ty Nestle sản xuất sử dụng trong nghiên cứu được đánh mã số, đảm bảo chỉ chủ nhiệm đề tài biết, trong khi cả các nghiên cứu viên, các cô giáo và trẻ em hai nhóm nghiên cứu và nhóm chứng đều không biết phân biệt được hai loại sữa. Các đối tượng được uống sản phẩm trong vòng 5 tháng của năm 2010 trong thời gian tới trường.
2.3. Cỡ mẫu và phương pháp chọn mẫu nghiên cứu

2.3.1. Cỡ mẫu nghiên cứu

Sử dụng công thức tính cỡ mẫu sau cho nghiên cứu thử nghiệm can thiệp cộng đồng, so sánh sự khác biệt trước và sau can thiệp giữa 2 nhóm nghiên cứu và đối chứng [131]:     


                      n = 
Trong đó: 

· n = cỡ mẫu của mỗi nhóm can thiệp;

· Z(1-α/2) = 1,96 với α = 0,05 trong kiểm định 2 phía;

· Z(1-β) = 1,282 với β = 0,1 (lực của kiểm định = 90%);

· δ là độ lệch chuẩn tham khảo từ các nghiên cứu trước đó;

· ∆ = µ1-µ2 sự khác biệt về các chỉ số giữa 2 nhóm nghiên cứu sau can thiệp.

* Tính cỡ mẫu theo sự thay đổi về cân nặng:

Theo nghiên cứu của Nguyễn Xuân Ninh 2008, có độ lệch chuẩn δ = 1,3 kg; µ1-µ2 = 0,5 kg => n → tính được 143 đối tượng/nhóm [18].

* Tính cỡ mẫu theo sự thay đổi về chiều cao:

Theo nghiên cứu của Đỗ Thị Hòa 1999 có độ lệch chuẩn δ = 5cm; µ1-µ2 = 2,9 cm → n = 54 đối tượng [151].
* Tính cỡ mẫu theo sự thay đổi về hàm lượng Hb huyết thanh:

Theo nghiên cứu của Phạm Thị Thu Hương 1999 có độ lệch chuẩn δ = 9,5 g/L; µ1-µ2 = 4 g/L → n = 119 đối tượng/nhóm.

* Tính cỡ mẫu theo sự thay đổi về hàm lượng kẽm huyết thanh:

Theo nghiên cứu của Berger J. 2006 có độ lệch chuẩn δ=8,2 µmol/L; ; µ1-µ2 = 6,5 µmol/L → n=34 đối tượng/nhóm [152].
* Tính cỡ mẫu theo sự thay đổi về hàm lượng IgA trong huyết thanh:

Theo nghiên cứu của Nguyễn Xuân Ninh 2008 có độ lệch chuẩn δ = 10 g/L; µ1-µ2 = 4 g/L → n = 132 đối tượng/nhóm [18].

* Tính cỡ mẫu theo sự thay đổi về hàm lượng IgA trong phân:

Theo nghiên cứu của Barkker-Zierikzee có độ lệch chuẩn δ =0,16; µ1-µ2 = 0,07 → n = 110 đối tượng/nhóm [153].
* Tính cỡ mẫu theo số ngày mắc bệnh tiêu chảy trung bình/trẻ:

Theo nghiên cứu của Nguyễn Thanh Hà 2010, với độ lệch chuẩn δ = 0,05 ngày; µ1-µ2 = 0,2 ngày/đợt → n = 132 đối tượng/nhóm [48].

Như vậy, cỡ mẫu của thay đổi về cân nặng 143 trẻ/nhóm là lớn nhất, bao phủ toàn bộ các chỉ tiêu khác. Nếu tính thêm 15% dự phòng số trẻ bỏ cuộc trong thời gian nghiên cứu, cỡ mẫu cần thiết bao phủ tất cả các chỉ tiêu là cho mỗi nhóm sẽ là 165 trẻ/nhóm, tổng cộng là 330 trẻ cho cả 2 nhóm. 
Có 368 đối tượng thuộc 14 nhà trẻ được khám sàng lọc, trong đó 334 đối tượng đủ tiêu chuẩn được đưa vào nghiên cứu, trẻ được chia ngẫu nhiên theo cụm nhà trẻ ra 2 nhóm: 174 trẻ cho nhóm chứng và 160 cho nhóm synbiotic. Kết thúc 5 tháng can thiệp chỉ còn 313 đối tượng đạt tiêu chuẩn để đưa vào phân tích thống kê gồm 168 trẻ của nhóm chứng và 145 trẻ của nhóm Synbiotic (sơ đồ 2.1). Có 21 trẻ bị loại do một số lý do: chuyển nơi ở (4 trẻ), nghỉ quá số buổi uống sữa (10 trẻ), không lấy máu lần 2 (4 trẻ), bố mẹ bận việc (3 trẻ). 

Những trẻ bỏ cuộc có các chỉ số nhân trắc, vi chất không khác biệt so với những trẻ còn lại, cũng như không có sự khác biệt giữa 2 nhóm can thiệp và nhóm chứng.

2.3.2. Phương pháp chọn mẫu và chia nhóm đối tượng nghiên cứu

Chọn huyện: chọn chủ đích huyện Gia Bình, tỉnh Bắc Ninh.

Nghiên cứu thực hiện ở 14/16 nhà trẻ thuộc 4 xã tại huyện Gia Bình, tỉnh Bắc Ninh. 

2 nhà trẻ không được chọn do không đủ các điều kiện cần thiết tiếp nhận nghiên cứu: số cháu ít (5-8 cháu), phân tán, nhà trẻ và nhà vệ sinh, bếp ăn kém.
 Số nhà trẻ được chọn theo từng xã như sau: Quỳnh Phú 4/5 nhà trẻ với 98 trẻ; Xuân Lai 2/3 nhà trẻ với 54 trẻ; Đại Lai 4/4 nhà trẻ với 111 trẻ; Nhân Thắng 4/4 nhà trẻ với 105 trẻ. Sau khi khám sàng lọc, có 334 trẻ đủ điều kiện được đưa vào nghiên cứu; 34 trẻ bị loại khỏi đối tượng nghiên cứu với một số lý do: tuổi <24 tháng hoặc cao hơn 36 tháng; bị dị tật bẩm sinh, đang bị bệnh cấp tính, mới dùng thuốc bổ sung vi chất và men tiêu hóa vi sinh.

Sau đó 14 nhà trẻ được chia ngẫu nhiên (theo nhà trẻ)  2 nhóm nghiên cứu, quy trình này được thực hiện bởi đơn vị thống kê độc lập tại Thụy Sỹ.

Nhóm nghiên cứu chỉ được biết mỗi nhà trẻ được nhận 1 loại sản phẩm, với 1 ký hiệu code từ đầu đến khi kết thúc nghiên cứu tương ứng là 1Y9, 7U6, 3T1, 6Q9, 2Z4, 4U6, 5B1, 9A4, 2R7, 5F3, 3H7, 8J1, 6V2, 5M3. 

Cả đối tượng nghiên cứu và người nghiên cứu không được biết bản chất của 14 code của sản phẩm dinh dưỡng và nhóm nghiên cứu.

Bản chất code nhóm và code của sản phẩm sữa được giữ tại trung tâm Nestle - Thụy Sỹ, chỉ được mở khi nhập số liệu kết thúc (2 nhóm nghiên cứu), kết thúc phân tích xử lý số liệu (nhóm Chứng hoặc nhóm Synbiotics)  hoặc khi đối tượng trên thực địa xảy ra vấn đề bất thường. 

Diễn biến cỡ mẫu trong quá trình nghiên cứu được mô tả tại sơ đồ 2.1.






Sơ đồ 2.1. Chọn mẫu, chia nhóm và diễn biến số lượng của đối tượng trong 5 tháng nghiên cứu
2.3.3. Các biến số và chỉ số/ chỉ tiêu nghiên cứu

Tình trạng dinh dưỡng của trẻ: 

Các số liệu được thu thập qua cân, đo chiều cao đứng để đánh giá các chỉ số cân nặng theo tuổi, chiều cao theo tuổi và cân nặng theo chiều cao. Hoạt động này được thực hiện vào thời điểm trước khi can thiệp (T0), sau 2,5 tháng can thiệp (T2,5) và sau 5 tháng can thiệp (T5).

Tình trạng một số vi chất dinh dưỡng trong máu: Bao gồm các chỉ số hemoglobin huyết thanh, kẽm huyết thanh và retinol huyết thanh.

Trẻ sẽ được lấy máu vào hai thời điểm trước khi tiến hành nghiên cứu (T0) và sau khi kết thúc nghiên cứu (T5). Các đối t​ượng đ​ược lấy 3 ml máu tĩnh mạch bằng các dụng cụ vô trùng, dùng 1 lần, tránh lây nhiễm bệnh. Máu đư​ợc lấy vào buổi sáng từ 8 - 9 giờ sáng. Máu được bảo quản trong phích lạnh, tránh ánh sáng, ly tâm sau 3 giờ ở tốc độ 3000 vòng/phút trong vòng 15 phút. Các mẫu huyết thanh được giữ ở nhiệt độ -200C cho đến khi mẫu đ​ược phân tích. Các chỉ số hemoglobin huyết thanh, kẽm huyết thanh, retinol huyết thanh được phân tích tại Labo của Khoa vi chất dinh dưỡng – Viện Dinh dưỡng.

Các chỉ số miễn dịch: gồm Nồng độ IgA huyết thanh và IgA trong phân

IgA trong huyết thanh: Máu được lấy tại thời điểm bắt đầu và sau khi kết thúc nghiên cứu. Mẫu máu được ly tâm và bảo quản lạnh ở nhiệt độ - 200C sau đó được gửi đến Bệnh viện Medlatec để phân tích nồng độ IgA.
IgA trong phân: Phân được lấy vào 3 thời điểm, trước khi tiến hành can thiệp, sau 2,5 tháng can thiệp và khi kết thúc can thiệp (sau 5 tháng) để đánh giá nồng độ IgA trong phân. Kết quả đo lường tại 2,5 tháng sau khi sử dụng sản phẩm được sử dụng để đánh giá xem mất bao lâu để tác dụng của điều trị có thể được hình thành và kết quả tại thời điểm bắt đầu sẽ được sử dụng như dữ liệu cơ bản.

Cách lấy mẫu phân: Các mẫu phân của tất cả các trẻ nghiên cứu (mỗi mẫu 5g phân) được thu thập tại trường bằng ống chuyên dụng và được bảo quản trong phích lạnh 4 - 80C trong vòng 20 phút sau đó được mang tới tủ đông -200C đặt tại trạm y tế xã. Sau đó được đóng hộp bình đá khô gửi đến trung tâm nghiên cứu Nestle Thụy sỹ để thực hiện phân tích IgA trong phân.

Tình trạng bệnh tật: Thu thập các chỉ số/chỉ tiêu sau đây của hai nhóm: 

· Tiêu chảy;

· Tiêu chảy kéo dài;
· Nhiễm khuẩn hô hấp bao gồm các bệnh nhiễm khuẩn đường hô hấp trên như 
· Viêm mũi;

· Viêm hầu họng, viêm phế quản;

· Sốt (khi nhiệt độ trên 37,50C);

· Nhiễm khuẩn đường hô hấp dưới như viêm phổi. 

Hàng ngày cô giáo và bác sỹ của trạm y tế phỏng vấn, quan sát ghi lại các dấu hiệu về tiêu hóa/nhiễm khuẩn hô hấp vào biểu mẫu có sẵn. Sau đó cán bộ nghiên cứu xác định chính xác bệnh dựa theo tiêu chuẩn chẩn đoán xác định bệnh tiêu hóa, hô hấp của WHO.

Căn cứ vào số liệu ghi chép của trạm trưởng y tế, cán bộ nghiên cứu sẽ chẩn đoán, tính toán tỷ lệ mắc bệnh, thời gian kéo dài của bệnh và so sánh tỷ lệ mắc bệnh ban đầu và tỷ lệ mắc mới giữa 2 nhóm.

Có thể tóm tắt các biến số/ chỉ số, chỉ tiêu và phương pháp thu thập như trong ma trận dưới đây:

Bảng 2.1. Các biến số, chỉ số/ chỉ tiêu và phương pháp thu thập
	Biến số
	Chỉ số
	Chỉ tiêu 
	Phương pháp thu thập
	Tham khảo

	1. Tình trạng dinh dưỡng của trẻ
	1.1. Ngày sinh (dương lịch)

1.2. Tuổi

1.3. Giới

1.4. Cân nặng

1.5. Chiều cao đứng của trẻ 
	Tuổi trung bình.

Cân nặng và chiều cao trung bình.

Z-score trung bình cân nặng, chiều cao.

% trẻ có W/A < -2 Z-score.

% trẻ W/H< -2 Z-score.

% trẻ H/A < -2 Z-score.
	Hỏi, kiểm tra giấy khai sinh

Cân trẻ

Đo chiều cao đứng.
	Phương pháp đánh giá tình trạng dinh dưỡng (WHO 2006) [154]

	2. Tình trạng các vi chất dinh dưỡng 
	2.1. Hemoglobin máu

2.2. Kẽm huyết thanh

2.3. Retinol huyết thanh


	Nồng độ Hb máu

Tỷ lệ trẻ bị thiếu máu Hb<110g/L

Nồng độ kẽm huyết thanh

Tỷ lệ trẻ có kẽm HT<65 µg/dL

Nồng độ vitamin A huyết thanh

Tỷ lệ trẻ bị thiếu vitamin A, Retinol HT<20 µg/dL
	Hemoglobin: Đo bằng phương pháp cyanmet – hemoglobin

Kẽm: Đo bằng phương pháp hấp phụ nguyên tử.

Retinol: Đo bằng phương pháp sắc ký lỏng cao áp
	WHO (2008)

[67]
IZNCG (2004)
[155]

IVACG (1982) [156]

	3. Tình trạng miễn dịch IgA trong huyết thanh và trong phân
	3.1. Ig A huyết thanh

3.2. IgA trong phân
	Nồng độ IgA huyết thanh

Nồng độ IgA trong phân
	Đo lường IgA huyết thanh bằng phương pháp miễn dịch đo độ đục nephenometry.

Đo lường IgA trong phân bằng phương pháp ELIZA 
	Olympus (2006)
[157]

	4. Tình trạng bệnh tật
	4.1. Tiêu chảy:

Tiêu chảy

Tiêu chảy kéo dài.

4.2. Viêm hô hấp: Nhiễm khuẩn hô hấp trên.

Nhiễm khuẩn hô hấp dưới (viêm phổi)
	· Số lần mắc

· Số ngày mắc từng đợt

· So sánh giữa 2 nhóm. 
	Ghi chép của trạm trưởng y tế/ trợ lý NC về chẩn đoán và điều trị bệnh.
	Chẩn đoán và phân loại bệnh theo WHO [158], [159]


2.4. Phương pháp thu thập số liệu và đánh giá các chỉ số/ chỉ tiêu 

2.4.1. Thu thập số liệu và đánh giá tình trạng dinh dưỡng của trẻ

Tình trạng dinh dưỡng của trẻ được đánh giá bằng phương pháp nhân trắc học tại thời điểm trước, giữa và sau khi kết thúc can thiệp bằng cách phỏng vấn và cân, đo trẻ. Tất cả các thông tin thu thập được sẽ được ghi vào sổ theo dõi của từng trẻ theo từng đợt khám. Áp dụng phương pháp cân đo của WHO [154].

· Cân nặng: cân trẻ bằng cân điện tử SECA có độ chính xác đến 0,1 kg, cân được đặt trên một mặt phẳng. Khi cân trẻ được cởi bỏ quần áo, giầy dép, mũ. Đọc và ghi kết quả tới một số lẻ hàng thập phân.

· Chiều cao: Sử dụng thước gỗ UNICEF với độ chính xác 0,1 cm. Bỏ mũ, tất chân, giày dép của trẻ. 

Trẻ trên 24 tháng tuổi được đo chiều cao đứng. Trẻ đứng thẳng, mắt nhìn thẳng, hai chân sát nhau, đầu gối thẳng, gót chạm vào thước đo hoặc mặt phẳng đứng đóng thước. Kéo eke của thước áp sát đỉnh đầu trẻ và vuông góc với thước đo. Đọc và ghi kết quả với đơn vị là cm và một số lẻ.

Đánh giá phân loại tình trạng dinh dưỡng của trẻ: Theo khuyến nghị của WHO, các chỉ tiêu dùng để đánh giá tình trạng dinh dưỡng là cân nặng theo tuổi (WAZ), chiều cao theo tuổi (HAZ), cân nặng theo chiều cao (WHZ). Trẻ bình thường khi các chỉ số WAZ, HAZ, WHZ có giá trị nằm trong khoảng từ -2 đến +2. Thiếu dinh dưỡng được ghi nhận khi các chỉ số WAZ, HAZ, WHZ < -2.

Cách tính tuổi: Tuổi của trẻ được tính bằng cách lấy ngày, tháng, năm điều tra tra trừ đi ngày tháng năm sinh của trẻ và phân loại theo WHO 1995. Ví dụ: 0 tháng tuổi được tính từ khi trẻ sinh ra đến khi trẻ được 29 ngày, 1 tháng tuổi được tính khi trẻ tròn 1 tháng tuổi (tức là 30 ngày) đến khi trẻ được 1 tháng 29 ngày.

Tuổi của trẻ sẽ được chia làm 2 nhóm: 

· Nhóm 1: Từ 25 - 30 tháng

· Nhóm 2: Từ 30 31 - 36 tháng

2.4.2. Thu thập số liệu và đánh giá tình trạng một số vi chất

Tiến hành lấy máu làm xét nghiệm hemoglobin máu, kẽm huyết thanh, retinol huyết thanh hai lần vào thời điểm bắt đầu và sau 5 tháng can thiệp. 

Việc lấy mẫu máu được thực hiện bởi các bác sỹ chuyên khoa. Các đối t​ượng được lấy 3 ml máu tĩnh mạch vào buổi sáng từ 8 - 9 giờ bằng các dụng cụ vô trùng, dùng 1 lần. Mẫu máu được bảo quản trong phích lạnh, tránh ánh sáng, được ly tâm sau 3 giờ với tốc độ 3000 vòng/phút trong vòng 15 phút. Các mẫu huyết thanh được giữ ở nhiệt độ -200C cho đến khi đ​ược phân tích. Các chỉ số hemoglobin huyết thanh, kẽm huyết thanh và retinol huyết thanh được phân tích tại Labo vi chất dinh dưỡng - Viện Dinh dưỡng.

Cách định lượng hemoglobin máu, kẽm huyết thanh, retinol huyết thanh:

* Định lượng Hemoglobin máu: 0,5ml máu được cho vào ống nghiệm đã có chất chống đông bằng heparin lắc đều và bảo quản trong phích lạnh để định lượng Hb trong ngày. Hemoglobin được định lượng bằng phương pháp cyanmet - hemoglobin. Hemoglobin và dẫn xuất của nó bị oxy hóa thành methemoglobin với sự có mặt của kali kiềm ferricyanide. Methemoglobin phản ứng với kali cyanide hình thành nên cyanmethemoglobin mà độ hấp thụ cao nhất của nó đạt được ở 540 nm. Cường độ màu đo được tại bước sóng 540nm tỷ lệ với nồng độ hemoglobin.

Đánh giá: Đánh giá tình trạng thiếu máu theo hướng dẫn của WHO, 1989; Trẻ được đánh giá là thiếu máu khi nồng độ Hemoglobin máu < 110 g/l [2], [69].

* Định lượng retinol huyết thanh: 0,5ml máu toàn phần còn lại được đưa vào một ống nghiệm khác bảo quản ngay trong phích lạnh để tránh Retinol huyết thanh không bị oxy hóa bởi ánh sáng, ly tâm sau 3 giờ ở tốc độ 3000 vòng/phút để tách huyết thanh. Các mẫu huyết thanh được giữ ở nhiệt độ -800C cho đến khi phân tích. Retinol được định lượng theo phương pháp sắc ký lỏng cao áp (HPLC).

Đánh giá tình trạng thiếu Vitamin A huyết thanh theo hướng dẫn của WHO 1989; Trẻ được đánh giá là thiếu vitamin A mức độ nặng khi nồng độ retinol huyết thanh <10µg/dl, thiếu vitamin A khi retinol huyết thanh < 20 µg/dl [156]. 

* Định lượng kẽm huyết thanh: Kẽm huyết thanh định lượng theo phương pháp quang phổ hấp phụ nguyên tử (AAS), bước sóng 213,9 nm, khe sáng 0,7nm với tôcs độ hút 3ml/phút, kẽm chuẩn Zn(NO3)2 (Wako Pủo Chemical Industry Ltd. Japan), được pha theo các nồng độ 0,2mg/L, 0,4mg/L , 0,6mg/L và 0,8 mg/L.
Đánh giá: tình trạng thiếu kẽm dựa vào hướng dẫn của WHO; trẻ được coi là thiếu kẽm khi nồng độ kẽm huyết thanh < 65 µg/dl [155].

2.4.3. Thu thập số liệu và đánh giá tình trạng miễn dịch cơ thể bằng chỉ số IgA huyết thanh IgA trong phân và tình trạng bệnh tật

2.4.3.1. Thu thập mẫu và định lượng IgA huyết thanh
Mẫu máu được lấy tại 2 thời điểm bắt đầu và sau khi kết thúc nghiên cứu. Máu được ly tâm và bảo quản lạnh ở nhiệt độ -200C sau đó được gửi đến viện Melatec để phân tích nồng độ IgA. 

Tóm tắt phương pháp định lượng IgA huyết thanh: 

· IgA được định lượng bằng phương pháp miễn dịch trên máy Olimpus phân tích tự động đo độ đục nephenometry [157];

· Sử dụng các hóa chất của hãng Olympus (được bảo quản tránh ánh sáng, ổn định 90 ngày sau khi mở nắp và bảo quản trên máy);

· Dung dịch chuẩn: Multi protein calibrator;

· Huyết thanh kiểm tra chất lượng của Olympus;

· Bệnh phẩm: huyết thanh, huyết tương chống đông bằng Heparin, EDTA; ổn định trong 8 tháng ở 2 - 250C;

· Mẫu máu được quay ly tâm tách huyết thanh (huyết tương) và phân tích tự động trên máy Olympus AU400;
· Giá trị tham chiếu giá trị bình thường  trong khoảng: 70-400 mg/dL.

2.4.3.2. Định lượng IgA trong phân 

IgA phân được phân tích tại Labo của trung tâm Nestle Thụy sỹ, các công đoạn chính như sau:

Dung dịch đồng nhất của phân: Phân sẽ được làm tan đá ở nhiệt độ phòng, sau đó sẽ được đồng nhất theo quy trình chuẩn 10% trọng lượng thể tích (1 gam phân pha với 9ml dung dịch đệm phosphat kiềm với pH = 7,4 sau đó được đồng nhất bằng máy nghiền (máy IUL) trong 10 phút. Dung dịch đồng nhất này sẽ được lưu giữ ở -800C cho đến khi phân tích IgA. 

Đo nồng độ IgA trong phân bằng phương pháp ELIZA (Enzym-linked immunosorbent assay): Các đĩa ELIZA được ủ qua đêm ở 40C với dung dịch ký thể phù hợp (Sigma, clone GA-1) với tỷ lệ 1:10.000 trong dung dịch đệm phosphat. Sau khi rửa kỹ lưỡng với bộ đệm rửa (0,005% Tween-20 trong dung dịch đệm phosphat), các đĩa được ủ trong 1 giờ ở nhiệt độ phòng với dung dịch đệm phosphat có chứa 1% albumin huyết thanh bò (BSA) [PBS/BSA (Sigma, BSA Phân số V)] để chặn các liên kết protein không đặc hiệu. Sau đó các đĩa được rửa sạch lại, các mẫu và các chuẩn được ủ trong 2 giờ ở nhiệt độ phòng. Đĩa này sau đó được rửa sạch và liên kết với kháng thể đơn dòng IgA1/IgA2 chuột và người (Pharmingen, clone G20-359) đã được thêm vào các đĩa ở nồng độ 1 mg/L PBS/BSA. Sau 1 giờ ủ ở nhiệt độ phòng, các tấm đã được rửa sạch một lần nữa và cuối cùng ủ với streptavidin liên kết peroxidase cây cải ngựa (CLB, M2051), pha loãng với tỷ lệ 1:10.000 trong PBS/BSA trong 30 phút ở nhiệt độ phòng. Đĩa đã được rửa sạch và ủ với dung dịch chất nền 1-step Ultra TMB (Pierce, 34.028), pha loãng 2 lần với 0,1 mol/L sodium acetate, pH 5,5 (Merck, 1,06268). Sự phát triển màu enzyme đã được ngừng lại bằng cách thêm các dung dịch ngừng phản ứng (1,8 mol/L), và sau đó hấp thụ được đo ở bước sóng 450 nm trong một đầu đọc đĩa. Nồng độ IgA của các mẫu phân được tính toán dựa theo đường cong hiệu chuẩn. Mẫu được khảo nghiệm trong 2 ngày liên tiếp trong 2 dung dịch pha loãng khác nhau. Kết quả được tính theo mL dung dịch đồng nhất rồi quy ra trọng lượng phân tươi.

2.4.3.3. Thu thập số liệu và đánh giá tình trạng bệnh tật
* Theo dõi bệnh tiêu chảy và NKHH của trẻ: 

Các cô giáo, nhân viên y tế xã  được tập huấn về ghi chép, phát hiện dấu hiệu nhiễm khuẩn của trẻ và ghi vào sổ theo dõi. 

* Tiêu chuẩn chẩn đoán xác định bệnh theo WHO [158], [159]: 

· Tiêu chảy:  

· Tiêu chảy được chẩn đoán khi trẻ đi ngoài phân loãng, nhiều nuớc ≥ 3 lần/ngày. 

· Các biểu hiện đó hết trong hai ngày liên tục thì coi như chấm dứt một đợt tiêu chảy. 
· Tiêu chảy kéo dài là: 
Trẻ được coi là tiêu chảy kéo dài khi đợt tiêu chảy kéo dài >2 tuần (14 ngày).
· Nhiễm khuẩn hô hấp: 
Trẻ được chuẩn đoán NKHH cấp khi có các biểu hiện ho, sốt, viêm long đường hô hấp. Nếu các biểu hiện đó hết trong 2 ngày liên tục thì được coi như chấm dứt một đợt NKHH. 

· Nhiễm khuẩn hô hấp trên: 
Trẻ được chẩn đoán là nhiễm khuẩn hô hấp trên khi mắc các triệu chứng lâm sàng chính sau đây:

· Viêm mũi (chảy nước mũi, ngạt mũi, sỉ mũi, chất tiết mũi màu vàng hoặc có máu, hắt hơi).

· Viêm hầu họng (ngứa họng, loét họng, khàn giọng).

· Viêm phế quản: (Ho, có đờm, đờm màu vàng).

· Sốt khi nhiệt độ > 37,50C nếu cặp nhiệt độ ở nách, 

· Nhiễm khuẩn đường ô hấp dưới (Pneumonia, viêm phổi): 
Nếu có sốt, thở nhanh, hoặc co rút lồng ngực là NKHH dưới. Một đợt viêm phổi được định nghĩa là khi trẻ bị ho hoặc khó thở, nhịp thở tình theo tuổi được xác định bởi WHO (≥ 40 lần/phút ở trẻ 12 - 59 tháng tuổi). Khi trẻ có triệu chứng viêm phổi bà mẹ sẽ thông báo cho các cộng tác viên để xác nhận các triệu chứng và mang trẻ tới trạm y tế xã. Sau đó trẻ sẽ được chuyển đến nhân viên y tế xã (bác sỹ đã được tập huấn) để chẩn đoán, điều trị. Viêm phổi là một tình trạng bệnh nặng nguy hiểm.

2.5. Chuẩn bị sản phẩm bổ sung

2.5.1. Thành phần của sản phẩm dinh dưỡng dùng trong nghiên cứu 

Thành phần sản phẩm dinh dưỡng dùng cho các đối tượng nhóm chứng trong nghiên cứu được nêu trong bảng 2.2.
Bảng 2.2. Thành phần dinh dưỡng của sản phẩm sử dụng trong nghiên cứu
	Thành phần
	Đơn vị
	Nồng độ các chất dinh dưỡng

	
	
	Trong 100g sản phẩm dinh dưỡng
	Trong 2 cốc sản phẩm dinh dưỡng đã pha (36g+180ml nước/cốc)

	Năng lượng
	Kcal
	463
	334

	Protein
	g
	17
	12

	Lipid
	g
	20,2
	14,6

	Carbonhydrat
	g
	53
	38,2

	Sắt
	mg
	7
	5

	Vitamin A
	UI
	1200
	864

	Vitamin C
	mg
	40
	18,8

	Vitamin E
	UI
	7,5
	5,4

	Kẽm
	mg
	5,9
	4,2

	Selen
	µg
	12
	8,6

	DHA
	mg
	29
	20,8

	ARA
	mg
	4,0
	2,8

	SA
	mg
	50
	36

	Acid Linoleic
	g
	3,8
	2,8

	Acid α-Linoleic
	mg
	470
	338

	Taurine
	mg
	50
	36

	Cholin
	mg
	50
	36

	Iod
	µg
	97
	70

	Ca
	mg
	830
	589

	Vitamin D
	IU
	185
	134

	Mangesme
	mg
	58
	81,8

	Photpho
	mg
	510
	368

	Natri
	mg
	250
	180

	Kali
	mg
	800
	576

	Clorua
	mg
	575
	414

	Vitamin B1
	mg
	0,45
	0,36

	Vitamin B2
	mg
	0,8
	0,58

	Vitamin B6
	mg
	0,5
	0,36

	Vitamin B12
	µg
	0,69
	0,5

	Vitamin K
	µg
	19
	13,6

	Acid Folic
	µg
	150
	108

	Acid Pantotheic
	mg
	2,2
	1,58

	Biotin
	µg
	50
	36

	Niacin
	mg
	6,5
	4,6

	Inositol
	mg
	23
	16,3


Hai loại sản phẩm dinh dưỡng thử nghiệm có giá trị dinh dưỡng tương đương nhau như protein, lipid, glucid, năng lượng cùng 30 vitamin và khoáng chất. Hai bữa sản phẩm dinh dưỡng đáp ứng khoảng 30% nhu cầu năng lượng/ ngày. 

Sản phẩm dinh dưỡng của nhóm Synbiotic ngoài thành phần dinh dưỡng giống như sản phẩm dinh dưỡng dùng cho nhóm đối chứng, được bổ sung thêm Prebiotic 1 (FOS + Inulin: 3g); Lactobacillus Paracasei (1×107 cfu) Bifidubacterium Longum NCC300 (13×106 cfu) trong 100 gam sản phẩm dinh dưỡng bột. Lượng bổ sung được nêu trong bảng 2.3.
Sản phẩm dinh dưỡng được ghi nhãn bằng 14 mã số, tương ứng 14 nhà trẻ. Bản chất mã code được lưu giữ tại trung tâm Nestec Thụy Sỹ, chỉ được mở khi kết thúc nghiên cứu sau khi kết thúc xử lý thống kê hoặc khi trẻ có biểu hiện sự cố bất thường.

Bảng 2.3. Thành phần probiotic và prebiotic được bổ sung vào sản phẩm của nhóm nghiên cứu thử nghiệm
	Thành phần sản phẩm dinh dưỡng
	Đơn vị
	Nồng độ các chất dinh dưỡng

	
	
	Trong 100g sản phẩm dinh dưỡng bột 
	Trong 2 cốc sản phẩm dinh dưỡng đã pha (36g+180ml nước /cốc)


	Prebiotic (Prebiotic 1 – FOS+Inulin)
	g
	3
	2,2

	Probiotics (Lactobacillus protectus)
	
	
	

	Lactobacillus paracasei NCC2461
	cfu


	1×107


	0,72×107



	Bifidubacterium longum NCC300
	cfu
	13×106
	2,16×106


Sản phẩm được sản xuất và đóng gói, dán nhãn code nghiên cứu tại Singapore, sau đó được chuyển snag Việt Nam làm 2 đợt, 3 tháng/1 lần.

Thành phần dinh dưỡng do nhà sản xuất cung cấp.

Đề tài tiến hành là giai đoạn nghiên cứu 3 của thử nghiệm lâm sàng trên người, được thực hiện trên nhiều quốc gia (multi-clinical trial study). Đề tài được tiến hành với sự cho phép của Bộ Y Tế Việt Nam, sau khi có ý kiến nhất trí của các Vụ  liên quan, trong đó có Cục thực phẩm.   

2.5.2. Cung cấp, bảo quản, pha chế và cho trẻ uống sản phẩm hàng ngày

Sản phẩm dinh dưỡng thử  nghiệm được công ty Nestle cung cấp đến tận địa bàn nghiên cứu, đảm bảo các tiêu chuẩn về vệ sinh an toàn thực phẩm và giấy phép lưu hành. Sữa được bảo quản tập trung tại trạm y tế Thị Trấn Gia Bình trong một phòng điều hòa, kín (để phòng tránh chuột và côn trùng), sạch sẽ, thoáng mát, nhiệt độ trong phòng luôn đảm bảo < 250C. 

Tất cả các hộp sản phẩm dinh dưỡng đều là hộp thiếc có hình thức giống hệt nhau và được dán nhãn theo 14 code là: 1Y9, 7U6, 3T1, 6Q9, 2Z4, 4U6, 5B1, 9A4, 2R7, 5F3, 3H7, 8J1, 6V2, 5M3. Hàng tuần sản phẩm dinh dưỡng được đưa tới từng cụm nhà trẻ theo đúng số lượng tương ứng với số trẻ và mã code của từng nhà trẻ. Mỗi nhà trẻ được dùng 1 code sản phẩm dinh dưỡng từ lúc bắt đầu đến khi kết thúc nghiên cứu. Cô giáo và nhân viên nhà trường không được biết về bản chất khác nhau của 2 loại sản phẩm dinh dưỡng. Tại nhà trẻ, sản phẩm được bảo quản trong tủ kín để dùng hàng ngày.

Một ngày 2 lần, cô giáo pha sản phẩm dinh dưỡng theo hướng dẫn, tương ứng với số trẻ của cụm mình. Trẻ được uống sản phẩm dinh dưỡng tập trung tại lớp học. 
Mỗi trẻ được uống mỗi bữa 200 ml vào lúc 9h sáng và 15h chiều, tổng cộng là 400 ml/ngày. Cô giáo ghi chép lại sự có mặt của trẻ và tình hình uống sản phẩm dinh dưỡng của trẻ vào sổ riêng của từng trẻ theo từng bữa (phụ lục 1). Phần sản phẩm còn dư được thu dọn bỏ đi tránh nhiễm khuẩn. 

2.6. Tổ chức nghiên cứu, theo dõi và giám sát

2.6.1. Công tác chuẩn bị thực địa, tập huấn và tổ chức nghiên cứu

Gặp gỡ tiếp xúc với cán bộ địa phương, trạm y tế, trường mầm non, các cô giáo, bố mẹ của trẻ để giải thích và ký giấy tham gia nghiên cứu.

Tập huấn cho các cô giáo mầm non về phương pháp pha chế và bảo quản sữa theo yêu cầu của nghiên cứu, đảm bảo vệ sinh và theo dõi giám sát tình hình uống sữa sản phẩm và tiêu hóa của trẻ.

Tập huấn cho các cán bộ y tế (trạm trưởng y tế) về theo dõi, chẩn đoán và ghi chép tình hình bệnh tật và điều trị thuốc của trẻ

Đánh giá khi bắt đầu nghiên cứu (bắt đầu can thiệp - To): Phỏng vấn để thu thập các thông tin về trẻ để tuyển chọn đối tượng theo các tiêu chuẩn lựa chọn và tiêu chuẩn loại trừ. 

Các đợt khám: Nghiên cứu bao gồm 3 đợt khám (T0: Bắt đầu uống sữa; T2,5: Sau 2,5 tháng uống sản phẩm dinh dưỡng; T5: Sau 5 tháng uống sản phẩm dinh dưỡng). 

Các thông tin về việc tiêu thụ sản phẩm của trẻ được đánh giá hàng ngày bởi giáo viên, thông tin về trẻ bị bệnh được ghi vào sổ hàng tuần bởi cán bộ y tế và trợ lý nghiên cứu của Viện Dinh dưỡng. Hai đợt khám chính được tiến hành bởi các bác sỹ, các bác sỹ này đều đã được tham gia lớp tập huấn về kỹ thuật thu thập số liệu, cân đo nhân trắc, lấy mẫu máu và mẫu phân của trẻ.

* T0: Bắt đầu nghiên cứu:

· Thu thập các thông tin về tiền sử bệnh tật của trẻ 6 tháng trước đó;

· Cân đo các chỉ số nhân trắc (cân nặng và chiều cao);

· Thu thập phân của trẻ (trước khi uống sản phẩm dinh dưỡng lần đầu tiên);

· Lấy máu (trước khi uống sản phẩm dinh dưỡng lần đầu tiên);

· Bắt đầu cho uống với sản phẩm dinh dưỡng;

· Bắt đầu viết vào sổ theo dõi uống dinh dưỡng;

* T2,5: Đánh giá giữa kỳ:

· Cân đo thu thập các chỉ tiêu nhân trắc;

· Thu thập mẫu phân;
* T5: Kết thúc nghiên cứu: 

· Cân đo các chỉ tiêu nhân trắc;

· Thu thập mẫu phân;
· Lấy mẫu máu;
· Kết thúc can thiệp:

· Phân tích kết quả xét nghiệm; 

· Vào số liệu; 

· Phân tích số liệu và xử lý thống kê;

· Viết báo cáo.

2.6.2. Công tác theo dõi và giám sát

Theo dõi tiêu thụ sản phẩm dinh dưỡng: Cô giáo là người trực tiếp theo dõi tình hình uống sản phẩm dinh dưỡng của trẻ theo từng bữa đồng thời theo dõi các biểu hiện về sức khỏe của trẻ và ghi chép vào biểu mẫu theo dõi uống sản phẩm (phụ lục 1).

Theo dõi bệnh tật và sức khỏe của trẻ: Hàng ngày mỗi tuần 2 lần, cán bộ y tế xuống từng cụm nhà trẻ để theo dõi bệnh tật của trẻ và điền vào sổ. Các cô giáo cũng được tập huấn để phát hiện và ghi chép tình hình bệnh tật của trẻ vào sổ theo dõi uống sản phẩm dinh dưỡng và báo cho cán bộ y tế.

Nghiên cứu viên: Hàng tuần, nghiên cứu viên trực tiếp xuống từng cụm nhà trẻ để giám sát và hỗ trợ việc ghi chép tình hình uống sản phẩm dinh dưỡng và các vấn đề bất thường của trẻ. Tất cả các triệu chứng bệnh và các vấn đề bất thường liên quan tới trẻ đều được coi là biến cố bất lợi.

Giám sát quốc tế: Nhằm đảm bảo nghiên cứu được thực hiện theo quy trình chuẩn (Good Practice Clinic), Nestle đã thuê một Tổ chức giám sát độc lập (Internatiol panxed Ltd) để giám sát tất cả các hoạt động nghiên cứu tại thực địa vào các thời điểm bất kỳ. Giám sát cũng đã xuống thực địa để kiểm tra, lấy số liệu và các mẫu phân. Tất cả các số liệu gốc được tổ chức giám sát gửi trực tiếp sang đơn vị thống kê tại Thụy Sỹ, chỉ để lại bản copy lưu tại Việt Nam.  

2.7. Xử lý và phân tích số liệu

- Các số liệu thô được kiểm tra làm sạch trước khi nhập liệu.

- Tất cả số liệu đã làm sạch được nhập liệu kép (double entry) và được xử lý bằng phần mềm SPSS 12.0, riêng số liệu nhân trắc được nhập và xử lý bằng phần mềm Anthro của WHO 2005 trước khi chuyển vào phần mềm SPSS. Chỉ những trẻ ăn đủ số bữa trên 90%, tổng lượng sản phẩm >50% mới được đưa vào xử lý thống kê, đánh giá hiệu quả của can thiệp.

- Những giá trị xét nghiệm phân bố không chuẩn đều được logarit hoá trước khi so sánh (mức chênh nồng độ Hemoglobin, Vitamin A, Kẽm và IgA trước và sau khi can thiệp). 

- Các tỷ lệ % bệnh tật được so sánh bằng kiểm định (2. So sánh giữa 2 giá trị trung bình của cùng một nhóm tại 2 thời điểm dùng t-test ghép cặp, cùng một thời điểm giữa 2 nhóm nghiên cứu sử dụng t-test thường. Giá trị p<0,05 được coi là sự khác biệt có ý nghĩa thống kê.
- Tỷ suất chênh OR (Odd Ratio): OR là tỷ số giữa 2 Odd của nhóm can thiệp và nhóm đối chứng, được tính bằng công thức: 

Odd = Tỷ lệ mắc bệnh/Tỷ lệ không mắc bệnh, hay p/(1-p).

Khi tỷ lệ mắc một bệnh nào đó rất thấp (ví dụ = 0,01% hoặc 0,001%) thì Odd sẽ xấp xỉ bằng p, còn khi tỷ lệ mắc bệnh là 50% thì Odd = 1.

OR được tính bằng tỷ số giữa 2 Odd như sau: OR = Odd can thiệp/Odd chứng = p1/(1-p1)/p2/(1-p2); Hoặc: a/c/b/d = ad/bc.
Về lý thuyết, khi tỷ lệ mắc một bệnh nào đó rất thấp thì Odd sẽ xấp xỉ/ = p và khi đó RR xấp xỉ/ = OR.

Trong nghiên cứu này, tỷ xuất chênh OR được áp dụng cho một số tính toán về khả năng mắc thiếu máu, thiếu vitamin A và thiếu kẽm tại thời điểm kết thúc can thiệp giữa 2 nhóm nghiên cứu.

- Chỉ số nguy cơ tương đối hay rủi ro tương đối RR (Relative Risk) được sử dụng đánh giá hiệu quả can thiệp của các biến định lượng giữa nhóm can thiệp và nhóm chứng. Trong nghiên cứu này, tỷ số rủi ro tương đối được sử dụng để tính toán và so sánh nguy cơ tương đối bị mắc các bệnh tiêu chảy và nhiễm khuẩn hô hấp giữa nhóm được can thiệp và nhóm chứng. RR được thể hiện bằng tỷ số giữa tỷ lệ mắc mới ở nhóm can thiệp so với tỷ lệ mắc mới của nhóm chứng.

RR = Tỷ số giữa tỷ lệ mắc mới ở nhóm can thiệp (P1)/Tỷ lệ mắc mới của nhóm chứng (P0); Hay RR = P1/P0
2.8. Đạo đức nghiên cứu

- Đề cương được Hội đồng đạo đức của Viện Dinh dưỡng Quốc gia thông qua.

- Bố mẹ, các thầy cô giáo được thông báo về mục tiêu, nội dung nghiên cứu, các quyền lợi và trách nhiệm khi tham gia nghiên cứu, đồng thời bố mẹ trẻ phải ký vào bản cam kết tự nguyện cho con tham gia nghiên cứu.

- Cán bộ nghiên cứu và cộng tác viên đều được tập huấn về đạo đức trong nghiên cứu y sinh học trước khi tham gia thực hiện các hoạt động nghiên cứu. Những cán bộ này sẵn sàng giúp đỡ, chăm sóc và giải thích cho cha mẹ trẻ khi họ gặp khó khăn khi trẻ bị bệnh.

- Tất cả các trẻ tham gia nghiên cứu được mua bảo hiểm. 

- Đề tài được mua bảo hiểm phòng khi thiên tai, sự cố.

- Thông báo đầy đủ kết quả, kết luận nghiên cứu tới cha mẹ trẻ, đồng thời đảm bảo tính bí mật riêng tư của trẻ. Tất cả các thông tin về tên tuổi danh tính của trẻ được giữ kín, tên trẻ và  kết quả công bố dưới dạng mã code.

- Trẻ có thể không tham gia nghiên cứu bất kể khi nào mà không cần bất cứ lý do gì và không phải thông báo cho nhóm nghiên cứu.

- Tất cả dụng cụ lấy máu vô trùng dùng 1 lần, kỹ thuật viên lấy máu là các y tá chuyên khoa nhi có kinh nghiệm. Có bộ dung cụ dự phòng sơ cấp cứu cho trẻ nếu có vấn đề xảy ra.

2.9. Các biện pháp hạn chế sai số hệ thống và khống chế nhiễu

Thiết kế nghiên cứu: 

Nghiên cứu được thiết kế theo mô hình thử nghiệm can thiệp cộng đồng, ngẫu nhiên, mù đôi, có đối chứng. Đây là một dạng nghiên cứu khoa học và ưu việt nhất trong số các nghiên cứu thử nghiệm lâm sàng trên cộng đồng, vì có thể hạn chế đến mức tối đa các yếu tố nhiễu, những sai số hệ thống có thể ảnh hưởng tới kết quả nghiên cứu.
Chọn mẫu và chuẩn bị sản phẩm nghiên cứu: 
14 nhà trẻ của 4 xã liền kề, có điều kiện kinh tế xã hội tương tụ nhau đã được chọn lựa và phân bố ngẫu nhiên theo cụm thành 2 nhóm. Toàn bộ trẻ trong lớp với cùng nhóm tuổi (kể cả những trẻ không đủ tiêu chuẩn đưa vào nghiên cứu) đã được cho uống sản phẩm dinh dưỡng 2 lần/ngày. Số lượng và thể tích sản phẩm, dụng cụ pha chế được công ty Nestle tài trợ đủ, cô giáo được tập huấn cách pha chế sản phẩm và theo dõi sổ sách… đảm bảo ghi chép chính xác số lượng sản phẩm trẻ uống hàng ngày. Sản phẩm sử dụng cho nghiên cứu được đánh mã số, được bảo quản tại một phòng điều hoà, luôn giữ ở nhiệt độ 23 ± 20C, để không ảnh hưởng tới chất lượng synbiotics, sau đó cứ 2 ngày/ lần được chở tới các nhà trẻ riêng biệt. Như vậy, đảm bảo cả các nghiên cứu viên, các cô giáo và trẻ em hai nhóm đều không phân biệt được bản chất của mã số hai loại sản phẩm được sử dụng cũng như mã số của hai nhóm trong nghiên cứu.
Triển khai nghiên cứu và giám sát: 

Theo dõi bệnh tiêu hoá và nhiễm khuẩn hô hấp: ngoài ghi chép của cô giáo hàng ngày, những trẻ có dấu hiệu bất thường được các y bác sỹ của trạm y tế khám và ghi chép chính xác, sau đó kết luận có mắc bệnh tiêu chảy/ hô hấp được các nghiên cứu viên đánh giá lần cuối, dựa vào phân loại của WHO.
Nghiên cứu được thực hiện theo tiêu chuẩn “Good Practic Clinical Study”, với sự giám sát của International Paraxel Company từ chọn mẫu, tập huấn cộng tác viên, kiểm tra địa điểm, tiêu chuẩn ISO của các cơ sở nghiên cứu, các kỹ thuật phân tích sinh hoá…, cho đến các đợt đánh giá và thu thập số liệu [160].

Quản lý số liệu: Các số liệu được ghi chép 2 liên, liên gốc được gửi trực tiếp sang cơ sở thống kê của Thụy Sỹ, chỉ số liệu ở liên phụ được lưu trữ ở Việt Nam để tra cứu lại khi cần. Tất cả quy trình phân tích thống kê cũng được thực hiện tại Thụy Sỹ, độc lập với nhóm nghiên cứu, mã số về nhóm nghiên cứu chỉ được mở khi kết quả phân tích thống kê đã được thực hiện xong. Tất cả các điều kiện này đảm bảo tính trung thực và khách quan của kết quả nghiên cứu.
Nghiên cứu sinh đã phối hợp chặt chẽ với nhóm phân tích thống kê tại Thụy Sỹ trong kiểm soát số liệu trong suốt quá trình phân tích.

Các kết quả phân tích, đầu ra nghiên cứu của luận án nghiên cứu sinh chỉ được công bố sau khi đề tài chính đã được công bố quốc tế.

CHƯƠNG 3.

KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
3.1. Đặc điểm của các đối tượng nghiên cứu tại thời điểm ban đầu
3.1.1. Đặc điểm của mẹ và tiền sử nuôi dưỡng trẻ 
Bảng 3.1a. Đặc điểm của mẹ trẻ được chọn nghiên cứu, (±SD hoặc n (%)
	Đặc điểm của mẹ
	Chứng

(n = 168)
	Synbiotic

(n = 145)
	p
((2/ t-test)

	Tuổi trung bình 
	24,3±3.2
	24,5±3.5
	>0,05

	Trình độ văn hóa
	Tiểu học
	12 (7,1)
	13 (9,0)
	>0,05

	
	Trung học
	144 (85,7)
	123 (84,8)
	>0,05

	
	Đại học trở lên
	12 (7,1)
	9 (6,2)
	>0,05

	Nghề nghiệp
	Nông dân
	126 (75)
	110 (75,9)
	>0,05

	
	Công nhân
	34 (20,2)
	26 (17,9)
	>0,05

	
	Khác
	8(4,8)
	9(6,2)
	>0,05

	Số con trong gia đình
	2±1
	2±1
	>0,05


Bảng 3.1a cho thấy một số đặc điểm của bà mẹ và hoàn cảnh gia đình: tuổi trung bình của mẹ là 24,5 tuổi, trung bình có 2 con, trình độ văn hóa: tiểu học 8 - 10%, trung học 85%, đại học 6 - 7%; nghề nghiệp chủ yếu là làm ruộng (75%), công nhân và nghề khác xung quanh 18-20%;
Tuổi trung bình khi bắt đầu nghiên cứu nhóm Chứng là 31,17 ±5,47 tháng, nhóm Synbiotic là 31,34 ± 5,61 tháng.
Bảng 3.1b. Đặc điểm về tiền sử nuôi dưỡng trẻ, (±SD hoặc n (%)

	Biến số
	Chứng

(n = 168)
	Synbiotic

(n = 145)
	p
((2/ t-test)

	Cân nặng trẻ khi sinh
	3215 ± 215
	3245 ± 195
	>0,05

	Trẻ bú sữa mẹ đến 18 tháng
	141(83,9)
	117 (80,7)
	>0,05

	Trẻ ăn bổ sung <6 tháng
	20 (11,9)
	15 (10,3)
	>0,05

	Trẻ có uống vitamin A liều cao/6 tháng qua
	165 (98,2)
	141 (97,2)
	>0,05

	Trẻ có uống thốc bổ khác trong 6 tháng qua
	34 (20,2)
	32 (22,1)
	>0,05

	Có uống thêm sữa công thức trong 6 tháng qua
	42 (25,0)
	35 (24,1)
	>0,05

	Trẻ có bị bệnh tiêu chảy trong 6 tháng qua
	59 (35,1)
	54 (37,2)
	>0,05

	Trẻ có bị bệnh tiêu VHH cấp/ 6 tháng qua
	69 (41,1)
	57 (39,3)
	>0,05


Bảng 3.1b. cho thấy: Cân nặng khi sinh trung bình của trẻ là 3,2kg ở cả hai nóm; trên 80% số trẻ được bú mẹ đến 18 tháng, có khoảng 15 - 20% trẻ ăn bổ sung trước 6 tháng tuổi, một tỷ lệ khá cao (97 - 98%) đã được uống vitamin A liều cao trong 6 tháng trước can thiệp; có khoảng 25% số trẻ có sử dụng thêm sữa công thức trong 6 tháng trước đó, 35 - 37% số trẻ có bị bệnh tiêu chảy và khoảng 40% số trẻ có viêm hô hấp trong thoài gian 6 tháng trước đó. Không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê về các chỉ số giữa 2 nhóm nghiên cứu.
3.1.2. Phân bố đối tượng nghiên cứu theo nhóm tuổi và giới

Bảng 3.2. Phân bố đối tượng nghiên cứu theo nhóm tuổi
	Nhóm tuổi (tháng)
	Nhóm chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	P
(χ2test)

	
	n
	%
	n
	%
	

	25 - 30
	72
	42,9
	68
	46,9
	>0,05

	31 - 36
	96
	57,1
	77
	53,1
	>0,05

	Chung
	168
	100
	145
	100
	


Bảng 3.2 trình bày về đặc điểm nhóm tuổi của 2 nhóm nghiên cứu. Nhóm tuổi từ 31-36 tháng tuổi chiếm tỷ lệ cao hơn trong tổng số trẻ ở cả hai nhóm, nhóm chứng là 57,1%, nhóm Synbiotic là 53,1%, sự khác biệt về nhóm tuổi này ở hai nhóm không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Tỷ lệ % trẻ ở nhóm tuổi 25- 30 chiếm tỷ lệ thấp hơn và (42,9% ở nhóm chứng, 46,9% ở nhóm Synbiotic) cũng không có sự khác biệt giữa nhóm Synbiotic và nhóm chứng (p>0,05). 
Tuổi trung bình của trẻ là 31,17 ± 5,47 tháng ở rnhóm chứng, và 31,34 ± 5,61 ở nhóm Synbiotic, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa 2 nhóm.
Bảng 3.3. Phân bố đối tượng nghiên cứu theo giới
	Giới
	Nhóm chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p 
(χ2test)

	
	n
	%
	n
	%
	

	Nam
	77
	45,8
	67
	46,2
	>0,05

	Nữ
	91
	54,2
	78
	53,7
	>0,05

	Tổng
	168
	100,0
	145
	100,0
	


Theo số liệu tại bảng 3.3, tỷ lệ trẻ nữ cao hơn trẻ nam ở cả nhóm Synbiotic và nhóm chứng. Tuy nhiên, tỷ lệ nam và nữ của hai nhóm không khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

3.1.3. Tình trạng dinh dưỡng của hai nhóm khi bắt đầu nghiên cứu

3.1.3.1. Về cân nặng chiều cao và Z score

Bảng 3.4. Đặc điểm nhân trắc của hai nhóm đối tượng khi bắt đầu can thiệp
	Các chỉ tiêu
	Nhóm chứng
(n=181)
	Nhóm Synbiotic (n=152)
	P
(t-test)

	Cân nặng (kg)
	11,9±1,3
	12,1±1,3
	>0,05

	Chiều cao (cm)
	86,8±4,4
	86,9±4,4
	>0,05

	WAZ scores
	-0,87±0,98
	- 0,81±0,93
	>0,05

	HAZ scores
	-1,34±1,27
	-1,41±0,97
	>0,05

	WHZ scores
	-0,25±0,76
	0,08±0,82
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng 
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Bảng 3.4 cho thấy tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu, các chỉ số nhân trắc như chiều cao, cân nặng trung bình, các chỉ số WHZ, HAZ, WAZ của nhóm Synbiotic và nhóm chứng đều không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 
3.1.3.2. Về tỷ lệ suy dinh dưỡng
Biểu đồ 3.1 về tỷ lệ suy dinh dưỡng theo 3 chỉ số SDD thể nhẹ cân, thấp còi và gầy còm.
Ở nhóm chứng: SDD thể nhẹ cân là 10,7%; SDD thể thấp còi là 25%; SDD thể còm là 2,9%.
Nhóm can thiệp: SDD thể nhẹ cân là 10,3%; SDD thể thấp còi là 24,8%; SDD thể còm là 1,4.
Tổng cho cả 2 nhóm: SDD thể nhẹ cân là 10,5% ( thuộc mức trung bình về mặt YNSKCĐ); SDD thể thấp còi là 24,9% (thuộc mức cao về YNSKCĐ; SDD thể còm là 2,2% (thuộc mức thấp về YNSKCĐ).
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Biểu đồ 3.1. Tỷ lệ SDD của trẻ khi bắt đầu can thiệp
3.1.3.3. Tỷ lệ SDD phân bố theo nhóm tuổi 
Bảng 3.5. Tỷ lệ % SDD phân bố theo nhóm tuổi
	Thể SDD/ nhóm tuổi
	Nhóm
Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p (χ2, Fisher  test)

	SDD nhẹ cân

WAZ<-2SD
	25-30 th
	8,3 [6/72]
	7,4 [5/68]
	>0,05

	
	31-36 th
	12,5 [12/96]
	13,0 [10/77]
	>0,05

	SDD thấp còi

HAZ<-2SD
	25-30 th
	25,0 [18/72]
	23,5 [16/68]
	>0,05

	
	31-36 th
	25,0 [24/96]
	26,0 [20/77]
	>0,05

	SDD thể còm #
WHZ<-2SD
	25-30 th
	2,8 [2/72]
	1,5 [1/68]
	>0,05

	
	31-36 th
	3,1 [3/96]
	1,3[1/77]
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng % [số trẻ SDD/ số trẻ 1 nhóm tuổi/nhóm NC], # Fisher test
Bảng 3.5 cho thấy tỷ lệ SDD theo 3 chỉ số phân bố theo nhóm tuổi:
Với thể SDD thể nhẹ cân: tỷ lệ SDD dao động trong khoảng 7,4 đến 8,3% với nhóm tuổi 25-30 tháng, sau đó có xu hướng tăng lên 12,5-13% ở nhhóm tuổi 31 - 36 tháng, tuy nhiên không có dự khác biệt có ý nghĩa giữa 2 nhóm tuổi, cũng như  giữa 2 nhóm nghiên cứu với cùng  nhóm tuổi
Với SDD thể thấp còi: tỷ lệ SDD dao động trong khoảng 23,5% - 25% với nhóm tuổi 25 - 30 tháng, và  25 - 26%  ở nhhóm tuổi 31 - 36 tháng. Không có dự khác biệt có ý nghĩa giữa 2 nhóm tuổi, cũng như giữa 2 nhóm nghiên cứu với cùng nhóm tuổi.
Với SDD thể gầy còm: Thực tế chỉ có 5 trẻ ở nhóm chứng và 2 trẻ ở nhóm nghiên cứu bị suy dinh dưỡng thể còm nên chưa đủ cỡ mẫu để đánh giá hiệu quả của việc sử dụng sản phẩm có bổ sung probiotic, prebiotic. Tuy nhiên, cũng không có dự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm tuổi cũng như giữa các nhóm can thiệp.
3.1.4. Các chỉ số về vi chất dinh dưỡng của trẻ khi bắt đầu can thiệp
Bảng 3.6. Đặc điểm chỉ số vi chất hai nhóm khi bắt đầu can thiệp
	Các chỉ tiêu
	Nhóm chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p (t-test)

	Hemoglobin
(g/L)
	115,6±9,8
	115,2±8,9
	>0,05

	Retinol huyết thanh
 (µg/dL)
	28,5±12,4
	29,5±15,3
	>0,05

	Kẽm huyết thanh
(µg/dL)
	60,6±10,7
	63,5±12,3
	<0,05


Số liệu biểu thị bằng 
[image: image11.wmf]-
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Kết quả bảng 3.6 cho thấy chỉ số Hemoglobin máu, Retinol huyết thanh ở hai nhóm là tương đương nhau, không có sự khác biệt có ý nghĩa giữa 2 nhóm nghiên cứu với p>0,05. 
Tuy nhiên, chỉ số kẽm huyết thanh của nhóm Synbiotic cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu với p<0,01.
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Biểu đồ 3 2. Tỷ lệ thiếu vi chất dinh dưỡng khi bắt đầu can thiệp
Biểu đồ 3.2. cho thấy:

- Ở nhóm chứng: tỷ lệ thiếu máu 27,4%; thiếu vitamin A là 8,9%; thiếu kẽm là 71,4%.
- Nhóm can thiệp: tỷ lệ thiếu máu 26,9%; thiếu vitamin A là 10,3%; thiếu kẽm là 58,6%.
- Tổng cho cả 2 nhóm: thiếu máu 27,2% (thuộc mức thiếu trung bình về YNSKCĐ); thiếu vitamin A là 9,6% (thuộc mức thiếu nhẹ về YNSKCĐ); thiếu kẽm là 65,5% (thuộc mức thiếu nặng về YNSKCĐ).

Bảng 3.7. Tỷ lệ trẻ bị thiếu vi chất theo nhóm tuổi
	 Thiếu vi chất / nhóm tuổi
	Nhóm chứng
	Nhóm Synbiotic
	p (χ2 test)

	Thiếu máu

(Hb<110g/L)
	25-30 tháng
	36,1 [26/72]
	35,5 [24/68]
	>0,05

	
	31-36 tháng
	19,8 [19/96]a
	19,5 [15/77]a
	>0,05

	Thiếu Vit A

(Ret<20µg/dL)
	25-30 tháng
	9,7 [7/72]
	11,8 [8/68]
	>0,05

	
	31-36 tháng
	8,3 [8/96]
	9,1 [7/77]
	>0,05

	Thiếu kẽm

(Zn<65µg/dL)
	25-30 tháng
	76,4 [55/72]
	66,2 [45/68]
	>0,05

	
	31-36 tháng
	67,7 [65/96]
	51,9 [40/77]
	>0,05


   
Số liệu biểu thị bằng % [số trẻ thiếu VC/ số trẻ 1 nhóm tuổi/nhóm NC],

a,p<0,05 với nhóm 25-30 tháng trong cùng nhóm NC

Bảng 3.7 cho thấy tỷ lệ thiếu máu, thiếu vitamin A, thiếu kẽm chia theo nhóm tuổi của trẻ khi bắt đầu nghiên cứu:

Với tỷ lệ thiếu máu: có sự khác biệt có ý nghĩa về tỷ lệ thiếu giữa 2 nhóm tuổi 25-30 và 31-36 tháng tuổi. Nhóm tuổi nhỏ hơn, bị thiếu máu nhiều hơn (p<0,05) so với nhó tuổi lớn hơn.  

Với tỷ lệ thiêu vitamin A và thiếu kẽm: không thấy có sự khác biệt về tỷ lệ thiếu khi so sánh giữa 2 nhóm 25 - 30 và 31 - 36 tháng tuổi. Tuy nhiên một khuynh hướng cho thấy nhóm tuổi nhỏ bị thiếu kẽm nhiều hơn nhóm tuổi lớn.
Bảng 3.8. Tỷ lệ trẻ bị thiếu vi chất theo giới tính
	Các chỉ tiêu
	Nhóm chứng
	Nhóm Synbiotic
	p (t-test)

	Thiếu máu

(Hb<110g/L)
	Trẻ trai
	31,2 [24/77]
	31,3 [21/67]
	>0,05

	
	Trẻ gái
	24,2 [22/91]
	23,1 [18/78]
	>0,05

	Thiếu Vit A

(Ret<20µg/dL)
	Trẻ trai
	9,1 [7/77]
	13,4 [9/67]
	>0,05

	
	Trẻ gái
	8,8 [8/91]
	7,7 [6/78]
	>0,05

	Thiếu kẽm

(Zn<65µg/dL)
	Trẻ trai
	76,6 [59/77]
	67,2 [45/67]
	>0,05

	
	Trẻ gái
	65,9 [60/91]
	51,3 [40/78]
	>0,05


   Số liệu biểu thị bằng % [số trẻ thiếu VC/số trẻ cùng giới/nhóm NC],
Bảng 3.8 cho thấy tỷ lệ thiếu máu, thiếu vitamin A, thiếu kẽm chia theo giới tính (trẻ trai và trẻ gái) khi bắt đầu nghiên cứu:

- Với cả 3 loại thiếu vi chất dinh dưỡng, không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê khi so sánh giữa nhóm trẻ trai và trẻ gái trong cùng một nhóm nghiên cứu, cũng như so sánh giữa nhóm trẻ cùng giới giữa 2 nhóm can thiệp (p>0,05)

- Tuy nhiên, với tỷ lệ thiếu máu và thiếu kẽm: một khuynh hướng cho thấy trẻ trai có tỷ lệ thiếu máu và thiếu kẽm nhiều hơn so với trẻ gái, tuy khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

3.1.5. Các chỉ số về IgA trong máu và trong phân trẻ khi bắt đầu can thiệp
Bảng 3.9 cho thấy tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu, nồng độ IgA huyết thanh và IgA trong phân của hai nhóm là tương đương nhau, không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p>0,05.

Bảng 3.9. Nồng độ IgA trong máuvà trong phân của hai nhóm khi bắt đầu can thiệp
	Chỉ số
	Nhóm Chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p (t-test)

	IgA huyết thanh$
(mg/dL)
	55,65±17,8
	55,81±17,52
	>0,05

	IgA trong phân#
(mg/g phân)
	297
(145-447)
	270
(125-427)
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng $, X±SD; #, Median (95% CI)
Có sự dao động khá lớn về nồng độ IgA trong phân các đối tượng nghiên cứu. Với khoảng tin cậy 95%, nồng độ IgA trong phân dao động từ 125 đến 447 mg, điểm median 50% có nồng độ 297µg ở nhóm Chứng và 270 µg ở nhóm Synbiotic.

Bảng 3.10. Nồng độ IgA trong máu và trong phân theo nhóm tuổi của hai nhóm khi bắt đầu can thiệp
	Thể SDD/ nhóm tuổi
	Nhóm Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p (χ2, Fisher test)

	IgA huyết thanh

(mg/dL)
	25-30 tháng
	52,1±15,7
	51,9±17,2
	>0,05

	
	31-36 tháng
	57,6±19,3
	58,3±18,4
	>0,05

	IgA trong phân#
(mg/g  phân)
	25-30 tháng
	329

(162-496)
	312

(125-499)
	>0,05

	
	31-36 tháng
	277

(120-434)
	265

(115-415)
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng $, X±SD; #, Median (95%CI)
Bảng 3.10 cho thấy không có sự khác biệt có ý nghĩa về nồng độ IgA trong máu và trong phân giữa nhóm trẻ 25-30 và 31-36 tháng tuổi. 

3.2. Hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng có bổ sung Synbiotic đến tình trạng dinh dưỡng của trẻ

3.2.1. Hiệu quả của bổ sung đến phát triển chiều cao, cân nặng

3.2.1.1. Hiệu quả của bổ sung đến chiều cao, cân nặng sau 2,5 tháng (T2,5)

Số liệu tại bảng 3.11 cho thấy, khi bắt đầu can thiệp (T0) không có sự khác biệt ý nghĩa giữa 2 nhóm với cả cân nặng và chiều cao (p>0,05). Cân nặng và chiều cao của cả hai nhóm đều đã được cải thiện ý nghĩa sau 2,5 tháng, thời điểm giữa kỳ can thiệp (p<0,05). Tuy nhiên, đã bắt đầu có sự gia tăng tốt hơn về hai chỉ số cân nặng và chiều cao của nhóm Synbiotic so với nhóm chứng (p<0,01).

Bảng 3.11. Thay đổi cân nặng, chiều cao trước và giữa can thiệp (T2,5)
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm Chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p (t-test)

	Cân nặng 

(kg)
	T0
	11,9±1,3
	12,1±1,3
	>0,05

	
	T2,5
	12,2±1,4
	12,5±1,5
	<0,05

	
	T2,5-T0
	0,31±0,63a
	0,43±0,62b
	<0,01

	Chiều cao (cm)
	T0
	86,8±4,4
	86,9±4,4
	>0,05

	
	T2,5
	88,3±4,6
	88,9±4,5
	>0,05

	
	T2,5-T0
	2,12±1,19b
	2,43±1,17c
	<0,01


Số liệu biểu thị bằng 
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± SD, T0: bắt đầu; T2,5: sau 2,5 tháng can thiệp, 

a: p<0,05,  b: p<0,01, c: p<0,001 giữa T0 và T2,5 (t-test ghép cặp)
Bảng 3.12 cho thấy sự thay đổi về các chỉ số Z-scoressau 2,5 tháng thử nghiệm: Khi bắt đầu can thiệp không có sự khác biệt (p>0,05) giữa 2 nhóm với cả 3 chỉ số Z scorre. 
Bảng 3.12. Thay đổi chỉ số Z-score trước và 2,5 tháng can thiệp (T2,5)
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p (t-test)

	WAZ score
	T0
	-0,87±0,98
	-0,81±0,93
	>0,05

	
	T2,5
	-0,94±0,97
	-0,86±0,92
	<0,05

	
	T2,5-T0
	-0,16±0,98
	+0,05±0,93
	<0,05

	HAZ score
	T0
	-1,34±1,27
	-1,41±0,97
	>0,05

	
	T2,5
	-1,31±1,24
	-1,29±0,96
	>0,05

	
	T2,5-T0
	+0,02±0,27
	+0,29±0,97
	<0,01

	WHZ score
	T0
	-0,25±0,76
	0,08±0,82
	>0,05

	
	T2,5
	-0,39±0,81
	0,12±0,82
	<0,05

	
	T2,5-T0
	-0,14±0,59
	-0,04±0,83
	<0,05


Số liệu biểu thị bằng 
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± SD; 

T0: bắt đầu, T2,5: sau 2,5 tháng nghiên cứu; 

Tại 2,5 tháng can thiệp, giá trị HAZ trung bình của 2 nhóm đều có xu hướng tốt hơn so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu, tuy sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê. Cũng như giá trị tuyệt đối về tăng chiều cao, giá trị HAZ-score trung bình chiều cao của nhóm Synbiotic tốt hơn so với HAZ-score trung bình chiều cao của nhóm chứng với p<0,01. 

Sau 2,5 tháng chỉ số WAZ trung bình của nhóm symbiotic đã bất đầu được cải thiện hơn là +0,05±0,93 so với nhóm chứng là -0,16±0,98 và sự thay đổi này có ý nghĩa ở nhóm symbiotic (p<0,05). Tuy nhiên sự thay đổi giữa T0 và T2,5 vẫn chưa khác biệt giữa 2 nhóm (p>0,05).
Về chỉ số WHZ: Sau 2,5 tháng can thiệp, giá trị WHZ trung bình của cả hai nhóm lại có xu hướng giảm đi so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu. Tuy nhiên, WHZ trung bình của nhóm Synbiotic vẫn cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,01). Tuy nhiên, so sánh chỉ số WHZ trung bình trước và sau 2,5 tháng can thiệp của nhóm Synbiotic với nhóm chứng lại chưa thấy mức khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05).
Bảng 3.13. Thay đổi tỷ lệ SDD trước và giữa can thiệp (T2,5)
	Thể SDD
	Thời điểm
	Nhóm chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p
(χ2, Fisher)

	
	
	n
	%
	n
	%
	

	SDD thể gầy còm
	T0
	5
	2,9
	2
	1,4
	>0,05

	
	T2,5
	5
	2,9
	2
	1,4
	>0,05

	SDD thể thấp còi
	T0
	42
	25,0
	36
	24,8
	>0,05

	
	T2,5
	42
	25,0
	32
	22,1
	>0,05

	SDD nhẹ cân
	T0
	18
	10,7
	15
	10,3
	>0,05

	
	T2,5
	20
	11,9
	13
	8,9
	>0,05


T0: bắt đầu, T2,5: sau 2,5 tháng nghiên cứu; 

Kết quả tại bảng 3.13 cho thấy biến động SDD của 2 nhóm sau 2,5 tháng nghiên cứu:

- Đối với tỷ lệ SDD thể gầy còm (cân nặng/chiều cao thấp): tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu hai nhóm có tỷ lệ SDD tương đồng nhau. Sau 2,5 tháng can thiệp, tỷ lệ SDD của nhóm Synbiotic và nhóm chứng đều vẫn giữ nguyên, chứng tỏ thời gian can thiệp còn quá ngắn chưa có hiệu quả rõ rệt đối với thể SDD này.
- Đối với tỷ lệ SDD thấp còi (chiều cao/ tuổi thấp): Tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu giữa 2 nhóm tỷ lệ này là tương đương nhau. Sau 2,5 tháng can thiệp SDD thấp còi của nhóm chứng vẫn giữ nguyên, 25%, trong khi đó nhóm can thiệp chỉ còn 22,1%  đã giảm được 4 trường hợp SDD thấp còi.
- Đối với tỷ lệ SDD nhẹ cân (cân nặng theo tuổi thấp): Thời điểm bắt đầu nghiên cứu tỷ lệ SDD nhẹ cân của nhóm chứng và nhóm Synbiotic đều thấp và khác nhau không có ý nghĩa (p>0,05), nhưng đến 2,5 tháng sau can thiệp, tỷ lệ SDD của nhóm chứng tăng từ 10,7% lên 11,9%, trong khi nhóm Synbiotic giảm từ 10,3% xuống còn 8,9%. Tuy nhiên, sự thay đổi về tỷ lệ suy dinh dưỡng nhẹ cân ngay trong cùng một nhóm và giữa hai nhóm đều chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05).
3.2.1.2. Hiệu quả bổ sung lên phát triển chiều cao, cân nặng sau 5 tháng 

Bảng 3.14. Thay đổi cân nặng, chiều cao sau 5 tháng can thiệp
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm Chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p (t-test)

	Cân nặng (kg)
	T0
	11,9±1,3
	12,1±1,3
	>0,05

	
	T5
	12,6±1,3
	13,2±1,4
	<0,01

	
	T5-T0
	0,69±0,62c
	1,04±0,63c
	<0,01

	Chiều cao (cm)
	T0
	86,8±4,4
	86,9±4,4
	>0,05

	
	T5
	90,7±4,5
	91,7±4,4
	<0,01

	
	T5-T0
	3,90±1,38c
	4,81±1,16c
	<0,001


Số liệu biểu thị bằng 
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± SD, T0: bắt đầu và T5 thời điểm 5 tháng 

c: p<0,001 giữa T0 và T5 (t-test ghép cặp)

Số liệu trong bảng 3.14 cho thấy, khi bắt đầu can thiệp (T0) không có sự khác biệt ý nghĩa giữa 2 nhóm với cả cân nặng và chiều cao (p>0,05). Cân nặng và chiều cao của cả hai nhóm đều tăng có ý nghĩa sau 5 tháng can thiệp (p<0,001). Tuy nhiên, sự gia tăng của nhóm Synbiotic nhiều hơn có ý nghĩa (+0,39kg; +1,04cm; p<0,01) sau 5 tháng, so với nhóm chứng. 

- Mức gia tăng cân nặng trung bình sau 5 tháng can thiệp: Mức gia tăng cân nặng trung bình sau 5 tháng can thiệp của nhóm Synbiotic là 1,04±0,63 kg, cao hơn có ý nghĩa nhóm chứng là 0,69±0,62 kg (p<0,01).

- Mức gia tăng chiều cao trung bình trước và sau nghiên cứu: Mức gia tăng chiều cao trung bình trước và sau nghiên cứu của nhóm Synbiotic là 4,81±1,16 cm, cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng chỉ tăng được 3,90±1,38 cm (p<0,001).

3.2.2. Hiệu quả của bổ sung đối với các chỉ số Z-score sau 5 tháng can thiệp
* Tác động của can thiệp đến thay đổi chỉ số Z-score (
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± SD): 

Bảng 3.15. Thay đổi chỉ số Z-score (
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± SD) trước và sau can thiệp
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm Chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p (t-test)

	WAZ

Cân nặng/ tuổi
	T0
	-0,87±0,98
	-0,81±0,93
	>0,05

	
	T5
	-1,04±0,94
	-0,73±0,89
	<0,01

	
	T5-T0
	-0,17±0,42c
	0,08±0,43a
	<0,001

	HAZ

Chiều cao/ tuổi
	T0
	-1,34±1,27
	-1,41±0,97
	>0,05

	
	T5
	-1,26±1,14a
	-1,02±0,94c
	<0,05

	
	T5-T0
	0,08±0,46a
	0,39±0,32c
	<0,001

	WHZ

Cân nặng/ chiều cao
	T0
	-0,25±0,76
	0,08±0,82
	>0,05

	
	T5
	-0,53±0,82
	-0,26±0,83
	<0,01

	
	T5-T0
	-0,27±0,58a
	-0,18±0,61a
	>0,05


 T0: bắt đầu, T5: 5 tháng nghiên cứu;

 a: p<0,05; b: p<0,01;

 c: p<0,001 giữa T0 và T5 (t ghép cặp)
Số liệu trong bảng 3.15 cho thấy tại T0 với cả 3 chỉ số Zscore không có sự khác biệt giữa 2 nhóm. Sau 5 tháng, 2 chỉ số có sự thay đổi có ý nghĩa so với T0: theo chiều hướng xấu hơn (với WHZ, WAZ của nhóm Chứng), tốt hơn so với T0 (HAZ,WAZ nhóm Synbiotic). Do vậy sự gia tăng của cả 3 chỉ số Z-scores của nhóm Synbiotic đều tốt hơn có ý nghĩa so với nhóm Chứng sau 5 tháng can thiệp.
Tương tự như chỉ số tăng cân nặng và chiều cao, sau 5 tháng can thiệp, giá trị HAZ trung bình của 2 nhóm đều tốt lên (được cải thiện) có ý nghĩa thống kê so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu (với p<0,05).

Sau 5 tháng can thiệp, nhóm Synbiotics có sự gia tăng HAZ là 0,39 đơn vị, tốt hơn có ý nghĩa (p<0,01) so với gia tăng của  nhóm chứng (+0,08 đơn vị).

Về chỉ số WHZ: Sau 5 tháng can thiệp, giá trị WHZ trung bình của cả hai nhóm đều giảm xuống có ý nghĩa so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu (p<0,01). WHZ trung bình của nhóm Synbiotic vẫn cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,01). Tuy nhiên, so sánh mức chênh chỉ số WHZ trung bình trước và sau can thiệp của nhóm Synbiotic là -0,18, của nhóm chứng là -0,27, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 
*  Tác động của can thiệp đến thay đổi nhân trắc trước và sau can thiệp (T5-T0) theo nhóm tuổi 

Bảng 3.16. Ảnh hưởng can thiệp đến thay đổi giá trị Z-score giữa thời điểm/theo nhóm tuổi
	Chỉ số / nhóm tuổi
	Nhóm Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p
(Welch test)

	WAZ

(T5-T0)
	25-30 th
	-0,19±0,06
	0,02± 0,05
	<0,01

	
	31-36 th
	-0,21± 0,04N
	0,09± 0,04N
	<0,001

	HAZ

(T5-T0)
	25-30 th
	-0,03± 0,08
	0,41± 0,04
	<0,001

	
	31-36 th
	0,12±0,03N
	0,35± 0,03N
	<0,001

	WHZ

(T5-T0)
	25-30 th
	-0,19± 0.07
	-0,26± 0,08
	>0,05

	
	31-36 th
	-0,35± 0,05N
	-0,21± 0,06N
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng 
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± SEM, tính bằng T5-T0;

T0: bắt đầu và T5 thời điểm 5 tháng;

 N, p>0,05 với nhóm 25-30 tháng (cùng nhóm nghiên cứu) 

Bảng 3.16 cho thấy sự gia tăng về các chỉ số Z- score giữa 2 thời điểm bắt đầu và kết thúc 5 tháng can thiệp, tính theo 2 nhóm tuổi và 2 nhóm can thiệp khác nhau: 

Khi so sánh 2 chỉ số WAZ và HAZ giữa 2 nhóm can thiệp (Chứng và Synbiotic), trẻ ở nhóm Synbiotic, với cùng nhóm  tuổi, có sự thay đổi tốt hơn có ý nghĩa (p<0,01) so với  nhóm Chứng với cả 2 nhóm tuổi; Tuy nhiên, không thấy có sự khác biệt ý nghĩa của chỉ số WHZ (p>0,05).  

Khi so sánh giữa 2 nhóm tuổi (25 - 30 và 31 - 36 tháng tuổi) trong cùng một nhóm can thiệp: không thấy sự khác biệt có ý nghĩa với cả 3 chỉ số WAZ, HAZ và WHZ.

* Tác động của can thiệp đến thay đổi nhân trắc trước và sau can thiệp (T5-T0) theo giới tính 

Bảng 3.17. Tác động của can thiệp đến thay đổi giá trị Z-score giữa 2 thời điểm theo giới tính
	Chỉ số/ giới tính
	Nhóm Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p
 (Welch test)

	WAZ

(T5-T0)
	Trẻ trai
	-0,19± 0,04
	0,02±0,04
	<0,001

	
	Trẻ gái
	-0,21±0,05N
	0,09±0,05N
	<0,001

	HAZ

(T5-T0)
	Trẻ trai
	0,11±0,04
	0,35±0,04
	<0,001

	
	Trẻ gái
	0,07±0,05N
	0,39±0,04N
	<0,001

	WHZ

(T5-T0)
	Trẻ trai
	-0,31±0,06
	-0,26±0,07
	>0,05

	
	Trẻ gái
	-0,29±0,07N
	-0,16±0,07N
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng 
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± SEM, tính bằng T5-T0;

 T0: bắt đầu & T5 thời điểm 5 tháng 

N, p>0,05 vs. nhóm trẻ trai (cùng nhóm nghiên cứu) 

Bảng 3.17 cho thấy sự gia tăng về các chỉ số Z- score giữa 2 thời điểm bắt đầu và kết thúc 5 tháng can thiệp, theo giới tính, cho 2 nhóm can thiệp khác nhau: Khi so sánh 2 chỉ số WAZ và HAZ giữa 2 nhóm can thiệp (Chứng và Synbiotic), cả trẻ trai và trẻ gái ở nhóm Synbiotic đều có sự thay đổi tốt hơn có ý nghĩa (p<0,001) so với  nhóm Chứng; Tuy nhiên, không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa về chỉ số WHZ (p>0,05).  

Khi so sánh giữa 2 nhóm trẻ trai và trẻ gái trong cùng một nhóm can thiệp: vẫn chưa thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) với cả 3 chỉ số WAZ, HAZ và WHZ.

3.2.3. Tác động của bổ sung đối với thay đổi tỷ lệ suy dinh dưỡng sau 5 tháng can thiệp

Bảng 3.18. Thay đổi tỷ lệ SDD trước và sau can thiệp
	Thể SDD
	Thời điểm
	Nhóm chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p

(χ2, Fisher)

	
	
	n
	%
	n
	%
	

	SDD nhẹ cân
	T0
	19
	11,3
	13
	9,1
	>0,05

	
	T5
	21
	12,5
	11
	7,6
	>0,05

	SDD thể còi
	T0
	42
	25,0
	36
	24,8
	>0,05

	
	T5
	43
	25,6
	32
	22,1a
	>0,05

	SDD thể còm
	T0
	4
	2,4
	1
	0,7
	>0,05

	
	T5
	6
	3,6
	0
	0
	>0,05


T0: bắt đầu và T5: thời điểm 5 tháng nghiên cứu
       a: p<0,05 giữa T5 và T0 (χ2 test), hoặc Fisher test với n<5.
Kết quả tại bảng 3.18 cho thấy:
· Tỷ lệ SDD nhẹ cân (cân nặng/ tuổi thấp): 

Tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu, tỷ lệ SDD cân nặng theo tuổi của nhóm chứng và nhóm Synbiotic khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Khi kết thúc nghiên cứu, tỷ lệ SDD của nhóm chứng tăng từ 11,3% lên 12,5%, trong khi ở nhóm Synbiotic tỷ lệ SDD giảm từ 9,1% xuống còn 7,6%. Tuy nhiên, sự khác biệt về thay đổi về tỷ lệ SDD giữa hai nhóm cũng chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

· Tỷ lệ SDD thấp còi (chiều cao/ tuổi thấp): 

Tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu tỷ lệ tương đương nhau giữa 2 nhóm. Sau 5 tháng can thiệp tỷ lệ SDD thể thấp còi của nhóm chứng hầu như không giảm mà còn tăng nhẹ, trong khi ở nhóm Synbiotic SDD thấp còi lại giảm từ 24,8% xuống còn 22,1%, sự thuyên giảm này ở nhóm trẻ tiêu thụ sản phẩm bổ sung Synbiotic có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 

· Tỷ lệ SDD thể gầy còm (cân nặng/chiều cao thấp): 

Tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu không thấy sự khác biệt giữa hai nhóm. Sau 5 tháng can thiệp, tỷ lệ SDD gầy còm của nhóm Synbiotic từ 0,7% giảm xuống không còn trẻ nào, trong khi ở nhóm chứng không giảm mà lại tăng từ 2,4 % lên 3,6%. Tuy nhiên, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05) giữa 2 nhóm. Như vậy, có thể thấy sau can thiệp tỷ lệ SDD thể gầy còm ở nhóm Synbiotic có giảm nhẹ, trong khi đó tỷ lệ SDD thể gầy còm ở nhóm chứng lại có xu hướng tăng lên theo thời gian.

3.3. Tác động của can thiệp đối với tình trạng vi chất dinh dưỡng của trẻ

3.3.1. Tác động của can thiệp đến nồng Hb, Retinol, kẽm huyết thanh
Bảng 3.19. Thay đổi nồng độ các vi chất (
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± SD) trước và sau can thiệp
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm Chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p (t-test)

	Hemoglobin

(g/L)
	T0
	115,6±9,8
	115,2±8,9
	>0,05

	
	T5
	118,7±9,1
	119,7±8,8
	>0,05

	
	T5-T0+
	8,37±5,90c
	9,40±6,77c
	>0,05

	Retinol 

(µg/dL)
	T0
	28,5±12,4
	29,5±15,3
	>0,05

	
	T5
	31,7±14,9
	33,5±12,6
	>0,05

	
	T5-T0+
	6,84±7,40c
	6,69±4,26c
	>0,05

	Kẽm 

(µg/dL)
	T0
	60,6±10,7
	63,5±12,3
	<0,05

	
	T5
	65,6±14,3
	69,6±14,1
	<0,01

	
	T5-T0+
	12,76±11,86c
	11,92±10,11c
	>0,05


T0: bắt đầu và T5: sau 5 tháng nghiên cứu; 

+: Số liệu dạng trung bình nhân

c: p<0,001 giữa T0 và T5 cùng nhóm (t-test ghép cặp)
Số liệu trong bảng 3.19 cho thấy nồng độ Hb, Retinol và Kẽm huyết thanh tại thời điểm sau 5 tháng can thiệp đều có sự gia tăng rõ rệt (p<0,001) so với thời điểm T0 cho cả 2 nhóm nghiên cứu: nhóm Chứng tăng trung bình  8,37g/L,  6,84 µg/dL), và 12,76 µg/dL), tương ứng với Hb, retinol, và kẽm huyết thanh; trong khi nhóm Synbiotic tăng được 9,4g/L; 6,69 µg/dL) và 11,92µg/dL tương ứng.
Khi so sánh sự gia tăng giữa 2 nhóm nghiên cứu Chứng và Synbiotic,  không thấy có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) cho cả 3 chỉ số  Hemoglobin, retinol và kẽm huyết thanh tại các thời điểm can thiệp.
3.3.2. Tác động của can thiệp đến thay đổi nồng độ Hemoglobin và một số vi chất theo nhóm tuổi và theo giới tính

Bảng 3.20. Gia tăng nồng độ vi chất giữa 2 thời điểm (T5-T0) theo nhóm tuổi
	Chỉ số/ Nhóm tuổi
	Nhóm Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p
 (Welch test)

	Hemoglobin

(g/L)
	25-30 tháng
	4,95±1,27
	6,11±1,11
	>0,05

	
	31-36 tháng
	3,20±0,92N
	4,80±1,04N
	>0,05

	Retinol

(µg/dL)
	25-30 tháng
	3,51±1,04
	4,71±0,91
	>0,05

	
	31-36 tháng
	2,29±0,79N
	4,41±0,75N
	>0,05

	Kẽm

(µg/dL)
	25-30 tháng
	3,52±1,62
	5,54±1,74
	>0,05

	
	31-36 tháng
	2,78±1,65N
	5,94±1,51N
	>0,05


Số liệu: 
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± SEM, được tính bằng T5-T0; T0: bắt đầu và T5 thời điểm 5 tháng 
N, p>0,05 với nhóm 25-30 tháng (cùng nhóm nghiên cứu) 
Bảng 3.20 dưới đây cho thấy sự gia tăng về các nồng độ Hb, retinol, kẽm huyết thanh theo nhóm tuổi của trẻ giữa 2 thời điểm bắt đầu và kết thúc 5 tháng can thiệp, tính theo 2 nhóm can thiệp khác nhau: 

- Khi so sánh giữa 2 nhóm can thiệp (Chứng và Synbiotic), với cùng nhóm tuổi, trẻ ở nhóm Synbiotic có xu hướng tăng nhiều hơn nhóm Chứng với cả 3 chỉ số, tuy nhiên sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

- Khi so sánh giữa 2 nhóm tuổi (25-30 và 31-36 tháng tuổi) trong cùng một nhóm can thiệp: cũng không thấy sự khác biệt có ý nghĩa (p>0,05) với cả 3 chỉ số Hb, retinol, kẽm huyết thanh.
Bảng 3.21. Sự gia tăng nồng độ vi chất giữa 2 thời điểm (T5-T0) theo giới tính
	Chỉ số / Giới tính
	Nhóm Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p
(Welch test)

	Hemoglobin

(g/L)
	Trai
	4,71±0,87
	5,75±0,99
	>0,05

	
	Gái
	2,65±1,34N
	5,65±1,18N
	>0,05

	Retinol 

(µg/dL)
	Trai
	2,34±0,81
	4,44±0,69
	>0,05

	
	Gái
	3,47±1,01N
	4,50±0,97N
	>0,05

	Kẽm 

(µg/dL)
	Trai
	3,84±1,49
	4,56±1,33
	>0,05

	
	Gái
	2,59±2,03N
	7,68±1,87N
	>0,05


Số liệu: 
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± SEM, được tính bằng T5-T0; T0: bắt đầu và T5: 5 tháng 
N, p>0,05 với trẻ trai cùng nhóm nghiên cứu
Bảng 3.21 dưới đây cho thấy sự gia tăng về các chỉ số  Hb, retinol, kẽm huyết thanh giữa 2 thời điểm bắt đầu và kết thúc 5 tháng can thiệp, tính theo giới cho 2 nhóm can thiệp khác nhau: 

- Khi so sánh ngang giữa 2 nhóm can thiệp (Chứng và Synbiotic), cả trẻ trai và trẻ gái ở nhóm Synbiotic có xu hướng tăng nhiều hơn về cả 3 chỉ số so với nhóm Chứng, tuy sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05).  

- Khi so sánh giữa 2 nhóm trẻ trai và trẻ gái trong cùng một nhóm can thiệp: cũng không thấy sự khác biệt có ý nghĩa (p>0,05) với cả 3 chỉ số Hb, retinol, kẽm huyết thanh, cho cả nhóm Chứng và nhóm synbiotic.
3.3.2. Hiệu quả của can thiệp trên những trẻ thiếu vi chất, đến tỷ lệ thiếu máu, thiếu vitamin A, thiếu kẽm

Bảng 3.22. Gia tăng (T5-T0) nồng độ Hb, retinol và Kẽm huyết thanh trên trẻ bị thiếu hoặc không thiếu vi chất khi bắt đầu can thiệp
	Chỉ số
	Giới
	Nhóm Chứng
	Nhóm Synbiotic
	p
(Welch test)

	Hemoglobin

(g/L)
	Không thiếu
	2,41±0,89
	3,25±0,81
	>0,05

	
	Thiếu máu
	8,91±1,04c
	8,90±1,47b
	>0,05

	Retinol

(µg/dL)
	Không thiếu
	2,19±0,65
	3,89±0,61
	>0,05

	
	Thiếu A
	7,92±1,76b
	8,01±1,16c
	>0,05

	Kẽm

(µg/dL)
	Không thiếu
	-1,05±2,21
	2,13±1,85
	>0,05

	
	Thiếu kẽm
	6,24±2,88b
	8,58±1,24b
	>0,05


 Số liệu biểu thị bằng 
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± SEM, được tính bằng T5-T0;

 T0: bắt đầu và T5 thời điểm 5 tháng 
 b, p<0,01; c, p<0,001  với nhóm không bị thiếu tại T0 (cùng nhóm nghiên cứu) 

Bảng 3.22 cho thấy sự gia tăng về nồng độ của các chỉ số Hb, retinol, kẽm huyết thanh giữa 2 thời điểm bắt đầu và kết thúc 5 tháng can thiệp, tính theo những trẻ bị thiếu vi chất hoặc không thiếu thiếu vi chất tại thời điểm bắt đầu can thiệp, cho 2 nhóm can thiệp (Chứng và Synbiotic) khác nhau: 

- Khi so sánh ngang giữa 2 nhóm Chứng và Synbiotic, cho các  nhóm thiếu hoặc thiếu với cả 3 chỉ số Hb, retinol, kẽm huyết thanh, không thấy sự khác biệt  có ý nghĩa thống kê (p>0,05).  

- Khi so sánh theo cột dọc, giữa 2 nhóm trẻ thiếu vi chất hoặc không thiếu vi chất trong cùng một nhóm can thiệp tại thời điểm khi bắt đầu nghiên cứu: nồng độ cả 3 vi chất đều tăng cao hơn rõ rệt (gấp 3 - 4 lần), có ý nghĩa (p<0,01 hoăc p<0,001), ở nhóm thiếu vi chất.
Bảng 3.23. Ảnh hưởng của can thiệp đến tỷ lệ thiếu vi chất
	Chỉ số/ Thời điểm
	Nhóm Chứng (n=168)
	Synbiotic (n=145)
	OR

(95% CI)
	p

((2 test)

	
	n
	%
	n
	%
	
	

	Thiếu máu

(Hb<110g/L)
	T0
	46
	27,4
	39
	26,9
	0,82

(0,38-1,77)
	0,761

	
	T5
	23
	13,7
	16
	11,0
	
	

	Thiếu vit. A

(Ret<10 µg/dL)
	T0
	15
	8,9
	15
	10,3
	0,17

(0,03-0,86)
	0,045

	
	T5
	12
	7,1
	2
	1,4
	
	

	Thiếu kẽm

(Zn<65µg/dL)
	T0
	120
	71,4
	85
	58,6
	0,81

(0,53-1,23)
	0,390

	
	T5
	108
	64,3
	62
	42,8
	
	


T0: bắt đầu, T5: tại 5 tháng nghiên cứu;
Số liệu tại bảng 3.23 về thay đổi tỷ lệ thiếu máu, thiếu vitamin A, thiếu kẽm giữa 2 thời điểm trước và sau can thiệp 5 tháng của 2 nhóm nghiên cứu:

- Về số liệu thô: cả 2 nhóm đều giảm tỷ lệ thiếu vi chất so với trước can thiệp, tuy nhiên tại thời điểm 5 tháng vẫn còn một tỷ lệ đáng kể bị thiếu vi chất: 11-13 % thiếu máu; 1,4-7% thiếu vitaminA, và 42,8-64,3% bị thiếu kẽm. Nhóm trẻ sử dụng Synbiotic có xu hướng giảm tỷ lệ thiếu vi chất nhiều hơn nhóm Chứng.

- Khi tính toán theo chỉ số OR, kết quả cho thấy: nhóm Synbiotic giảm được 18% nguy cơ thiếu máu (OR=0,82); giảm 83% nguy cơ thiếu vitamin A (OR= 0,17); giảm 19% nguy cơ thiếu kẽm (OR=0,81) so với nhóm Chứng; Tuy nhiên, nguy cơ giảm có ý nghĩa thống kế chỉ được thấy với tỷ lệ thiếu vitamin A (p<0,05), không có sự khác biệt có ý nghĩa với 2 chỉ số còn lại là thiếu máu và thiếu kẽm.

3.4. Hiệu quả của sữa bổ sung Synbiotic đối với tình trạng IgA huyết thanh và IgA trong phân của trẻ

3.4.1. Hiệu quả của bổ sung đến nồng độ IgA huyết thanh

Bảng 3.24. Nồng độ IgA huyết thanh (
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± SD) trước và sau can thiệp
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm chứng (n=168) 
	Nhóm Synbiotic (n=145) 
	p
(Welch test)

	IgA huyết thanh (mg/mL)
	T0
	55,65 ± 17,82
	55,81 ± 17,52
	>0,05

	
	T5
	57,45 ± 17,92
	62,83 ± 18,51           
	<0,01

	
	T5-T0+
	8,73 ± 7,52c
	12,37 ± 9,74c
	<0,001


T0: bắt đầu, T5: tại 5 tháng nghiên cứu;  
+: Số liệu dạng Trung bình nhân
c: p<0,001 giữa T0 và T5 (t-test ghép cặp);
Bảng 3.24 cho thấy nồng độ IgA huyết thanh trung bình tại T0 của nhóm Synbiotic là 55,81 ± 17,52 mg/dL và của nhóm Chứng là 55,69 ± 17,82 mg/dL, sự khác biệt không có ý nghĩa (p>0,05).
- Sau 5 tháng, nồng độ IgA của cả 2 nhóm đều tăng cao hơn có ý nghĩa so với thời điểm trước can thiệp: nhóm chứng tăng trung bình 8,73 mg/ml (p<0,001); nhóm Synbiotic tăng trung bình 12,37 mg/ml (p<0,001) so với thời điểm T0 (bảng 3.24).

- Nhóm Synbiotic có chỉ số IgA tăng cao hơn rõ rệt (p<0,001) so với  nhóm Chứng (tăng 12,37 ở nhóm Synbiotic so với 8,37 mg/mL ở nhóm Chứng). 

- So sánh sự chệnh lệch về gia tăng giữa 2 nhóm can thiệp, hiệu quả gia tăng IgA ở nhóm Synbiotic cũng tốt hơn có ý nghĩa (p<0,001) so với nhóm Chứng.

Bảng 3.25. Thay đổi IgA (mg/ml) trong huyết thanh (T5-T0) theo nhóm tuổi và theo giới
	
	Nhóm chứng (n=168) 
	Nhóm Synbiotic (n=145) 
	p

(Welch test)

	Nhóm tuổi
	25-30 tháng
	-1,15 ± 1,79
	6,01 ± 1,41
	<0,01

	
	31-36 tháng
	3,81 ± 1,48N
	7,21 ± 1,34N          
	>0,05

	Giới tính
	Trẻ trai
	1,91± 1,43
	7,61± 1,23
	<0,01

	
	Trẻ gái
	3,71± 1,93N
	5,55± 1,59N
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng 
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± SEM, được tính bằng giá trị T5-T0;

N, p>0,05 với nhóm 25-30 tháng, hoặc giữa trẻ gái với trẻ trai cùng nhóm
Bảng 3.25 cho thấy sự gia tăng nồng độ IgA huyết thanh tính theo nhóm tuổi và giới tính của trẻ: 

- Theo nhóm tuổi: gia tăng nồng độ IgA huyết thanh có xu hướng tăng lên khi tuổi lớn dần cho cả 2 nhóm nghiên cứu, tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

- Khi so sánh ngang theo từng nhóm tuổi giữa nhóm Chứng và nhóm Synbiotic, kết quả cho thấy nhóm tuổi 25-30 tháng của nhóm Synbiotics tăng IgA tốt hơn nhóm Chứng một cách có ý nghĩa (nhóm Synbiotic tăng 6,01mg/ml, trong khi nhóm Chứng giảm 1,15 mg/ml; p<0,01).

- Tính theo giới tính, trẻ trai của nhóm Synbiotic cũng tăng nồng độ IgA huyết thanh tốt hơn so với trẻ trai của nhóm Chứng (+7,61 mg/l ở nhóm Synbiotic với 1,91m/l ở nhóm Chứng, p<0,01); trong khi không thấy sự khác biệt ở trẻ gái khi so sánh gữa nhóm Chứng và nhóm Synbiotic.
- So sánh sự thay đổi theo giới tính của cùng 1 nhóm can thiệp, cũng không thấy có sự khác biệt có nghĩa (p>0,05) về sự gia tăng nồng độ IgA huyết thanh giữa trẻ trai và trẻ gái. 
3.4.2. Sự thay đổi nồng độ IgA trong phân tại các thời điểm

Bảng 3.26. Nồng độ IgA trong phân tại T0, T2,5 và T5
	Chỉ số
	Thời điểm
	Nhóm chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p
(Welch test)

	IgA trong phân (mg/g)
	T0
	297,5(256-339)
	270,3(229-311)
	>0,05

	
	T2,5
	108,2 (87–130)c
	135,2(106-165)c
	>0,05

	
	T5
	98,3(83-114)c
	115,7(95-136)c
	>0,05

	
	T5-T0+
	-195±12,5
	-147±12,5
	<0,01


Số liệu=Median (95%CI), hoặc + Trung bình nhân & SEM
 
T0: bắt đầu, T2,5: sau 2,5 tháng; T5: tại 5 tháng nghiên cứu;
c: p<0,001 giữa T0 và T5 (t-test ghép cặp);
Bảng 3.26 và biểu đồ 3.3 cho thấy tại thời điểm T0 nồng độ IgA trong phân của hai nhóm là tương đương nhau (p>0,05).

Sau 2,5 và 5 tháng can thiệp, nồng độ IgA trong phân của 2 nhóm giảm dần một cách rõ rệt (từ 297,5 mg/g xuống 108,2g/mg, p<0,001 với nhóm Chứng; từ 270,3g/mg xuống 135,2g/mg ở nhóm Synbiotic, p<0,001). Nồng độ IgA của nhóm Synbiotic vẫn có xu hướng cao hơn so với nhóm Chứng.
Nhưng sau 5 tháng can thiệp, nồng độ IgA trong phân của 2 nhóm lại vẫn tiếp tục giảm một cách có ý nghĩa (p<0,001). Kết quả là sự chênh lệch về nồng độ IgA trong phân giữa 2 thời điểm T0 và T5 có sự khác biệt ý nghĩa giữa 2 nhóm (p<0,01), với ưu thế (+48 mg/g) thuộc về nhóm Synbiotic.
Khác với giá trị tuyệt đối của IgA trong phân tại 2 thời điểm T0 và T5, sự chênh lệch về nồng độ IgA trong phân giữa 2 thời điểm T0 và T5 (T5 - T0) lại cho thấy có sự khác biệt giữa 2 nhóm. Nhóm Synbiotic giảm nồng độ IgA trong phân là 147 mg/g phân, ít hơn so với nhóm Chứng (giảm 195mg/g phân), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,01).
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Biểu đồ 3.3. Nồng độ IgA trong phân tại 3 thời điểm nghiên cứu
Bảng 3.27 cho thấy hiệu quả của bổ sung sản phẩm có Synbiotíc đến gia tăng nồng độ IgA trong phân, chia theo 2 nhóm tuổi khác nhau, cũng như theo giới tính trẻ trai và trẻ gái.

Bảng 3.27. Thay đổi IgA trong phân (T5-T0) theo nhóm tuổi và giới của các đối tượng nghiên cứu
	
	Nhóm chứng 
	Nhóm Synbiotic 
	p
(Welch test)

	Nhóm tuổi
	25-30 th
	-215,2±18,5
	-172,6±16,9
	>0,05

	
	31-36 th
	-175,4±17,2N
	-132,5±19,6N
	>0,05

	Giới tính
	Trẻ trai
	-203,5±18,7
	-158,9±17,7
	>0,05

	
	Trẻ gái
	-185,4± 16,2N
	-139,7±16,4N
	>0,05


Số liệu biểu thị bằng 
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± SEM, được tính bằng giá trị T5-T0;

N, p>0,05 với nhóm  25-30 tháng, hoặc giữa trẻ gái với trẻ trai cùng nhóm

So sánh giữa 2 nhóm tuổi: một xu hướng chung là nồng độ IgA trong phân giảm nhiều hơn ở nhóm tuổi trẻ (25-30 tháng tuổi) so với nhóm tuổi lớn hơn (31-36 tháng tuổi), tức là xu hướng giảm IgA trong phân chậm dần khi trẻ lớn dần, khác biệt gia tốc giảm giữa 2 nhóm tuổi khoảng 20-25%. 

Nhóm Synbiotic cũng có tốc độ giảm IgA trong phân ít hơn nhóm Chứng, sự chênh lệch khoảng 25-30%, tuy sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

3.5. Hiệu quả can thiệp đối với bệnh tiêu chảy và nhiễm khuẩn hô hấp

3.5.1. Hiệu quả can thiệp đối với bệnh tiêu chảy 

Bảng 3.28. Số đợt và số ngày mắc bệnh tiêu chảy trung bình trong thời gian can thiệp
	Chỉ số
	Nhóm chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p
(Welch test)

	Số đợt mắc bệnh/ 1 trẻ/ 5 tháng
	0,8±0,7
	0,6±0,7
	<0,01

	Số ngày mắc trung bình / 1 đợt mắc
	2,6±2,3
	2,1±1,9
	<0,05

	Số ngày mắc trung bình / 1 trẻ/5 tháng
	2,1± 2,2
	1,3±1,4
	<0,01


Số liệu = X±SD
Bảng 3.28. cho thấy số đợt mắc bệnh tiêu chảy  trong 5 tháng/ 1 trẻ ở  nhóm Synbiotic là 0,6 đợt, thấp hơn có ý nghĩa (p<0,01) so với nhóm chứng (0,8 đợt/trẻ).
Tương tự, số ngày mắc trung bình/ một đợt tiêu chảy, số ngày mắc bệnh trung bình/trẻ/5 tháng cũng thấp hơn có ý nghĩa (giảm 0,5 ngày/ 1 đợt mắc; p<0,05; và giảm 0,8 ngày/1 trẻ/5 tháng; p<0,01) ở nhóm Synbiotic so với nhóm đối chứng.
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Biểu đồ 3.4. Diến biễn số ngày mắc bệnh tiêu chảy theo thời gian (tháng) can thiệp
Biểu đồ 3.4 trình bày số ngày mắc bệnh tiêu chảy trung bình theo từng tháng của 2 nhóm nghiên cứu. Cả 2 nhóm đều có xu hướng giảm số ngày mắc bệnh trung bình vào những tháng cuối của quá trình can thiệp. 
Tuy nhiên, nhóm synbiotics có số ngày bị bệnh tiêu chảy trung bình giảm rõ rệt vào những tháng thứ 3 đến thứ 5 của nghiên cứu, giảm có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,05).
 Nhóm đối chứng có số ngày mắc trung bình dao động từ 0,45 đến 0,35 ngày/ 1 tháng/ 1 trẻ, trong khi nhóm Synbiotic có số ngày mắc trung bình là 0,19 đến 0,10 ngày trong 1 tháng/ trẻ.  

Kết quả bảng 3.29 cho thấy chưa có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) giữa 2 nhóm nghiên cứu về tỷ lệ những trẻ không bị tiêu chảy đợt nào, bị mắc 1 đợt trong 5 tháng can thiệp. 
Đáng chú ý là ở nhóm synbiotic, tỷ lệ trẻ bị tiêu chảy 2 đợt, > 2 đợt chiếm 6,2%; 2,7%, có xu hướng thấp hơn so với nhóm đối chứng (tỷ lệ mắc là 13,79% với mắc 2 đợt và 6,5% với số đợt mắc trên 2).
Bảng 3.29. So sánh số đợt mắc bệnh tiêu chảy theo trong 5 tháng
	Số đợt mắc tiêu chảy
	Nhóm chứng

(n=168)
	Nhóm Synbiotic

(n=145)
	p

(χ2, Fisher test)

	Không bị đợt nào
	77 (45,8%)
	84 (57,9%)
	>0,05

	1 đợt bị tiêu chảy
	48 (28,5%)
	46 (31,7%)
	>0,05

	2 đợt bị tiêu chảy
	23 (13,7%)
	9 (6,2%)
	>0,05

	> 2 đợt bị tiêu chảy
	11 (6,5%)
	4 (2,7%)
	>0,05

	Tiêu chảy kéo dài (≥14 ngày/ đợt) 
	9 (5,4%)
	2(1,4%)
	>0,05


* Số liệu biểu thị bằng n (%)

Bảng 3.29 cũng chỉ ra tỷ lệ mắc tiêu chảy kéo dài >3 ngày/ đợt cũng có xu hướng nhiều hơn ở nhóm đối chứng (5,4%) so với nhóm Synbiotics (1,4%) tuy sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05).
Chỉ số nguy cơ RR cho thấy nhóm Synbiotic có nguy cơ mắc tiêu chảy 2 lần, >2 đợt và tiêu chảy kéo dài đều giảm hơn so với nhóm chứng, với RR lần lượt là 0,5; 0,4 và 0,3 tức là giảm 50%; 60% và 70%, theo thứ tự.

3.5.2. Hiệu quả can thiệp đối với bệnh nhiễm khuẩn hô hấp

Bảng 3.30. Số lần, số ngày mắc bệnh NKHH / 5 tháng can thiệp 
	Các chỉ số
	Nhóm chứng (n=168)
	Nhóm Synbiotic (n=145)
	p
(t-test)

	Số lần mắc bệnh / 1 trẻ/ 5 tháng
	0,6±0,7
	0,5±0,6
	>0,05

	Số ngày mắc  / 1 lần mắc
	3,4±2,5
	2,9±2,3
	>0,05

	Số ngày mắc / 1 trẻ/5 tháng
	2,1± 2,5
	1,5± 1,8
	<0,05


Số liệu = X±SD

Kết quả tại bảng 3.30 cho thấy, nhóm bổ sung Synbiotic có số lần mắc trung bình/ trẻ/ 5 tháng là 0,5 lần, nhóm chứng là 0,6 lần; tương tự, số ngày mắc trung bình/ 1 lần bị bệnh là 2,9 ngày ở nhóm Synbiotic và 3,4 ngày/lần ở nhóm đối chứng (p=0,063).
Kết quả nghiên cứu chưa cho thấy sự khác biệt rõ rệt (p>0,05) cả về số lần mắc trung bình/ trẻ trong 5 tháng can thiệp cũng như số ngày trung bình trong 1 lần bị bệnh giữa 2 nhóm nghiên cứu (p>0,05). Sự khác biệt chỉ thấy rõ (p<0,05) khi biểu hiện bằng tổng số ngày mắc/ 1 trẻ/ 5 tháng nghiên cứu, với ưu thế thuộc về nhóm có bổ sung Synbiotics.
Bảng 3.31. Tỷ lệ mắc NKHH trên và dưới trong 5 tháng can thiệp
	
	Nhóm chứng (n=168) 
	Nhóm Synbiotic (n=145) 
	P

(Fisher, χ2 test)

	
	n
	%
	n
	%
	

	NKHH trên
	77
	45,8
	52
	35,8
	>0,05

	NKHH dưới
	15
	8,9
	2
	1,4
	>0,05


Tỷ lệ mắc NKHH trên ở nhóm Synbiotíc là 35,8%, thấp hơn so với nhóm Chứng (45,8%). Tương tự, tỷ lệ mắc NKHH dưới là 1,4% ở nhóm Synbiotic, thấp hơn so với nhóm Chứng (tỷ lệ mắc là 8,8%).

Khi tính toán theo nguy cơ mắc bệnh (RR - Relative Risk) của nhóm sử dụng sản phẩm Synbiotic so với nhóm Chứng, nhóm Synbiotic có xu hướng giảm 32% nguy cơ mắc NKHH trên (RR=0,78) và giảm 85% nguy cơ NKHH dưới (RR=0,15) so với nhóm chứng, tuy nhiên sự khác biệt giữa 2 nhóm chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

CHƯƠNG 4.

BÀN LUẬN 
Kết quả nghiên cứu của đề tài đã chỉ ra rằng sử dụng sản phẩm dinh dưỡng giàu hỗn hợp probiotic và prebiotic (synbiotics) có tác dụng cải thiện các chỉ số nhân trắc của trẻ như cân nặng, chiều cao cũng như các chỉ số Z-score của trẻ tốt hơn so với nhóm đối chứng. Nhóm trẻ sử dụng sản phẩm có synbiotic cũng được cải thiện tốt hơn về tình trạng vi chất dinh dưỡng, tình trạng miễn dịch, giảm số lần và số ngày mắc bệnh tiêu chảy trong thời gian 5 tháng can thiệp so với nhóm đối chứng sử dụng sản phẩm dinh dưỡng không có probiotic và prebitotic.

4.1. Về hiệu quả bổ sung synbiotic đến cải thiện các chỉ số nhân trắc ở trẻ

Cân nặng và chiều cao của trẻ là các chỉ số cực kỳ quan trọng đánh giá nhân trắc dinh dưỡng. Theo đánh giá khi bắt đầu can thiệp, chỉ số WHZ của trẻ là bình thường, Z score cân nặng và chiều cao theo tuổi nằm ở giới hạn 1SD dưới ngưỡng trung bình của tiêu chuẩn WHO, chưa thuộc mức SDD thể nhẹ cân hoặc thể thấp còi, mà chỉ ở mức có nguy cơ. Như vậy can thiệp dinh dưỡng làm tăng chỉ số cân nặng, chiều cao cũng như các chỉ số Z score đã chứng tỏ hiệu quả dương tính của can thiệp với cộng đồng có nguy cơ này. Hơn nữa so với nhóm đối chứng, cân nặng và chiều cao, cũng như các chỉ số Z score của nhóm synbiotic đều tăng hơn sau 5 tháng can thiệp.

Hiệu quả của bổ sung sản phẩm dinh dưỡng có probiotic hoặc prebiotic hoặc kết hợp probiotic và prebiotics đến sự tăng trưởng của trẻ nhỏ được quan tâm nhiều trong những năm gần đây. Kết quả của một số nghiên cứu thăm dò trên đối tượng trẻ nhỏ từ 24-36 tháng tuổi cho thấy probiotic và prebiotic có tác dụng cải thiện các chỉ số nhân trắc của trẻ. Nghiên cứu của chúng tôi đánh giá hiệu quả của bổ sung sản phẩm có chứa Synbiotic trên đối tượng 25-36 tháng tuổi trong 5 tháng đã cho thấy:
Về chỉ tiêu cân nặng và chiều cao: Khi bắt đầu can thiệp (T0) số liệu bảng 3.11 cho thấy không có sự khác biệt ý nghĩa giữa 2 nhóm với cả cân nặng và chiều cao (p>0,05). Sau 2,5 tháng can thiệp cân nặng và chiều cao của cả hai nhóm đều đã được cải thiện ý nghĩa, thời điểm giữa kỳ can thiệp (p<0,05). Tuy nhiên, đã bắt đầu có sự gia tăng tốt hơn về hai chỉ số cân nặng và chiều cao của nhóm Synbiotic so với nhóm chứng (p<0,01). Nhưng sau 5 tháng, cả cân nặng và chiều cao của hai nhóm đều tăng lên có ý nghĩa so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu (t-test ghép cặp). Tuy nhiên mức tăng cân nặng và chiều cao của nhóm trẻ được bổ sung Synbiotic cao hơn có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng (p<0,01, t-test). 

So sánh với nghiên cứu theo dõi theo chiều dọc về TTDD của trẻ em từ sơ sinh đến 60 tháng tuổi tại Hà Nội của Lê Thị Hợp [35], [161] cho thấy: ở độ tuổi 18-36 tháng, mức tăng chiều cao trung bình cho 1 tháng là 0,75 cm và mức tăng cân nặng trung bình cho một tháng là 0,17 kg. Như vậy mức tăng chiều cao trung bình trong 5 tháng là 3,75 cm và mức tăng cân nặng trung bình trong 5 tháng là 0,85 kg. Kết quả của chúng tôi cho thấy, mức tăng cân nặng trung bình của cả hai nhóm sau 5 tháng can thiệp là 0,69±0,62 ở nhóm chứng và 1,04±0,63 ở nhóm can thiệp tương đương với nghiên cứu của Lê Thị Hợp. Mức tăng chiều cao trung bình của hai nhóm sau 5 tháng can thiệp là 4,81±1,16 cao hơn so với nghiên cứu của Lê Thị Hợp.
Có thể so sánh sự cải thiện cân nặng của trẻ trong nghiên cứu này với một số nghiên cứu bổ sung vi chất khác tại Việt Nam gần đây như sau:

Bảng 4.1. So sánh sự cải thiện cân nặng của trẻ trong nghiên cứu này với một số nghiên cứu bổ sung vi chất khác tại Việt Nam
	Tác giả
	Can thiệp
	Tuổi
	Tăng cân (kg)

	Chúng tôi
	Sản phẩm có probiotic và prebiotic (n=313)
	25-36 tháng
	1,04±0,63

	N.T.Danh [162]
	Bổ sung kẽm (n=128)
	6-36 tháng
	1,27±0,2

	N.T.Hà [48]
	Bổ sung sprinkle đa vi chất (n=130)
	6-36 tháng
	1,33±0,14

	T.T.Huân [163]
	Bánh qui tăng cường vi chất (n=77)
	6-9 tuổi
	1,4±0,7


Theo các dữ liệu trên, các nghiên cứu bổ sung kẽm đơn độc hoặc đa vi chất hay bánh được tăng cường đa vi chất đều có tác dụng cải thiện cân nặng của trẻ, tuy mức cải thiện này ở các nghiên cứu là khác nhau. Nghiên cứu của Trần Thị Huân, Nguyễn Thanh Hà có mức tăng cân nặng tốt hơn chúng tôi, điều này có thể do sự khác nhau về TTDD của trẻ trước khi can thiệp và độ tuổi của trẻ là khác nhau (nghiên cứu của Trần Thị Huân là trên học sinh tiểu học, nghiên cứu của Nguyễn Thanh Hà là trên trẻ bị suy dinh dưỡng chiều cao theo tuổi).

 Mức tăng chiều cao trung bình của hai nhóm là 4,81±1,16 cm. Mức gia tăng này cao hơn so với nghiên cứu của Trần Thị Huân và thấp hơn nghiên cứu của Nguyễn Thanh Hà. 

Có thể so sánh mức tăng chiều cao của hai nhóm với các tác giả khác như trong bảng sau:

Bảng 4.2. So sánh mức tăng chiều cao của hai nhóm với kết quả nghiên cứu của một số tác giả khác tại Việt Nam
	Tác giả
	Can thiệp
	Tuổi
	Tăng cao (cm)

	Chúng tôi
	Sản phẩm dinh dưỡng có probiotic và prebiotic (n=313)
	25-36 tháng
	4,81±1,16

	N.T. Danh [162]
	BS kẽm (n=128)
	6-36 tháng
	4,93±0,12

	N.T. Hà [48]
	BS sprinkle đa vi chất (n=130)
	6-36 tháng
	4,89±0,1

	T.T. Huân [163]
	Bánh qui tăng cường đa vi chất 

(n= 77)
	6-9 tuổi
	3,6±1,5


Có được sự cải thiện chiều cao này là do trong nghiên cứu của chúng tôi cả hai nhóm trẻ đều được bổ sung hai bữa sản phẩm/ngày với tổng số là 400 ml, và hầu hết các trẻ đều uống đủ 90% số bữa và ít nhất là uống được 50% lượng sản phẩm/ một bữa. Ngoài việc trẻ được cung cấp thêm năng lượng và các chất dinh dưỡng như đạm, béo, chất bột (đáp ứng khoảng 1/3 nhu cầu của trẻ ở lứa tuổi này), trong sản phẩm còn được bổ sung thêm các vitamin và chất khoáng quan trọng. Hầu hết các vitamin và khoáng chất này tham gia vào hầu hết các phản ứng chuyển hóa của cơ thể, kích thích sự ngon miệng và tiêu hóa, do đó giúp trẻ ăn được nhiều hơn. Ngược lại, khi chế độ ăn được nhiều hơn và đầy đủ hơn lại làm tăng sự hấp thu các chất dinh dưỡng và các vi chất. Các vi chất này cũng ở hàm lượng đáp ứng được khoảng >50% nhu cầu của trẻ và cân đối với nhau, do đó chúng không ảnh hưởng tới khả năng hấp thu cũng như hoạt động sinh học trong cơ thể của nhau. Ngoài ra, trong nghiên cứu của chúng tôi thấy cả hai nhóm đều có sự cải thiện về nồng độ kẽm huyết thanh, mà kẽm đã được chứng minh là một vi chất có tác dụng điều hòa tổng hợp Insulin-like growth factor –I (là hormon kích thích sự tăng trưởng và phát triển) do đó giúp cải thiện cân nặng và chiều cao của trẻ [164],[165].

Về các chỉ số WHZ, HAZ, WAZ: 

Bên cạnh sự cải thiện về chiều cao, cân nặng, nghiên cứu của chúng tôi cũng cho thấy: Chỉ số HAZ: Sau 2,5 tháng can thiệp, giá trị HAZ trung bình của 2 nhóm đều có xu hướng tốt hơn so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu, tuy sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (bảng 3.12). Cũng như giá trị tuyệt đối về tăng chiều cao, giá trị HAZ-score trung bình chiều cao của nhóm Synbiotic tốt hơn so với HAZ-score trung bình chiều cao của nhóm chứng với p<0,01. Sau 5 tháng can thiệp cả hai nhóm đều có cải thiện về chỉ số HAZ so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu với p<0,05 ở nhóm chứng và p<0,01 ở nhóm Synbiotic (t-test ghép cặp), chứng tỏ sự phát triển chiều cao của hai nhóm đã bắt kịp tốc độ phát triển chiều cao của quần thể tham khảo. Tuy nhiên nhóm Synbiotic cải thiện tốt hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng với p<0,01 (t-test). Mức chênh chỉ số HAZ trước và sau nghiên cứu của nhóm Synbiotic là +0,39 đơn vị tốt hơn có ý nghĩa (p<0,001) so với nhóm chứng là +0,08. 

Chỉ số WHZ: Sau 2,5 tháng can thiệp chỉ số WHZ trung bình của cả hai nhóm lại có xu hướng giảm đi so với thời điểm bắt đầu nghiên cứu. Tuy nhiên, WHZ trung bình của nhóm Synbiotic vẫn cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,01) nhưng chưa thấy mức khác biệt chỉ số WHZ trung bình trước và sau 2,5 tháng can thiệp có ý nghĩa (p>0,05) của nhóm Synbiotic so với nhóm chứng. Sau 5 tháng, chỉ số WHZ vẫn có xu hướng giảm so với khi bắt đầu nghiên cứu. Điều này chứng tỏ cả hai nhóm chưa đuổi kịp tốc độ phát triển của quần thể tham khảo. Tuy nhiên, giá trị WHZ trung bình khi kết thúc can thiệp của nhóm Synbiotic vẫn cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,01). Điều này có thể giải thích là do cân nặng và chiều cao của nhóm Synbiotic tăng cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng vì vậy chỉ số WHZ giảm ít hơn.

Chỉ số WAZ: Sau 2,5 tháng chỉ số WAZ trung bình của nhóm synbiotic đã bất đầu được cải thiện và sự thay đổi này chỉ có ý nghĩa ở nhóm symbiotic (p<0,05). Tuy nhiên sự thay đổi giữa T2,5 và T0 chưa khác biệt giữa 2 nhóm (p>0,05). Sau 5 tháng nghiên cứu WAZ của nhóm Synbiotic tăng có ý nghĩa còn nhóm chứng lại giảm có ý nghĩa so với giá trị ban đầu. Điều này cho thấy cân nặng của nhóm Synbiotic đã bắt kịp cân nặng trung bình của quần thể tham khảo còn nhóm chứng tuy có cải thiện nhưng vẫn thấp hơn so với quần thể tham khảo. So sánh giá trị WAZ trung bình sau 5 tháng can thiệp đã thấy nhóm Synbiotic tốt hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng. Mức chênh trước và sau can thiệp của nhóm Synbiotic cũng tốt hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,05). 

So sánh với kết quả nghiên cứu của Nguyễn Thanh Hà [48], Dương Thị Tình [19] cho thấy có sự cải thiện cả ba chỉ số Z-score. Tuy nhiên, nghiên cứu bổ sung đa vi chất của Lê Thị Hợp [59], lại cho thấy bổ sung đa vi chất không có tác dụng cải thiện các chỉ số Z-score. 
Một số nghiên cứu hiệu quả của L.casei lên tăng trưởng cũng đã được tiến hành trong khu vực và trên thế giới. Nghiên cứu lâm sàng mù kép có đối chứng tại Indonesia trong 6 tháng trên trẻ em vùng kinh tế - xã hội nghèo cho thấy nhóm uống sữa calci bổ sung Lactobacillus reuteri (5x108 cfu/ngày) có gia tăng trung bình các chỉ số cân nặng và chiều cao, còn nhóm uống sữa bổ sung L.casei (5x108 cfu/ngày) chỉ tăng cân nặng ở mức trung bình nhưng không tăng chiều cao. Một nghiên cứu tại Hà Lan, trên 126 trẻ sơ sinh được bổ sung prebiotic và probiotics, 0,24g prebiotic galacto-oligosaccharides/100 ml sữa và 1x107 cfu B.animalis ssp. lactis/g (Bifidobacterium BB12) và 1x107 cfu L. paracasei ssp. paracasei/g (L. casei CRL-431), cũng cho thấy sau 6 tháng không có khác biệt giữa hai nhóm về các chỉ số WAZ và HAZ (0,1 so với 0,17; 0,51 so với 0,50, theo thứ tự) cũng như không có khác biệt về mức tăng cân nặng và chiều cao tuyệt đối (4152 g và 17,7 cm so với 4282 g và 17,3 cm, theo thứ tự) 
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[162], [166], [167]
. 
Những phân tích so sánh và bàn luận trên chứng tỏ, tuy các can thiệp bổ sung có thể cho thấy sự cải thiện chiều cao và cân nặng, nhưng không phải nghiên cứu nào cũng đạt được sự cải thiện về chỉ số Z-score chiều cao và cân nặng.

Về tỷ lệ suy dinh dưỡng: Sau 5 tháng can thiệp, tỷ lệ suy dinh dưỡng thể còi (chiều cao theo tuổi thấp) của hai nhóm đều giảm (nhóm Synbiotic giảm từ 24,8% xuống còn 22,1%, nhóm chứng lại gần như giữ nguyên 25,6%). Như vậy can thiệp bổ sung Synbiotic đã góp phần thay đổi tích cực về chiều cao của trẻ 25 - 36 tháng tuổi với p<0,05 (χ2 test).

Nghiên cứu của Đỗ Thị Hòa và cộng sự trên trẻ em tiểu học được ăn bánh bích qui có bổ sung sắt và vitamin A cũng làm giảm đáng kể tỷ lệ SDD thấp còi ở nhóm can thiệp từ 33,9 % xuống còn 26,6 % sau 3 tháng và 19,6 % sau 6 tháng can thiệp [151]. Theo nghiên cứu của Nguyễn Thanh Hà trên trẻ 6-36 tháng tuổi được bổ sung đa vi chất (thành phần chính là vitamin A, sắt, kẽm) cũng có tác dụng làm giảm 29,3% SDD thấp còi độ I và 4% SDD thấp còi độ II sau 6 tháng can thiệp [48]. Một nghiên cứu khác trên trẻ em 6-24 tháng tuổi được bổ sung đa vi chất liều theo ngày hoặc theo tuần cũng cho thấy cải thiện tỷ lệ suy dinh dưỡng thấp còi so với thời điểm ban đầu sau 3 tháng can thiệp (chỉ số z scores chiều cao theo tuổi tăng lên 0,48 (p<0,001) ở nhóm được bổ sung hàng ngày và 0,37 (p<0,001) ở nhóm được bổ sung hàng tuần) [63]. 

Nghiên cứu của chúng tôi cho thấy tỷ lệ SDD cân nặng theo chiều cao và cân nặng theo tuổi giảm không đáng kể ở nhóm Synbiotic và tăng lên ở nhóm chứng. Khi bắt đầu nghiên cứu, tỷ lệ SDD cân nặng theo tuổi và SDD cân nặng theo chiều cao của nhóm chứng và nhóm Synbiotic khác nhau không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Khi kết thúc nghiên cứu, tỷ lệ SDD của nhóm chứng tăng từ 11,3% lên 12,5%, trong khi ở nhóm Synbiotic tỷ lệ SDD giảm từ 9,1% xuống còn 7,6%. Tỷ lệ SDD gầy còm của nhóm Synbiotic từ 0,7% giảm xuống không còn trẻ nào, trong khi ở nhóm chứng lại tăng từ 2,4 % lên 3,6%. Tuy nhiên, sự khác biệt về thay đổi về tỷ lệ 2 thể SDD này giữa hai nhóm cũng chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Điều này có thể lý giải thứ nhất là do ở thời điểm trước khi nghiên cứu số trẻ bị suy dinh dưỡng ở hai thể này quá thấp (SDD cân nặng theo chiều cao: của nhóm chứng là 4 và nhóm Synbiotic là 1; SDD cân nặng theo tuổi: nhóm chứng là 19 và nhóm Synbiotic là 13) do đó khó đánh giá được hiệu quả của bổ sung sản phẩm dinh dưỡng đến tỷ lệ SDD ở hai thể này. Thứ hai, do khoảng thời gian chúng tôi tiến hành nghiên cứu từ tháng 3 đến tháng 8 là mùa hè, nóng bức, trẻ có thể bị mất nước, thiếu nước, ăn uống kém ngon miệng và hay mắc các bệnh về nhiễm khuẩn tiêu hóa như tiêu chảy, do đó ảnh hưởng tới sự phát triển cân nặng của trẻ. Hơn nữa, mặc dù cả hai nhóm đều có sự cải thiện cân nặng và chiều cao nhưng ở nhóm chứng sự thay đổi này chưa đủ để trẻ thoát khỏi ngưỡng SDD. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng chỉ ra rằng, các chỉ số nhân trắc của nhóm Synbiotic cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng. Điều này có thể giải thích là: nhóm Synbiotic ngoài việc được bổ sung các chất dinh dưỡng như nhóm chứng còn được bổ sung thêm một hỗn hợp gồm probiotic (Lactobacillus Protectus, Lactobacillus Paracasei ST 11, Bifidobacterium Longum BB 536) và prebiotic (FOS và Inulin). Ðây là những vi khuẩn có ích và thức ăn của chúng, khi vào được đại tràng chúng sẽ cư trú, sinh sản và phát triển để thiết lập một hệ vi khuẩn chí bền vững. Chúng sẽ có tác dụng phân hủy và hấp thu nốt các thức ăn còn lại chưa được tiêu hóa và hấp thu. Ngoài ra Synbiotic này còn giúp hệ tiêu hóa hoạt động tốt hơn, giảm tỷ lệ tiêu chảy, táo bón cũng như bệnh tật của trẻ [12], [15] mà đây chính là một trong những nguyên nhân ảnh hưởng tới tình trạng dinh dưỡng của trẻ. Về sự cải thiện chiều cao của trẻ được bổ sung Synbiotic còn có thể được giải thích là do: prebiotics (inulin, oligofructose, FOS, galacto-oligosaccharide) và probiotc làm tăng hấp thu khoáng chất như canxi, magiê, điều này đã được chứng minh ở các nghiên cứu trên chuột [170] và các đối tượng khỏe mạnh [168],[169]. Một số cơ chế giải thích cho sự hấp thu các chất khoáng tăng lên là do độ pH trong lòng ruột giảm, do đó làm tăng khả năng hòa tan các khoáng chất [171], [172]. Ngoài ra trong một nghiên cứu trên động vật thí nghiệm, việc bổ sung FOS trong chế độ ăn uống đã chứng minh rằng sự tăng chiều dài các lông mao và chiều sâu của khe/nếp gấp niêm mạc dẫn tới làm tăng bề mặt hấp thu của niêm mạc ruột. Cơ chế của sự thay đổi trong cấu trúc niêm mạc có thể do sản xuất butyrate, chất này sẽ cung cấp năng lượng cho các tế bào niêm mạc phát triển. Một lý do nữa, có thể là sau khi được tiêu thụ FOS có tác dụng làm tăng sản xuất các protein gắn với canxi ở niêm mạc ruột do đó cũng làm tăng hấp thu can xi trong đại tràng [173].
Kết quả của chúng tôi phù hợp với một số nghiên cứu trước đây của Nguyễn Xuân Ninh và Dương Thị Tình khi bổ sung sữa có prebiotic (FOS + Inulin) và probiotic (Lactobacillus protectus, lactobacillus paracasei NCC2461 và Bifidobacteria) cho trẻ 18-36 tháng tuổi cũng cho thấy nhóm can thiệp được cải thiện chiều cao tốt hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng [19]. Nghiên cứu của Chouraqui và cộng sự [174] trên 284 trẻ sơ sinh khỏe mạnh đủ tháng từ ≤ 2-16 tuần tuổi được cho ăn sữa công thức ở nhóm chứng, 3 nhóm nghiên cứu được bổ sung sữa có Bifidobacterium longum BL999 (BL999) + Lactobacillus rhamnosus LPR (LPR), hoặc BL999 + g LPR + 4/L 90% galactooligosaccharide/10% chuỗi ngắn fructooligosaccharide (GOS/SCFOS), hoặc BL999 + Lactobacillus paracasei ST11 (ST11) + 4 g/L GOS/SCFOS trong thời gian 0-4 tháng. Kết quả cho thấy mức tăng cân trung bình của nhóm nghiên cứu là ±3,9 gam/ngày nhưng sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê so với nhóm chứng. Thay đổi chiều dài trung bình trong thời gian nghiên cứu không khác nhau giữa tất cả các nhóm nghiên cứu và nhóm chứng. So sánh về chỉ số Z-score cân nặng theo tuổi và chiều dài theo tuổi với chuẩn của WHO cho thấy chỉ số Z-score đã gần 0 ở mọi thời điểm trong quá trình nghiên cứu và không có sự khác biệt giữa các nhóm nghiên cứu. Nghiên cứu của Kaarina, bổ sung 4 loại probiotics (Lactobacillus rhamnosus GG và LC705, Bifidobacterium breve Bb 99 và Propionibacterium freudenreichii ssp shermanii) cho các bà mẹ mang thai 4 tuần trước khi sinh và con của các bà mẹ này cũng được bổ sung 4 loại probiotics tương tự cộng thêm 0,8 gam GOS trong 6 tháng sau khi sinh. Đánh giá tại thời điểm 6 tháng và 24 tháng sau khi can thiệp không thấy khác biệt có ý nghĩa thống kê về sự tăng cân nặng và chiều cao giữa nhóm can thiệp và nhóm chứng [4], [12]. 

Tuy nhiên, một nghiên cứu trên trẻ sơ sinh dưới 2 tháng tuổi được bổ sung sữa công thức chứa Lactobacillus rhamnosus GG hoặc sữa công thức được kiểm soát đến khi trẻ được 6 tháng tuổi cho thấy nhóm trẻ được nhận LGG phát triển tốt hơn, sự thay đổi cân nặng và chiều cao khi kết thúc can thiệp cao hơn có ý nghĩa so với nhóm nhận sữa công thức (0,44±0,37 so với 0,07±0,06, p<0,01 và 0,44±0,19 so với 0,07±0,06, p<0,005 theo thứ tự) [174]. Một nghiên cứu khác trên 624 trẻ từ 1 - 4 tuổi, được bổ sung sữa có prebiotic (2,4 gam/ ngày prebiotic oligosaccharides) và probiotic (1,9x10 cfu/ ngày probiotic Bifidobacteria HN019) trong thời gian 1 năm, nhóm chứng được uống sữa kiểm soát. Kết quả nghiên cứu cho thấy so với sữa không tăng cường, tiêu thụ sữa có tăng cường probiotic và prebiotic trong thời gian 1 năm làm tăng được 0,13 kg/năm (95% CI 0,03, 0,23, p = 0,02) [175].


Như vậy, tác dụng của probiotics và prebiotic đến sự thay đổi cân nặng và chiều cao vẫn còn chưa thống nhất, cơ chế làm tăng cân của probiotics còn chưa rõ ràng. Tác động đến sự tăng trưởng của probiotic và prebiotic có thể phụ thuộc vào liều lượng bổ sung và thời gian bổ sung. Ngoài ra, độ tuổi của đối tượng được can thiệp và chủng probiotics cũng là những yếu tố ảnh hưởng tới tác dụng của bổ sung đến các chỉ tiêu nhân trắc. Một số nghiên cứu cho thấy trẻ đủ tháng được bổ sung sữa có Lactobacillus rhamnosus GG giúp cải thiện sự tăng cân, nhưng bổ sung sữa có Bifidobacterium longeum, Bifidobacterium animalis subsp.lactic và Lactobacillus reuteri thì không thấy có tác dụng đến sự tăng cân. Ở trẻ đẻ non bổ sung trực tiếp Bifidobacterium breve có tác dụng cải thiện sự tăng cân nhưng Saccharomyces boulardii lại không quan sát thấy có tác dụng cải thiện cân nặng. Tình trạng dinh dưỡng và bệnh tật của trẻ cũng ảnh hưởng tới hiệu quả của bổ sung synbiotic. Một số tài liệu khuyến cáo không nên bổ sung probiotic cho đối tượng đang bị bệnh nhiễm khuẩn nặng hoặc suy dinh dưỡng cấp [4], [12], [176]. Trong một nghiên cứu bổ sung Synbiotic cho trẻ bị suy dinh dưỡng cấp tính nặng ở độ tuổi trung bình là 22 tháng. Sau khi điều trị ổn định tình trạng suy dinh dưỡng cấp tính, trẻ được phân bố ngẫu nhiên vào 2 nhóm, 1 nhóm được bổ sung Synbiotic, liều trung bình là 10(10) cfu hoặc hơn vi khuẩn sinh acid lactic mỗi ngày trong giai đoạn trung bình 33 ngày. Kết quả nghiên cứu cho thấy tác dụng điều trị suy dinh dưỡng tương tự nhau ở hai nhóm Synbiotic và nhóm chứng (53,9% và 51,3% [177].

4.2. Hiệu quả của bổ sung đến các chỉ số vi chất dinh dưỡng của trẻ

Nghiên cứu của chúng tôi đã sử dụng các chỉ số Hb đánh giá tình trạng thiếu máu, kẽm huyết thanh cho đánh giá tình trạng kẽm, retinol huyết thanh cho đánh giá tình trạng thiếu vitamin A. Ba chỉ số được chọn để đánh giá 3 loại thiếu vi chất điển hình, hiện vẫn đang là vấn đề sức khoẻ cộng đồng của nhóm tuổi này ở Việt Nam. Ba vi chất này có liên quan chặt chẽ tới sự phát triển thể lực, tới tình trạng thiếu vi chất dinh dưỡng, tới khả năng miễn dịch của trẻ, đã thu hút nhiều nghiên cứu trong Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy, sau 5 tháng can thiệp nồng độ hemoglobin, retinol huyết thanh và kẽm huyết thanh đã được cải thiện có ý nghĩa ở cả hai nhóm. Tuy sự khác biệt về nồng độ hemoglobin và các vi chất này giữa 2 nhóm, tại các thời điểm bắt đầu và kết thúc can thiệp là không có ý nghĩa thống kê (p>0,05), nhưng nồng độ hemoglobin trung bình của hai nhóm trước can thiệp là 115,6±9,8 g/L ở nhóm chứng và 115,2±8,9 g/L ở nhóm synbiotic), sau 5 tháng can thiệp đã tăng lên 118,7±9,1 g/L và 119,7±8,8 g/L theo thứ tự; nồng độ kẽm huyết thanh trung bình của hai nhóm ban đầu là 60,6±10,7 µg/dL và 63,5±12,3 µg/dL, sau can thiệp nhóm chứng tăng lên 65,6±14,3 µg/dL và nhóm synbiotic tăng cao hơn 69,6±14,1 µg/dL; nồng độ retinol huyết thanh trung bình trước can thiệp là 28,5±12,4 và 29,5±15,3 (µg/dL) sau can thiệp đã tăng lên tuần tự là 31,7±14,9 và 33,5±12,6 µg/dL. Có được sự cải thiện này là do trẻ đã được bổ sung 2 bữa sản phẩm dinh dưỡng/ ngày với tổng lượng khoảng 400 ml trong suốt 5 tháng. Ngoài việc được cung cấp thêm năng lượng, trẻ còn được bổ sung thêm một hỗn hợp khá đầy đủ các vitamin và khoáng chất trong đó có sắt, kẽm, vitamin A. Do đó, nồng độ Hemoglobin trong máu và vitamin A và kẽm huyết thanh được cải thiện. Ngoài ra, do tình trạng dinh dưỡng của trẻ được cải thiện nên cũng góp phần cải thiện tình trạng các vi chất này trong huyết thanh. 

Hơn nữa, do được bổ sung một hỗn hợp cân đối các vi chất nên khi vào cơ thể chúng có tác dụng bổ sung hỗ trợ cho nhau trong quá trình chuyển hóa và hấp thu, vì trong cơ thể các vi chất sắt, kẽm, vitamin A có mối liên hệ mật thiết với nhau:
Vitamin A có tác dụng đối với quá trình chuyển hóa sắt thông qua duy trì nồng độ sắt huyết thanh, cung cấp sắt cho tủy xương làm nguyên liệu tạo hồng cầu. Khi thiếu vitamin A, sắt huyết thanh sẽ bị tích tụ ở gan dẫn đến thiếu nguyên liệu cho tạo hồng cầu gây nên tình trạng thiếu máu mặc dù hàm lượng sắt trong cơ thể có thể bị dư thừa [156]. 

Kẽm có vai trò quan trọng trong việc tổng hợp protein vận chuyển retinol từ gan đến các tổ chức (R.B.P), nếu thiếu kẽm sẽ dẫn tới giảm lượng R.B.P trong huyết thanh, do đó vitamin A dự trữ trong gan bị ứ đọng không được mang tới các cơ quan làm cho nồng độ retinol huyết thanh giảm trong khi vitamin A dự trữ trong gan có thể vẫn cao. Ngược lại, thiếu vitamin A nặng cũng ảnh hưởng tới hấp thu kẽm ở ruột do giảm tổng hợp protein vận chuyển kẽm ở ruột [155].

Nhiều nghiên cứu cho thấy quần thể trẻ em bị thiếu máu thiếu sắt thường đi kèm với tình trạng thiếu vitamin A và kẽm huyết thanh. Do đó khi bổ sung đơn độc một loại vi chất thì hiệu quả cải thiện tình trạng các vi chất này không hiệu quả bằng khi bổ sung đồng thời các vi chất này. Điều này cho thấy ở một số nghiên cứu như của Nguyễn Thanh Hà bổ sung đa vi chất có tác dụng cải thiện nồng độ hemoglobin và kẽm huyết thanh cao hơn có ý nghĩa so với bổ sung kẽm đơn thuần [48], hoặc nghiên cứu của Berger J và cộng sự trên 784 trẻ em 4-7 tháng tuổi được nuôi bằng sữa mẹ tại Việt nam cho thấy nồng độ Hemoglobin và ferritin huyết thanh cao hơn ở nhóm được bổ sung kết hợp sắt và kẽm so với nhóm được bổ sung kẽm đơn thuần [152]. Nghiên cứu của Lê Thị Hợp trên 306 trẻ em từ 6 - 12 tháng tuổi tại Việt Nam cũng cho thấy nồng độ hemoglobin tăng đáng kể trong nhóm được bổ sung đa vi chất hàng ngày cao hơn so với nhóm chứng và nhóm bổ sung sắt đơn thuần hàng ngày. Một nghiên cứu khác của Lê Thị Hợp, Berger và cộng sự trên trẻ em từ 6 - 24 tháng tuổi được bổ sung đa vi chất cũng thấy cải thiện nồng độ Hemoglobin, kẽm và vitamin A huyết thanh. Nồng độ hemoglobin, kẽm và retinol huyết thanh được cải thiện dẫn tới giảm tỷ lệ thiếu máu, thiếu kẽm và vitamin A ở cả hai nhóm [59].

Probiotic và prebiotic được biết là làm tăng hấp thụ các khoáng chất bằng cách axit hóa các acid béo chuỗi ngắn trong lòng ruột, do đó làm tăng độ hòa tan của các khoáng chất trong ruột, mở rộng bề mặt hấp thu, tăng biểu hiện của protein liên kết trong ruột già. Tuy các nghiên cứu về tác dụng này trên người còn hạn chế nhưng có một số bằng chứng về tác dụng kích thích làm tăng hấp thu sắt, đồng và kẽm trên chuột và lợn khi được bổ sung prebiotic vào chế độ ăn [175]. Hiệu quả của tác dụng này khác nhau tùy theo loại prebiotic (loại Inulin) và liều lượng của chúng trong chế độ ăn. Một yếu tố nữa ảnh hưởng đến tác dụng này là đặc điểm của chế độ ăn vì nó ảnh hưởng tới pH trong lòng ruột, do đó dẫn tới quá trình lên men khác nhau. Ngoài ra dự trữ các vi chất này trong cơ thể cũng ảnh hưởng tới khả năng hấp thu [178], [179].
4.2.1. Về nồng độ Hemoglobin và tình trạng thiếu máu

Sau 5 tháng can thiệp, nồng độ Hemoglobin trung bình của hai nhóm đều tăng lên có ý nghĩa thống kê (p<0,01), nhóm Synbiotic tăng nhiều hơn so với nhóm chứng nhưng không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Tỷ lệ thiếu máu cũng giảm ở cả hai nhóm và giảm nhiều hơn ở nhóm Synbiotic và cũng không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Kết quả nghiên cứu (bảng 3.23) cho thấy, so với trước can thiệp số liệu ở cả 2 nhóm đều giảm tỷ lệ thiếu vi chất nói chung và thiếu máu nói riêng. Tuy nhiên, sau can thiệp tỷ lệ thiếu máu vẫn còn 11-13 % nhưng trẻ sử dụng Synbiotic có xu hướng giảm tỷ lệ thiếu máu nhiều hơn so với nhóm Chứng. Khi tính toán theo chỉ số OR cho thấy: nhóm Synbiotic đã giảm được 18% nguy cơ thiếu máu (OR=0,82).
Kết quả của chúng tôi phù hợp với nghiên cứu của Nguyễn Xuân Ninh và Dương Thị Tình [19] bổ sung sữa có prebiotic cho trẻ 24-36 tháng cho thấy có hiệu quả đến việc cải thiện nồng độ Hemoglobin và thiếu máu nhưng không có sự khác biệt giữa nhóm prebiotic và nhóm chứng. Nghiên cứu của Sharieff trên trẻ 6-12 tháng có tiền sử tiêu chảy được bổ sung Sprinkle đa vi chất và một nhóm được bổ sung Sprinkle đa vi chất + probiotic. Kết quả cũng cho thấy tình trạng ferritin và Hemoglobin khác nhau không có ý nghĩa thống kê giữa hai nhóm [179]. Trong một nghiên cứu của Sazawal S, đánh giá ảnh hưởng của sữa được bổ sung Bifidobacterium lactic HN019 và prebiotic oligosaccharide đến tình trạng sắt, thiếu máu và tăng trưởng của trẻ 1- 4 tuổi trong thời gian 1 năm, kết quả cho thấy bổ sung probiotic và prebiotic đã làm giảm được tỷ lệ thiếu máu và thiếu sắt [175]. Như vậy, hiệu quả của bổ sung probiotics và prebiotic đến cải thiện nồng độ hemoglobin và thiếu máu vẫn còn chưa thống nhất giữa các tác giả. Sự khác nhau này có thể do các nghiên cứu được bổ sung với các chủng vi khuẩn khác nhau và thực hiện trên các đối tượng khác nhau. Một số chủng vi khuẩn có tác dụng lên nồng độ hemoglobin máu tốt hơn các chủng khác. Do đến nay chưa có các nghiên cứu về cơ chế tác dụng của probiotic và prebiotic đến nồng độ hemoglobin máu, nên cần có các nghiên cứu thêm về vấn đề này.
4.2.2. Về nồng độ kẽm huyết thanh và tỷ lệ thiếu kẽm

Theo kết quả nghiên cứu của chúng tôi ở bảng 3.13 và bảng 3.14, nồng độ kẽm huyết thanh tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu của nhóm Synbiotic là 63,5 (µg/dL) cao hơn so với nhóm chứng, 60,6 µg/dL (p<0,01). Mặc dù các đối tượng đã được chọn ngẫu nhiên theo lớp để phân bố vào hai nhóm và các đặc điểm về tuổi, giới, các chỉ số nhân trắc và hàm lượng hemoglobin, retinol huyết thanh ở thời điểm ban đầu là tương đương nhau, nhưng riêng nồng độ kẽm huyết thanh định lượng tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu của nhóm Synbiotic cao hơn một chút so với nhóm chứng. Đây có thể coi là một sự ngẫu nhiên. Sau 5 tháng can thiệp, nồng độ kẽm huyết thanh của hai nhóm đều tăng lên và nồng độ kẽm huyết thanh của nhóm Synbiotic vẫn cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,01). Tuy nhiên, so sánh trước và sau can thiệp cho thấy mức chênh nồng độ kẽm huyết thanh của nhóm Synbiotic không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nhóm mức chênh nồng độ kẽm huyết thanh của nhóm chứng với p>0,05. Như vậy, bổ sung Synbiotic trong nghiên cứu của chúng tôi chưa thấy có hiệu quả cải thiện nồng độ kẽm huyết thanh. Khi so sánh trước và sau can thiệp tỷ lệ thiếu kẽm của nhóm Synbiotic cũng thấp hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng. Số liệu tại bảng 3.23 về thay đổi tỷ lệ thiếu kẽm giữa 2 thời điểm trước và sau can thiệp 5 tháng của 2 nhóm nghiên cứu: Cả 2 nhóm đều giảm tỷ lệ thiếu kẽm so với trước can thiệp, nhưng tại thời điểm 5 tháng vẫn còn một tỷ lệ đáng kể 42,8 - 64,3% bị thiếu kẽm. Nhóm trẻ sử dụng Synbiotic có xu hướng giảm tỷ lệ thiếu kẽm nhiều hơn nhóm Chứng, tuy chưa có ý nghĩa thống kê. Nhưng khi tính chỉ số OR, kết quả cho thấy: nhóm Synbiotic giảm được 19% nguy cơ thiếu kẽm (OR=0,81) so với nhóm Chứng; kết quả của chúng tôi phù hợp với kết quả nghiên cứu của Nguyễn Xuân Ninh cho thấy nồng độ kẽm huyết thanh và tỷ lệ thiếu kẽm ở nhóm được bổ sung sữa có prebiotic không có sự khác biệt so với nhóm chứng [18]. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu của Dương Thị Tình lại cho thấy bổ sung Synbiotic có hiệu quả cải thiện nồng độ kẽm huyết thanh [19]. 
Vì thế, cũng cần có những nghiên cứu thiết kế chặt chẽ hơn về vấn đề này, nhất là chọn đối tượng ở 2 nhóm có nồng độ kẽm huyết thanh tương đương nhau tại thời điểm ban đầu.

4.2.3. Về nồng độ Retinol huyết thanh và tình trạng thiếu vitamin A

Tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu hàm lượng retinol huyết thanh của hai nhóm là tương đương nhau. Sau 5 tháng can thiệp nồng độ retinol huyết thanh của hai nhóm đều tăng lên, nhóm Synbiotic tăng cao hơn so với nhóm chứng nhưng chưa có ý nghĩa thống kê. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Dương Thị Tình, Nguyễn Xuân Ninh cho thấy bổ sung prebiotic hoặc synbiotic đều không có tác dụng cải thiện nồng độ retinol huyết thanh [19]. 

Tuy nhiên, khi so sánh tỷ lệ thiếu vitamin A sau 5 tháng can thiệp, kết quả lại cho thấy tỷ lệ thiếu vitamin A ở nhóm synbiotic (1,4%) thấp hơn có ý nghĩa so với tỷ lệ này ở nhóm chứng (7,1%) với p<0,05 (test χ2) mặc dù trước can thiệp tỷ lệ thiếu vitamin A của hai nhóm là tương đương nhau (8,9% ở nhóm chứng và 10,3% ở nhóm synbiotic). Về hiệu quả thay đổi tỷ lệ thiếu thiếu vitamin A giữa 2 thời điểm trước và sau can thiệp 5 tháng của 2 nhóm cho thấy (bảng 3.23): cả 2 nhóm đều giảm tỷ lệ thiếu vitamin A so với trước can thiệp. Tuy nhiên, tại thời điểm 5 tháng sau can thiệp, vẫn còn một tỷ lệ đáng kể trẻ bị thiếu vitamin A nhưng ở nhóm trẻ sử dụng Synbiotic có xu hướng giảm tỷ lệ thiếu vitamin A nhiều hơn nhóm Chứng. Kết quả tính toán theo chỉ số OR cho thấy nhóm Synbiotic giảm được 83% nguy cơ thiếu vitamin A (OR= 0,17) so với nhóm Chứng (p<0,05). 
Như vậy có thể nói, bổ sung synbiotic trong 5 tháng tuy chưa có tác dụng rõ rệt trong cải thiện nồng độ retinol huyết thanh nhưng đã đã có hiệu quả giảm có ý nghĩa thống kê tỷ lệ thiếu vitamin A tiền lâm sàng.

4.3. Về hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng giàu synbiotics đến cải thiện tình trạng IgA huyết thanh và IgA trong phân của trẻ

Do vấn đề phức tạp của hệ thống miễn dịch, nên đến nay chưa có một chỉ số nào có thể đại diện chính xác cho khả năng miễn dịch của cơ thể. Tuy nhiên, một trong những chỉ số được sử dụng nhiều nhất trong các nghiên cứu gần đây là khả năng sản xuất kháng thể IgA tại bề mặt của đường tiêu hoá, hoặc đường hô hấp một yếu tố rất quan trọng giúp vật chủ chống lại những tác nhân gây bệnh đường tiêu hoá [180], [181], [182].

IgA được coi là chỉ số khá phù hợp, được sử dụng cho các nghiên cứu can thiệp cộng đồng, do vậy chúng tôi đã tiến hành đanh giá mức IgA trong máu, cũng như IgA trong phân để đánh giá tình trạng miễn dịch của trẻ. IgA bài tiết trong phân phản ánh rất tốt đáp ứng miễn dịch của đường tiêu hoá [180], [183], [184].

Sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê giữa 2 nhóm về lượng IgA trong phân có thể được giải thích là do sự dao động lớn của chỉ số này giữa các cá thể trong một cộng đồng. Đây cũng là một hạn chế của nghiên cứu khi chưa chọn được chỉ số thật tốt để đanh giá về đáp ứng miễn dịch của hệ thống tiêu hoá. Dù sao, khi phối hợp với chỉ số IgA huyết thanh, một kết quả khác biệt với p<0,05 cũng đã được quan sát thấy. Do vậy, có thể đánh giá rằng sản phẩm synbiotics đã có hiệu quả tăng cường miễn dịch cho nhóm trẻ sử dụng. Kết quả này phù hợp với một số nghiên cứu khác đã được công bố những năm gần đây, phản ánh tác dụng trực tiếp của sản phẩm có synbiotics với hệ tiêu hoá. 

4.3.1. Hiệu quả của can thiệp đến nồng độ IgA huyết thanh

IgA huyết thanh được sản xuất chủ yếu từ tế bào tuỷ xương, dưới dạng monomer IgA1, chiếm một số lượng lớn chỉ số miễn dịch trong máu, chỉ đứng sau IgG với số lượng bằng khoảng 1/5 của IgG. Tuy nồng độ IgA huyết thanh không phải là một chỉ số đáp ứng nhạy với tình trạng nhiễm khuẩn tại đường tiêu hoá, hô hấp bằng chỉ số IgA bài tiết tại ruột hoặc đường hô hấp, nhưng IgA huyết thanh lại đáp ứng rất tốt với tình trạng tiêm chủng phòng bệnh của trẻ. Bởi vậy, định lượng các IgA đặc hiệu phản ánh tình trạng đáp ứng miễn dịch của cơ thể trẻ chống lại các tác nhân gây bệnh này [180]. 

Các yếu tố làm tăng IgA huyết thanh đã được xác định bao gồm nhiễm khuẩn mạn tính, bệnh tự miễn, bệnh gan mạn tính và một số bệnh khác. Nghiên cứu của chúng tôi được thực hiện trên các đối tượng trẻ em khỏe mạnh tuổi từ 25 - 36 tháng, trước và trong thời gian nghiên cứu không có biểu hiện của các bệnh này. Kết quả nghiên cứu cho thấy nồng độ IgA huyết thanh tại thời điểm bắt đầu nghiên cứu của nhóm chứng là 55,69 mg/dL, tương đương với nhóm Synbiotic là 55,85 mg/dL (p>0,05, t-test). Sau 5 tháng can thiệp hàm lượng IgA huyết thanh của cả 2 nhóm đều tăng cao hơn có ý nghĩa so với thời điểm trước can thiệp: nhóm chứng tăng trung bình 8,73 mg/ml (p<0,001); nhóm Synbiotic tăng trung bình 12,37 mg/ml (p<0,001) so với thời điểm T0 (bảng 3.24). Nhóm Synbiotic có chỉ số IgA tăng cao hơn rõ rệt (p<0,001) so với nhóm Chứng (tăng 12,37 ở nhóm Synbiotic  so với 8,37 mg/mL ở nhóm Chứng). Như vậy có thể nói sản phẩm bổ sung symbiotic đã có tác động tích cực tới nồng độ IgA huyết thanh, tăng cường khả năng miễn dịch của trẻ. 
Nồng độ IgA huyết thanh có xu hướng tăng lên khi tuổi lớn dần cho cả 2 nhóm nghiên cứu (bảng 3.25), tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Lớp tuổi 25-30 tháng của nhóm Synbiotics tăng IgA tốt hơn (p<0,01) nhóm Chứng (tăng 6,01mg/ml, trong khi nhóm Chứng lại giảm 1,15 mg/ml). Trẻ trai của nhóm Synbiotic cũng tăng nồng độ IgA huyết thanh tốt hơn so với trẻ trai của nhóm Chứng (+7,61 mg/l  so với 1,91m/l, p<0,01); trong khi không thấy sự khác biệt này ở trẻ gái. So sánh sự thay đổi theo giới tính của cùng 1 nhóm can thiệp, cũng không thấy khác biệt có nghĩa (p>0,05) về sự gia tăng nồng độ IgA huyết thanh giữa trẻ trai và trẻ gái. 

Kết quả của chúng tôi phù hợp với nghiên cứu của Dương Thị Tình bổ sung symbiotic cho trẻ từ 18 - 36 tháng tuổi và nghiên cứu của Link-Amster H bổ sung Lactobacillus johnsonii La1 trong 28 ngày cho tình nguyện viên khỏe mạnh và Marteau P bổ sung L. Lactobacillus acidophilus La1 and bifidobacteria cho tình nguyện viên nam giới trong 3 tuần [19]. Có sự cải thiện đáng kể nồng độ IgA huyết thanh ở nhóm synbiotic là do các đối tượng được bổ sung một hỗn hợp bao gồm các vi khuẩn có ích và các chất xơ Inulin, FOS là thức ăn của các vi khuẩn này. Khi vào trong cơ thể chúng sẽ giúp cho hệ vi khuẩn chí đường ruột phát triển ổn định và khỏe mạnh, ức chế được sự phát triển của vi khuẩn gây hại và làm tăng chức năng miễn dich màng nhầy [167], [168]. Một số nghiên cứu khác của Christensen HR; Kaburagi và Pessi T cho thấy bổ sung probiotics còn có tác dụng kích thích tăng sinh các tế bào miễn dịch và nồng độ các chất miễn dịch trong máu, trong dịch tiết của niêm mạc hay trong phân [184], [185], [186]. Ngoài ra, khi bổ sung probiotic và prebiotic, tình trạng dinh dưỡng của cơ thể được cải thiện tốt hơn, do đó cũng làm tăng khả năng miễn dịch và đáp ứng miễn dịch tốt hơn khi bị bệnh. Sau 5 tháng can thiệp, nồng độ kẽm huyết thanh cũng được cải thiện tốt hơn so với ban đầu mà kẽm lại có vai trò quan trọng trong quá trình phân chia tế bào và tổng hợp các chất miễn dịch của cơ thể do đó giúp cho hệ miễn dịch phát triển tốt hơn. Tuy nhiên, nghiên cứu của Wheeler JG bổ sung Lactobacillus bulgaricus và Streptococcus thermophilus và nghiên cứu của Spannhaak S bổ sung 3 lần một ngày sản sữa lên men khoảng 100 ml, có chứa 10(9) CFU Lactobacillus casei Shirota/ml trong 4 tuần không thấy cải thiện nồng độ IgA trong máu nhóm can thiệp so với nhóm chứng. Những kết quả khác nhau giữa các nghiên cứu này có thể là do chủng vi khuẩn ở các nghiên cứu trên đặc biệt hiệu quả hơn trong việc tạo ra IgA. IgA huyết thanh được sản xuất trong tủy xương và được điều chỉnh độc lập với IgA niêm mạc [187], [188].

Có nhiều nghiên cứu báo cáo prebiotics, probiotics và synbiotics có khả năng tác động đến khả năng miễn dịch. Mặc dù có nhiều bằng chứng về tác dụng của chúng đến phòng và điều trị các bệnh liên quan đến miễn dịch, nhưng cơ chế phân tử của probiotic ảnh hưởng đến hệ miễn dịch đến nay vẫn còn nhiều điểm tranh luận, cần tiếp tục được nghiên cứu thêm. Việc xác định cụ thể rằng chủng có tiềm năng miễn dịch và làm thế nào để chế độ ăn uống tương tác với hiệu quả hầu hết các chủng probiotic cũng yêu cầu được tiếp tục nghiên cứu [189], [190].

4.3.2. Hiệu quả của can thiệp đến nồng độ IgA trong phân

IgA trong phân được coi là một chỉ số có giá trị đánh giá tình trạng miễn dịch bài tiết của đường tiêu hoá, đã được nhiều công trình sử dụng trong nghiên cứu về miễn dịch của đường tiêu hoá [189], [190], [191]. Tuy nhiên, bàn luận về độ tin cậy của chỉ số này cũng còn nhiều ý kiến khác nhau như đây là một chỉ số dễ thay đổi theo tình trạng nhiễm khuẩn của trẻ, mức IgA trong phân lại rất khác biệt giữa các cá thể, do vậy giá trị trung bình IgA trong phân của một nhóm trẻ có độ dao động khá lớn. Chỉ số IgA trong huyết thanh không thật đặc hiệu cho miễn dịch của đường tiêu hoá giống như IgA trong phân, mà là chỉ số phản ánh tình trạng  miễn dịch chung của cơ thể. Tuy nhiên, IgA trong máu lại khá ổn định và không dao động quá lớn giữa các cá thể, bởi vậy giá trị trung bình IgA trong máu của quần thể lại có giá trị khi so sánh thống kê. Dù sao, khi kết hợp cả 2 chỉ số IgA trong phân và IgA trong máu sẽ là một cặp chỉ tiêu có giá trị trong việc đánh giá khả năng miễn dịch của cơ thể [190], [191], [192]. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi chỉ ra rằng nồng độ IgA tiết ra trong phân có xu hướng giảm dần theo thời gian ở cả hai nhóm trẻ. Nồng độ IgA trong phân tại thời điểm T0 của hai nhóm là tương đương nhau (p>0,05). Sau can thiệp 2,5 và 5 tháng, nồng độ IgA trong phân của 2 nhóm giảm dần (từ 297,5 mg/g xuống 108,2g/mg, p<0,001 ở nhóm Chứng; từ 270,3g/mg xuống 135,2g/mg ở nhóm Synbiotic, p<0,001). Sau 2,5 tháng và 5 tháng can thiệp, nồng độ IgA trong phân của 2 nhóm vẫn tiếp tục giảm và kết quả định lượng sau 5 tháng cho thấy nồng độ IgA thấp nhất tại thời điểm kết thúc nghiên cứu (98,3 và 115,7 mg/ml, theo thứ tự). Nồng độ IgA của nhóm Synbiotic ở thời điểm 2,5 tháng và 5 tháng sau can thiệp đều có xu hứơng cao hơn so với nhóm chứng, tuy không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 

Khác với giá trị tuyệt đối của IgA trong phân tại 2 thời điểm T0 và T5, sự chênh lệch về nồng độ IgA trong phân giữa 2 thời điểm T0 và T5 (T5-T0) lại cho thấy có sự khác biệt rõ rệt giữa 2 nhóm. Sau 5 tháng, nhóm Synbiotic giảm nồng độ IgA trong phân là 147 mg/g phân, ít hơn so với nhóm Chứng (giảm 195mg/g phân), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,01). Kết quả này chứng tỏ bổ sung synbiotics đã có hiệu quả tích cực bảo trì khả năng miễn dịch của ruột thông qua chỉ số IgA trong phân. Nghiên cứu của chúng tôi cũng cho thấy (bảng 3.27) một xu hướng chung là nồng độ IgA trong phân giảm nhiều hơn ở nhóm tuổi trẻ (25-30 tháng tuổi) so với nhóm tuổi lớn hơn (31-36 tháng tuổi), tức là xu hướng giảm IgA trong phân chậm dần khi trẻ lớn dần, khác biệt gia tốc giảm giữa 2 nhóm tuổi khoảng 20-25%; Nhóm Synbiotic cũng có tốc độ giảm IgA trong phân ít hơn nhóm Chứng, sự chênh lệch khoảng 25-30%, tuy sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05).
Xu thế giảm IgA trong phân được quan sát thấy ở cả 2 nhóm có thể giải thích là do trẻ ở lứa tuổi này đã cai sữa ăn uống hoàn toàn đọc lập. Một lý do nữa là do thời tiết thay đổi theo các tháng nghiên cứu khác nhau. Tỷ lệ bị bệnh nhiễm khuẩn thường cao từ tháng 10 đến tháng giêng, sau đó giảm dần từ tháng 2 đến tháng 5. Nghiên cứu của chúng tôi bắt đầu từ tháng 3 cho nên đã có hình ảnh biến đổi của IgA trong phân như trên. Mặc dù có xu thế giảm ở cả 2 nhóm theo thời gian nghiên cứu, nhưng nhóm ăn sản phẩm có synbiotics vẫn có mức IgA trong phân cao hơn nhóm chứng, phẩn nào phản ánh hiệu quả ưu việt của sản phẩm có Synbiotics này. Hơn nữa, lượng IgA bài tiết trong phân có thể bị ảnh hưởng của một số yếu tố sau:
Thứ nhất, trẻ có được bú mẹ hay không? Những trẻ được bú mẹ có lượng IgA trong phân cao hơn những trẻ không được bú sữa mẹ. Lý do là những trẻ được nuôi hoàn toàn bằng sữa mẹ được cung cấp IgA qua sữa mẹ trong vài tháng đầu tiên của cuộc sống nên có nồng độ IgA trong phân rất cao. Nghiên cứu của Petra A. M. J. Scholtens và Bakker-Zierikzee trên trẻ sơ sinh được bú mẹ hoặc uống sữa công thức, kết quả chỉ ra rằng nhóm trẻ được bú mẹ hoàn toàn có nồng độ IgA tiết trong phân cao hơn nhóm uống sữa công thức [193], [194]. Kuitunen và Savilahti  nghiên cứu so sánh nồng độ của IgA phân ở trẻ đẻ non và được nuôi bằng sữa mẹ hoặc sữa bột. Sự tập trung của IgA cao hơn ở trẻ sơ sinh nuôi bằng sữa mẹ trong suốt thời gian nghiên cứu [191], [192]. 

Thứ hai, IgA có xu hướng giảm dần theo tuổi. Theo dõi nồng độ IgA trong phân của những trẻ được bú mẹ hoàn toàn, người ta nhận thấy IgA trong phân của trẻ giảm dần theo tuổi của trẻ với tốc độ giảm khá nhanh [193].
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Biểu đồ 4.1. Thay đổi lượng IgA trong phân của trẻ bú mẹ theo thời gian
Thứ ba, tiêm phòng vacxin cũng là một yếu tố ảnh hưởng tới nồng độ IgA tiết trong phân đặc biệt là các IgA đặc hiệu [194]. Tuy nhiên, trong nghiên cứu của chúng tôi, tất cả các trẻ đã ở ngoài độ tuổi của chương trình tiêm chủng mở rộng và `theo dõi trong suốt 5 tháng không có trẻ nào được tiêm phòng vacxin.

Một yếu tố nữa có thể có ảnh hưởng tới lượng IgA bài tiết trong phân đó chính là các vi khuẩn trong lòng ruột. Một số nghiên cứu thực nghiệm trên chó cho thấy có sự khác biệt rất lớn giữa nồng độ IgA tiết ra ở hồi tràng với nồng độ IgA trong phân. Điều này gợi ý rằng một số vi khuẩn có khả năng làm giảm IgA ví dụ như Clostridium. Các nghiên cứu trước đây cũng chỉ ra rằng những trẻ được nuôi bằng sữa công thức có bổ sung GOS/ FOS cho thấy có tỷ lệ phần trăm các vi khuẩn Clostridium, Escherichia coli và Eubacterium thấp [194], [195], [196]. 

Ngoài ra, việc tiêu thụ các sản phẩm có chứa prebiotic và probiotic cũng làm tăng nồng độ IgA tiết trong phân. Điều này đã được phát hiện trong nghiên cứu của chúng tôi cũng như một số nghiên cứu của các tác giả khác. Nghiên cứu của Petra AMJ được thực hiện trên trẻ sơ sinh trong 26 tuần, trẻ được nhận sữa công thức có thêm scGOS/ lcFOS hoặc sữa công thức không có scGOS/ lcFOS. Nồng độ IgA trong phân được đánh giá ở tuần thứ 8 và tuần thứ 26. Kết quả cho thấy nồng độ IgA trong phân ở cả hai nhóm đều có xu hướng giảm xuống tuần 26 thấp hơn tuần 8, tuy nhiên nồng độ IgA trong phân của nhóm được bổ sung scGOS/ lcFOS cao hơn so với nhóm trẻ nhận được sữa công thức không có scGOS/ lcFOS và cao hơn có ý nghĩa ở tuần thứ 26. Nồng độ IgA tiết trong phân đạt 719 μg/g ở nhóm scGOS/ lcFOS, 263 μg/g ở nhóm chứng, và 584 μg/g ở nhóm nuôi bằng sữa mẹ sau 26 tuần của các can thiệp. Kết quả tương tự cũng được quan sát thấy ở một nghiên cứu của Bakker-Zierikzee và cộng sự, trong đó các trẻ sơ sinh khỏe mạnh được chia ngẫu nhiên làm 4 nhóm: Nhóm prebiotic: uống sữa công thức bổ sung 0,6g/100mL scGOS/lcFOS; nhóm probiotic: uống sữa công thức được bổ sung 6×109 cfu Bifidobacterium animalis trong mỗi 100 ml sữa đã pha; nhóm công thức: sữa công thức trong 4 tháng và nhóm bú mẹ: được nuôi bằng sữa mẹ làm nhóm chứng. Nồng độ IgA được đánh giá vào các thời điểm 5 ngày, 10 ngày sau khi sinh, tuần thứ 4, sau đó cứ 4 tuần làm xét nghiêm lại 1 lần cho đến tuần thứ 32. Kết quả cho thấy nồng độ IgA trong phân ở nhóm bú mẹ cao hơn 3 nhóm còn lại ở tất cả các thời điểm. So sánh nồng độ IgA trong phân của nhóm prebiotic có xu hướng cao hơn so với nhóm công thức và cao hơn có ý nghĩa tại thời điểm tuần thứ 16. Nhóm probiotic không thấy có sự khác biệt so với nhóm prebiotic và nhóm công thức về nồng độ IgA trong phân. Nồng độ IgA trong phân ở những trẻ sơ sinh đạt 654 μg/g, 449 μg/g, 573 μg/g và 767 μg/g tương ứng ở nhóm prebiotic, nhóm công thức, nhóm probiotc và nhóm ăn sữa mẹ sau 24 tuần của can thiệp. Tuy nhiên nồng độ IgA trong phân không khác nhau đáng kể vào giữa thời điểm này. Có thể do các cỡ mẫu nhỏ là 13, 13, 14 và 12 trẻ sơ sinh ở các nhóm (theo thứ tự) và các giá trị của biến đổi quá cao để phát hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê [191], [193], [194].

Như vậy, sự khác biệt về nồng độ của IgA trong phân giữa trẻ bú mẹ và trẻ sơ sinh được nuôi bằng công thức của các can thiệp, có thể cho thấy việc giảm cung cấp IgA qua sữa mẹ. Ngoài việc cung cấp các IgA, sữa mẹ còn chứa các yếu tố khác, chẳng hạn như IgA-cytokine kích thích riêng hệ thống miễn dịch của trẻ sơ sinh [195], [196], [197]. 

Probiotic cũng làm tăng nồng độ IgA trong phân. Trong một nghiên cứu không mù, kiểm soát, thực hiện bởi Fukushima và CS, sự gia tăng nồng độ IgA trong phân đã được quan sát ở trẻ sơ sinh đã nhận được một công thức sữa trẻ sơ sinh với Bifidobacterium Bb-12 lactis [189]. Tuy nhiên, trong một nghiên cứu thực hiện bởi Mullie và cộng sự, trẻ sơ sinh được bổ sung sữa được lên men với chủng Bifidobacterium breve C50 và Streptococcus thermophilus. Kết quả cho thấy không làm tăng nồng độ IgA trong phân ở trẻ sơ sinh khỏe mạnh [198]. Một số nghiên cứu trên trẻ sơ sinh với eczema dị ứng/ hội chứng viêm da được chia ngẫu nhiên và được bổ sung với rhamnosus Lactobacillus GG hoặc bổ sung với một hỗn hợp của 4 loại probiotics, hoặc bổ sung một giả dược. Nồng độ IgA trong phân có xu hướng cao hơn IgA trong phân của các trẻ đã nhận được 1 trong 2 bổ sung với probiotics và so với IgA trong phân của trẻ đã nhận được giả dược. Tuy nhiên, sự khác biệt này chủ yếu là do sự giảm nồng độ IgA trong phân của nhóm giả dược trong thời gian nghiên cứu [197], [198].

Chức năng chính của IgA trong phân là tập trung/ kết hợp vi sinh vật, để ngăn chặn sự bám dính của các vi khuẩn gây bệnh và vi rút lên bề mặt niêm mạc. Một chức năng quan trọng khác của IgA là duy trì nội cân bằng vi khuẩn đường ruột. Nghiên cứu thực nghiệm động vật đã cho thấy một sự gia tăng đáng kể vi khuẩn kỵ khí trong ruột non của chuột trong trường hợp IgA không bình thường, trong khi đó việc sản xuất các IgA bình thường dẫn đến một sự phục hồi của các thành phần thường xuyên của các vi sinh vật đường ruột. Một mặt, thành phần của hệ vi khuẩn đường ruột điều hòa sự sản xuất IgA, mặt khác IgA điều hòa thành phần của vi sinh vật đường ruột để ngăn chặn phản ứng/sự kích thích quá mức của hệ miễn dịch. Đồng thời, sự hiện diện liên tục của vi khuẩn cộng sinh tạo nên một sự kích thích liên tục của hệ thống miễn dịch mà không gây nên phản ứng viêm. Những nghiên cứu chỉ ra rằng nồng độ IgA trong phân ở trẻ bú mẹ là cao hơn so với trẻ sơ sinh ăn công thức, và việc nồng độ IgA có xu hướng giảm theo thời gian là do sự giảm cung cấp IgA qua sữa mẹ. Tuy nhiên, khác biệt về hiệu quả của bổ sung probiotic và prebiotic vào sữa công thức đến nồng độ IgA trong phân không phải khi nào cũng có thể nhận thấy và điều đó chứng tỏ rằng cần phải có thêm các nghiên cứu sâu hơn về vấn đề này [199], [200].

4.4. Mức độ ảnh hưởng của sản phẩm dinh dưỡng bổ sung prebiotic và synbiotic đến nhiễm khuẩn tiêu hóa và hô hấp ở trẻ

Nghiên cứu của chúng tôi đã chỉ ra số lần mắc cũng như số ngày mắc trung bình trong 1 đợt tiêu chảy giảm có ý nghĩa ở nhóm trẻ sử dụng sản phẩm có bổ sung synbiotics. Điều này cũng chứng minh tác dụng tốt của sản phẩm với hệ thống miễn dịch và tiêu hoá của trẻ. Hệ thống miễn dịch của trẻ tốt hơn, giúp trẻ chống lại bệnh tật. Hệ thống tiêu hoá làm tăng khả năng tiêu hoá và hấp thu các chất dinh dưỡng và góp phần tăng trưởng cân nặng, chiều cao. Đây cũng có thể là cơ chế tác dụng gián tiếp của sản phẩm có synbiotics. 

Trước hết, nghiên cứu của chúng tôi đã cho thấy hiệu quả rõ rệt của can thiệp đối với nhiễm khuẩn tiêu hóa.

4.4.1. Mức độ ảnh hưởng của sản phẩm dinh dưỡng bổ sung prebiotic và synbiotic đến nhiễm khuẩn đường tiêu hóa

Tương tự, số ngày mắc trung bình/ một đợt tiêu chảy, số ngày mắc bệnh trung bình/trẻ/5 tháng cũng thấp hơn có ý nghĩa. Cả 2 nhóm đều có xu hướng giảm số ngày mắc bệnh trung bình vào những tháng cuối của quá trình can thiệp (biểu đồ 3.4). Tuy nhiên, nhóm synbiotics có số ngày bị bệnh tiêu chảy trung bình giảm rõ rệt vào những tháng thứ 3 đến thứ 5 của nghiên cứu, giảm có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,05). Nhóm đối chứng có số ngày mắc trung bình dao động từ 0,45 đến 0,35 ngày/ 1 tháng/ 1 trẻ, trong khi nhóm Synbiotic có số ngày mắc trung bình là 0,19 đến 0,10 ngày trong 1 tháng/ trẻ; bảng 3.29 cho thấy chưa có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) giữa 2 nhóm về tỷ lệ trẻ không bị tiêu chảy đợt nào, bị mắc 1 đợt và cũng chỉ ra tỷ lệ mắc tiêu chảy kéo dài >3 ngày/ đợt có xu hướng nhiều hơn ở nhóm đối chứng (5,4% so với 1,4%) tuy chưa có sự khác biệt thống kê (p>0,05). 

Kết quả nghiên cứu cho thấy (bảng 3.28) số đợt mắc bệnh trung bình của mỗi trẻ thuộc các nhóm nghiên cứu trong thời gian 5 tháng ở nhóm Synbitoic là 0,6 lần/trẻ, thấp hơn có ý nghĩa (p<0,01) so với nhóm chứng (0,8 lần/trẻ); tương tự, số ngày mắc trung bình cho một đợt tiêu chảy ở nhóm Synbiotic là 2,1±1,9 ngày), cũng thấp hơn có ý nghĩa (p<0,05) so với nhóm chứng (2,6±2,3 ngày tức là đã giảm được giảm 0,5 ngày/ 1 đợt mắc; hơn nữa, số ngày mắc bệnh trung bình/ trẻ/ 5 tháng cũng thấp hơn có ý nghĩa (giảm 0,8 ngày/1 trẻ/5 tháng; p<0,01) ở nhóm Synbiotic so với nhóm chứng.

Biểu đồ 3.1 cũng trình bày số ngày mắc bệnh tiêu chảy trung bình theo từng tháng của 2 nhóm nghiên cứu. Kết quả cho thấy, cả 2 nhóm đều có xu hướng giảm số ngày mắc trung bình vào những tháng cuối của thời gian can thiệp. Tuy nhiên, nhóm synbiotics có số ngày bị bệnh tiêu chảy trung bình giảm đi rõ rệt vào những tháng thứ 3 đến thứ 5 của nghiên cứu, giảm có ý nghĩa so với nhóm chứng (p<0,05). Nhóm đối chứng có số ngày mắc trung bình dao động từ 0,45 đến 0,35 ngày/ tháng/ 1 trẻ, trong khi nhóm Synbiotic có số ngày mắc trung bình thấp hơn, là 0,19 - 0,10 ngày trong tháng.  

Chưa thấy sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p>0,05) giữa 2 nhóm về tỷ lệ trẻ không bị mắc bệnh tiêu chảy, trẻ bị mắc bệnh 1 đợt trong 5 tháng can thiệp. Đáng chú ý là ở nhóm synbiotic, tỷ lệ trẻ bị tiêu chảy 2 đợt, hoặc >2 đợt chiếm 6,2% và 2,7%, có xu hướng thấp hơn so với nhóm đối chứng (tỷ lệ mắc 2 đợt là 13.7% và 6,5% với số đợt mắc trên 2). Tỷ lệ mắc tiêu chảy kéo dài >14 ngày/ đợt ở nhóm đối chứng (5,4%) cao gấp hơn 3 lần nhóm Synbiotics (1,4%), tuy sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Điều này có thể giải thích là do tỷ lệ mắc tiêu chảy kéo dài hơn 3 ngày/ đợt quá thấp trong các mẫu nhỏ chưa đủ đại diện để thực hiện phân tích so sánh này. Tuy nhiên, chỉ số RR cho thấy nhóm bổ sung Synbiotic có nguy cơ mắc tiêu chảy 2 đợt, >2 đợt và tiêu chảy kéo dài đều giảm so với nhóm chứng (RR lần lượt là 0,5; 0,4 và 0,3 tức là giảm 50%; 60% và 70%, theo thứ tự).
Những kết quả nghiên cứu này khá phù hợp với nghiên cứu của Nguyễn Lân và cộng sự (2011), thực hiện trên trẻ mất sữa mẹ, sử dụng sữa có synbiotics, được thực hiện tại Thái Nguyên [200]. Nghiên cứu này cho thấy số ngày mắc tiêu chảy ở nhóm synbiotic có xu hướng thấp hơn so với nhóm chứng nhưng sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05). 
Nghiên cứu của Vlierger và cộng sự trên 126 trẻ sơ sinh ở Hà Lan cũng có kết quả tương thự như trong nghiên cứu của chúng tôi là chưa thấy sự thay đổi về tỷ lệ mắc các triệu chứng nhiễm khuẩn, mặc dù nghiên cứu này thiết kế nhằm tìm hiểu sự dung nạp và an toàn khi bổ sung synbiotic (BB12/CRL341) cho trẻ. Nghiên cứu này còn cho thấy trong 6 tháng can thiệp trẻ ở nhóm được bổ sung synbiotic có số lần đại tiện nhiều hơn so với nhóm chứng trong 3 tháng đầu (1,52 lần/ ngày so với 1,29 lần/ ngày, p=0,04); Tuy nhiên, sự khác nhau này không có ý nghĩa thống kê trong 3 tháng sau (1,6 lần/ngày so với 1,4 lần/ngày, p=0,13) và trẻ ở nhóm được bổ sung synbiotic có số lần đi phân mềm cao hơn so với nhóm chứng, tuy nhiên sự khác biệt này cũng chỉ xảy ra trong 3 tháng đầu [123].

Một số nghiên cứu lại đưa ra kết quả khác với nghiên cứu của chúng tôi. Phân tích tổng hợp của 4 nghiên cứu gần đây chỉ ra rằng L.Rhamnosus (GG) có hiệu quả khi bổ sung sớm trong điều trị tiêu chảy do Rotavirus và tác dụng chính là làm giảm thời gian kéo dài của tiêu chảy từ 0,5 đến 1,5 ngày. Một số nghiên cứu với các ý nghĩa thống kê khác nhau đã chỉ ra rằng việc sử dụng Bifidobacteria, chủ yếu là B.Lactis, Lactobacilli, chủ yếu là L.Rhamnosus (GG) làm giảm tần suất mắc mới và mức độ nặng của tiêu chảy cấp. Nghiên cứu của Weizman và cộng sự [120] tại 14 nhà trẻ của Israel trên trẻ từ 4 - 10 tháng tuổi không bú mẹ, được chia thành 3 nhóm, hai nhóm được uống sữa bổ sung 1,2x109 CFU/ngày BB12 hoặc Lactobacillus reuteri và nhóm chứng được uống sữa công thức trong 12 tuần. Kết quả cho thấy trẻ ở nhóm chứng có số đợt tiêu chảy nhiều hơn có ý nghĩa so với nhóm can thiệp BB12 hoặc Lactobacillus reuteri [tương ứng là 0,31 (0,22-0,40) so với 0,13 (0,05-0,21) và 0,02 (0,01-0,05)] và thời gian của từng đợt mắc bệnh cũng dài hơn so với hai nhóm can thiệp [tương ứng là 0,59 (0,34-0,84) so với 0,37 (0,08-0,66) và 0,15 (0,12-0,18) ngày]. 
Nghiên cứu phân tích tổng hợp của Allen [201] với 46 nghiên cứu về tác động của probiotic lên điều trị tiêu chảy ở trẻ em và người trưởng thành cho thấy probiotic làm giảm tiêu chảy kéo dài trên 3 hoặc 4 ngày và giảm thời gian kéo dài của tiêu chảy khoảng 30 giờ. Phân tích tổng hợp một số nghiên cứu về tác động của Lactobacillus trong việc điều trị tiêu chảy cho thấy, thời gian kéo dài tiêu chảy giảm khoảng 0,7 ngày (95% CI: 0,3-1,2), số lần đại tiện giảm 1,6 lần vào ngày điều trị thứ 2 (95% CI: 0,7-2,6) ở nhóm can thiệp so với nhóm chứng. Một nghiên cứu được thực hiện trên 571 trẻ từ 3 - 36 tháng tuổi nhập viện do tiêu chảy với việc cho trẻ sử dụng các loại probiotic đơn lẻ hoặc hỗn hợp các loại probiotícs: Lactobacillus rhamnosus strain GG; Saccharomyces boulardii; Bacillus clausii; hỗn hợp L. delbrueckii var bulgaricus, Streptococcus thermophilus, L acidophilus và Bifidobacterium bifidum; hoặc Enterococcus faecium SF68. Kết quả nghiên cứu này cho thấy, tổng số thời gian bị tiêu chảy ở nhóm trẻ uống Lactobacillus rhamnosus GG và nhóm trẻ uống hỗn hợp các probiotic thấp hơn rõ rệt so với nhóm chứng (p<0,01), các nhóm can thiệp khác không có tác dụng lên tiêu chảy và thời gian kéo dài của tiêu chảy [202]. Như vậy tác dụng lên tiêu chảy phụ thuộc vào chủng probiotic được sử dụng. Kết quả một nghiên cứu trên trẻ từ 6 đến 24 tháng tuổi bằng điều trị  L. casei 431 cho thấy số lần đại tiện trong ngày tăng lên, thời gian kéo dài tiêu chảy và nôn trớ của trẻ được giảm đi [203]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng tương tự nghiên cứu Rosenfeldt V, Michaelsen KF, [204] và Giuseppe Puccio là nhóm trẻ được bổ sung Bifidobacterium longum BL999 và 4g/L GOS/FOS ít bị đầy hơi hơn so với nhóm chứng (p=0,05) và số lần đại tiện của trẻ ở nhóm được uống sữa có probiotic kết hợp với prebiotic cao hơn so với nhóm chứng (2,2 ± 0,7 lần/ngày so với 1,8 ± 0,9; t-test, p=0,018). Kết quả của cả hai nghiên cứu này cũng cho thấy không có mối liên quan giữa số lần đại tiện và tăng trưởng của trẻ (tương ứng p = 0,28 và 0,17). 

Một nghiên cứu được tiến hành nhằm đánh giá hiệu quả của Lactobacillus GG và sữa mẹ trong phòng ngừa nhiễm khuẩn do Rotavirus ở 220 trẻ từ 1-18 tháng tuổi, nằm viện từ tháng 12 năm 1999 đến tháng 5 năm 2000 cho thấy, tỷ lệ mắc mới ở nhóm bổ sung Lactobacillus GG là 25,4% và nhóm chứng là 30,2% và sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p=0,42). Trong số này, tỷ lệ mắc mới ở nhóm được nuôi bằng sữa mẹ là 10,6% và ở nhóm không được nuôi bằng sữa mẹ 32,4% và sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p=0,003. Kết quả của nghiên cứu này cho thấy Lactobacillus GG không có hiệu quả trong phòng ngừa Rotavirus như sữa mẹ [203].
Báo cáo của một nghiên cứu khác trên trẻ từ 1-3 tuổi chỉ ra rằng, việc bổ sung synbiotic 2,5g GOS /ngày và 1x107-8 CFU BB12/ ngày làm giảm tỷ lệ mắc mới bệnh lỵ ở trẻ em[205]. Một nghiên cứu trên trẻ từ 4-16 tuổi bị táo bón cho thấy, trẻ được bổ sung hằng ngày 4 x 109 CFU hỗn hợp chứa Bifidobacteria (B.) bifidum, B. infantis, B. longum, Lactobacilli (L.) casei, L. plantarum and L. Rhamnosus trong vòng 4 tuần cho thấy, việc bổ sung hỗn hợp probiotic có tác dụng làm giảm táo bón[206]. Một nghiên cứu trên người trưởng thành khỏe mạnh được bổ sung hỗn hợp BB12 và CRL-431 như trong nghiên cứu của chúng tôi với các liều khác nhau 108, 109, 1010 và 1011 CFU/ ngày cho thấy tác động lên hệ miễn dịch là như nhau ở các liều, thậm chí với liều cao 1011 CFU/ngày [207].  

4.4.2. Mức độ ảnh hưởng của sản phẩm dinh dưỡng bổ sung prebiotic và synbiotic đến các bệnh nhiễm khuẩn đường hô hấp
Nhiễm khuẩn hô hấp là một bệnh rất phổ biến ở trẻ nhỏ, đặc biệt trong mùa thu-đông ở miền bắc Việt Nam, khi trời lạnh, ẩm, cùng gió mùa kèm theo. Các dấu hiệu về viêm hô hấp nói chung, đặc biệt là hô hấp trên thường rất đa dạng, không thật đặc hiệu. Ví dụ ho, chảy nước mũi, sốt nhẹ, có thể thoáng qua vài lần/ ngày hoặc trong 1-2 ngày. Do vậy, nghiên cứu của chúng tôi đã rất chú ý phân biệt các đợt nhiễm khuẩn hô hấp dưới, bằng sự phối hợp chặt chẽ theo dõi của các cô nuôi dạy trẻ với các y bác sỹ của trạm y tế (đóng vai trò giám sát, ghi chép về bệnh tật). Tuy nhiên, trong 5 tháng nghiên cứu với tần số mắc bệnh không lớn, chỉ với 1,3% ở nhóm Synbitotic và 9,4% ở nhóm chứng, dẫn đến kết quả là sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê. Như vậy, nghiên cứu của chúng tôi đã góp phần gợi ý rằng khi sử dụng sữa được bổ sung synbiotics có thể làm tăng khả năng miễn dịch, giúp trẻ giảm được cả số lần (0,5 lần ở nhóm synbiotic với 0,6 lần/trẻ ở nhóm chứng), và số ngày mắc bệnh nhiễm khuẩn hô hấp (2,9 ngày/đợt với 3,4 ngày/đợt ở nhóm chứng). Và, đây cũng là một lĩnh vực đáng quan tâm cho các nghiên cứu tiếp theo.

Bảng 3.30 trình bày tỷ lệ % mắc NKHH trong thời gian nghiên cứu. Nhóm bổ sung Synbiotic có số lần mắc  nhiễm khuẩn hô hấp trung bình/ trẻ/ 5 tháng là 0,5 lần, nhóm chứng là 0,6 lần; tương tự, số ngày mắc trung bình/ 1 lần bị bệnh là 2,9 ngày ở nhóm Synbiotic và 3,4 ngày/lần ở nhóm đối chứng (p=0,063). Kết quả nghiên cứu chưa cho thấy sự khác biệt rõ rệt (p>0,05) cả về số lần mắc trung bình/ trẻ trong 5 tháng can thiệp cũng như số ngày trung bình trong 1 lần bị bệnh giữa 2 nhóm nghiên cứu (p>0,05). Sự khác biệt chỉ thấy rõ (p<0,05) ở tổng số ngày mắc/ 1 trẻ/ 5 tháng nghiên cứu, với ưu thế thuộc về nhóm có bổ sung Synbiotics.

Về tỷ lệ % mắc NKHH trên và NKHH dưới trong thời gian nghiên cứu (bảng 3.31) cho thấy: Tỷ lệ mắc NKHH trên ở nhóm Synbiotíc (35,8%) thấp hơn so với nhóm Chứng (45,8%). Tương tự, tỷ lệ mắc NKHH dưới ở nhóm Synbiotic (1,4%) cũng thấp hơn so với nhóm Chứng (8,8%). NKHH trên là chỉ số tin cậy, được nhiều tác giả đánh giá là quan trọng và đặc hiệu hơn chỉ số NKHH chung, đặc biệt là NKHH trên, thường gây nhiễu, không thật đặc hiệu với các triệu chứng chủ quan như ho, sốt.
Khi tính toán và so sánh nguy cơ tương đối mắc bệnh (RR - Relative Risk) của nhóm sử dụng sản phẩm Synbiotic với nhóm Chứng cho thấy, nhóm Synbiotic có xu hướng giảm 32% nguy cơ mắc NKHH trên (RR=0,78 CI.95%: 0,41-1,04) và giảm 85% nguy cơ NKHH dưới (RR=0,15) so với nhóm chứng, tuy sự khác biệt giữa 2 nhóm chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05).

Nghiên cứu của Nguyễn Lân và cộng sự (2011) cũng cho thấy một kết quả tương tự: trẻ ở nhóm synbiotic có xu hướng giảm cả tỷ lệ mắc, số ngày mắc và số đợt mắc các triệu chứng của nhiễm khuẩn hô hấp như ho, sốt, chảy nước mũi, nghẹt mũi... so với nhóm đối chứng, mặc dù sự khác biệt này chưa thực sự rõ ràng. Điều này có thể là do trẻ ở các nhóm nghiên cứu, kể cả nhóm chứng vẫn đang được bú mẹ, mà sữa mẹ có chứa các yếu tố chống nhiễm khuẩn nên tác động của prebiotic và probiotic chưa thực sự rõ ràng [200]. 

Nghiên cứu của Weizman 2005 cho thấy, nhóm trẻ nhóm đối chứng có số đợt bị sốt cao hơn so với nhóm trẻ được bổ sung B. lactis hoặc L.reuteri và sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê (tương ứng là 0,41 [0,28-0,54] so với 0,27 [0,17-0,37] và 0,11 [0,04-0,18],[120].

Trong một nghiên cứu gộp, Collin và cộng sự 1999 đã tập hợp nhiều nghiên cứu, trong một nghiên cứu ở trẻ từ 1-3 tuổi, được chia thành hai nhóm: nhóm chứng (n=312) được uống sữa công thức và nhóm can thiệp (n=312) uống sữa công thức có bổ sung prebiotic oligosaccharide 2,4 g/ ngày và Bifidobacterium lactis HN019 1,9×107 CFU/ ngày trong vòng một năm. Kết quả nghiên cứu cho thấy, sữa bổ sung prebiotic và probiotic làm giảm tỷ lệ mắc mới viêm phổi khoảng 24% (95% CI: 0- 42%; p[image: image30.png]
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0,05) và nhiễm khuẩn hô hấp cấp thể nặng giảm khoảng 35% (95% CI: 0- 58%; p=[image: image32.png]


0,05). So với nhóm chứng thì trẻ ở nhóm can thiệp giảm khoảng 5% (95% CI: 0-10%; p[image: image33.png]
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0,05) số ngày bị sốt cao. Kết quả nghiên cứu bổ sung 0,8g GOS/ ngày cùng với 8-9 x109 CFU/ ngày của hỗn hợp probiotic L.rhamnosus GG, L. LC705, B. breve Bb99, propionibacterium freudenreichii và spp shermanii, trong 6 tháng cho trẻ có nguy cơ bị dị ứng cao cho thấy, số lượng nhiễm khuẩn đường hô hấp giảm đi. Một nghiên cứu đã được tiến hành gần đây, với việc bổ sung probiotic đơn lẻ liều lượng  1x109 CFU BB12/ ngày cho thấy các triệu chứng NKHH có giảm đi ở trẻ nhỏ. Trong khi đó, một nghiên cứu khác lại cho thấy khi bổ sung L. rhamnosus 1x109 CFU/ ngày cho trẻ tuổi từ 6 đến 24 tháng có nguy cơ bị dị ứng và hen, thì không thấy có ảnh hưởng lên thời gian kéo dài và số đợt mắc triệu chứng thở khò khè [208]. Nghiên cứu của Vliergy và cộng sự đã bổ sung synbiotic chủng loại giống như trong nghiên cứu của chúng tôi nhưng với liều thấp hơn lại cho thấy không có tác dụng rõ rệt lên số lần mắc nhiễm khuẩn hô hấp trong 6 tháng can thiệp (số đợt nhiễm khuẩn/tháng là 1,1 lần ở nhóm can thiệp so với 1,0 lần ở nhóm chứng với p> 0,05) [123].
Kết quả của một số nghiên cứu khác cho thấy việc bổ sung prebiotic và probiotic có ảnh hưởng tích cực lên nhiễm khuẩn đường hô hấp ở trẻ. Tác dụng của probiotic lên nhiễm khuẩn là do các vi khuẩn có ích (probiotic) ngăn ngừa sự xâm nhập của vi khuẩn gây bệnh, ức chế sự phát triển làm cho số lượng các vi khuẩn có hại trong đường ruột giảm đi, các vi khuẩn có ích sản xuất ra bacteriocin có thể tiêu diệt vi khuẩn có hại và số lượng của chúng được điều khiển bởi các enzyme của chủ thể. Quá trình lên men và tạo ra các acid béo cũng làm giảm độ pH trong ruột già, làm giảm sự tăng sinh của vi khuẩn có hại và tạo điều kiện thuận lợi cho các vi khuẩn có ích. Bên cạnh đó, các vi khuẩn có ích cũng cạnh tranh các chất dinh dưỡng và điểm bám vào niêm mạc ruột với các vi khuẩn có hại làm cho số lượng của chúng giảm đi. Bên cạnh đó, qua nhiều nghiên cứu người ta thấy rằng probiotic có tác dụng làm tăng sản suất dịch nhầy mucin, làm giảm độ thẩm thấu của ruột, tăng hoạt động tiêu diệt tế bào tự nhiên, đại thực bào, thực bào và tác dụng của probiotic lên miễn dịch đặc hiệu như tăng tế bào sản sinh IgA, IgG, IgM, tăng IgA tổng thể và IgA đặc hiệu trong huyết thanh cũng như tại thành ruột và thay đổi các đáp ứng viêm  [197], [198], [199], [209], [210].

4.5. Về các điều kiện đảm bảo tính khoa học của phương pháp nghiên cứu và một số hạn chế của luận án

Như trên đã nói, nghiên cứu đã được thiết lập theo dạng thử nghiệm can thiệp cộng đồng, ngẫu nhiên, mù đôi, có đối chứng. Đây là dạng nghiên cứu khoa học và ưu việt nhất của nghiên thử nghiệm lâm sàng trên cộng đồng, đã hạn chế đến mức tối đa những yếu tố nhiễu, những sai số có thể ảnh hưởng tới kết qủa nghiên cứu. Thật vậy, 14 nhà trẻ của 2 xã liền kề, với điều kiện kinh tế xă hội tương tụ nhau đã được chọn lựa và phân bố ngẫu nhiên theo cụm nhà trẻ ra 2 nhóm can thiệp. Toàn bộ trẻ trong lớp với cùng nhóm tuổi (kể cả những trẻ không đủ tiêu chuẩn đưa vào nghiên cứu) đã được cho uống sữa 2 lần/ngày. Số lượng và thể tích sữa, dụng cụ pha chế sữa được chương trình và công ty Nestle tài trợ đầy đủ, cô giáo được tập huấn về pha sữa, cách theo dõi sổ sách đảm bảo theo dõi ghi chép chính xác số lượng sữa trẻ uống hàng ngày. Hai loại sữa sử dụng cho nghiên cứu được đánh mã số, người phân phối và sử dụng, cũng như cô giáo và nghiên cứu viên không phân biệt được bản chất của 2 loại sữa. Sữa được bảo quản tại một phòng điều hoà, luôn giữ ở nhiệt độ 23±20C, đảm bảo điều kiện tối ưu không ảnh hưởng tới chất lượng của synbiotics, sau đó cứ 2 ngày /lần được chở tới các nhà trẻ riêng biệt. 

Về theo dõi bệnh tật như bệnh tiêu hoá và nhiễm khuẩn đường hô hấp, ngoài theo dõi ghi chép của cô giáo hàng ngày, những trẻ có dấu hiệu bất thường được các y bác sỹ của trạm y tế khám và ghi chép chính xác dấu hiệu bất thường, sau đó kết luận về mắc bệnh hô hấp hay tiêu chảy được các nghiên cứu viên đánh giá lần cuối, dựa theo tiêu chuẩn phân loại của chương trình ARI, CDD phù hợp với phân loại của WHO [158], [159].

Nghiên cứu của chúng tôi được thược hiện theo tiêu chuẩn “good practic clinical study” quốc tế [160], với giám sát của một tổ chức quốc tế (International Paraxel Company), trong tất cả các giai đoạn: từ chọn mẫu, tập huấn cộng tác viên, kiểm tra địa điểm, tiêu chuẩn ISO của các cơ sở nghiên cứu, phân tích sinh hoá…, đến các đợt đánh giá và thu thập số liệu, đều có sự giám sát của tổ chức này. Các số liệu được ghi chép trên mẫu có 2 liên, số liệu liên gốc được gửi trực tiếp sang cơ sở thống kê tại Thụy Sỹ, chỉ có số liệu ở liên phụ được lưu trữ ở Việt Nam để tra cứu lại khi cần thiết. Tất cả quy trình phân tích thống kê cũng được thực hiện tại Thụy Sỹ, độc lập với nhóm nghiên cứu tại Việt Nam. Mã số về nhóm nghiên cứu chỉ được mở khi kết quả phân tích thống kê đã được thực hiện xong. Tất cả các điều kiện này đảm bảo tính trung thực và khách quan của kết quả nghiên cứu.

Dù đã được thiết kế thử nghiệm theo mô hình quy chuẩn GCP của WHO, đảm bảo tính khách quan, trung thực, một số hạn chế sau đây của nghiên cứu cũng đã được thảo luận ngay từ khi xây dựng đề cương:
· Chưa làm được chỉ số đếm số lượng probiotics, định tính và định lượng các probiotics được bổ sung qua đường uống hàng ngày. Chỉ số này phẩn ánh chính xác nhất lượng vi khuẩn tồn tại trong ruột như thế nào sau khi được bổ sung qua đường uống. Kỹ thuật chuẩn xác nhất là PCR, xác định gien của các vi khuẩn này. Tuy nhiên đây là kỹ thuật khó thực hiện, giá thành cao, đặc biệt khó đảm bảo chính xác trong điều kiện nghiên cứu thực địa với quy mô lớn, giống như khuôn khổ của nghiên cứu; sẽ có nhiều yếu tố ảnh hưởng tới kết quả của phân tích: thời gian lấy mẫu, thời gian bảo quan, điều kiện bảo quản phân trên thực địa, thời gian vận chuyển tới Thụy Sỹ để phân tích… tất cả những điều kiện này có thể dẫn đến kết quả sai lệch, do vậy chỉ tiêu này đã không được tiến hành. Trong tương lai, những nghiên cứu có điều kiện thuận lợi hơn trong việc lấy mẫu phân, bảo quản và vận chuyển tới labo… nên tiến hành phân tích này.

· Tuy đã cố gắng phân bố ngẫu nhiên khá cân đối và đồng đều giữa 2 nhóm về tuổi, giới, điều kiện kinh tế của địa phương, một số chỉ tiêu khi bắt đầu can thiệp vẫn có sự khác biệt giữa 2 nhóm: ví dụ chỉ số kẽm huyết thanh. Đây là chỉ số phụ thuộc khá nhiều vào việc sử dụng thuốc, vào điều kiện riêng của từng cá thể…

Tuy nhiên, những hạn chế trên cũng không ảnh hưởng đến đầu ra và kết luận của nghiên cứu. Các đầu ra và kết luận của nghiên cứu đã góp phần cung cấp một số bằng chứng về hiệu quả của việc sử dụng sản phẩm giàu synbiotics trong cải thiện tình trạng dinh dưỡng, vi chất dinh dưỡng và miễn dịch ở trẻ em lứa tuổi có nguy cơ cao bị suy dinh dưỡng, thiếu vi chất và bệnh tật.

4.6. Tóm tắt những điểm mới của luận án

4.7.1. Can thiệp bằng sản phẩm dinh dưỡng giàu probiotic (Lactobacillus protectus, Lactobacillus paracasei NCC2461, Bifidubacterium longum NCC300) và prebiotic (FOS, Inulin) trong thời gian, thời điểm thích hợp, cho trẻ sau cai sữa (25 - 36 tháng tuổi), có hiệu quả tích cực thúc đẩy phát triển cân nặng, chiều cao của trẻ tốt hơn so với sử dụng sản phẩm không có synbiotics, ngay cả với trẻ không bị suy dinh dưỡng.
4.7.2. Nghiên cứu chứng minh một cơ chế tác động của synbiotic đến tình trạng dinh dưỡng của trẻ là: synbiotics làm tăng khả năng miễn dịch của trẻ (qua chỉ số IgA huyết thanh, và IgA trong phân), làm giảm số lần và số ngày mắc bệnh nhiễm khuẩn hô hấp, mắc bệnh tiêu chảy, do vậy làm tăng khả năng tiêu hóa, hấp thu và sử dụng các chất dinh dưỡng từ đường tiêu hoá. Sự cải thiện này đã góp phần cải thiện tốt hơn tình trạng dinh dưỡng, vi chất dinh dưỡng của trẻ.
4.7.3. Đề tài cũng đưa ra một hướng can thiệp, ứng dụng khả quan, đưa synbiotic vào sản phẩm can thiệp nhằm phòng chống SDD trẻ em, đặc biệt SDD thấp còi và thiếu vi chất dinh dưỡng ở lứa tuổi có nguy cơ bị SDD cao.
KẾT LUẬN
1. Sản phẩm dinh dưỡng bổ sung synbiotics có hiệu quả rõ rệt tới tăng trưởng của trẻ sau 5 tháng can thiệp
- Mức gia tăng cân nặng nhóm Synbiotics là 1,04±0,63 kg, cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng 0,69±0,62 kg  (p<0,01).

- Mức gia tăng chiều cao trung bình của nhóm Synbiotics là 4,81±1,16 cm, cao hơn có ý nghĩa so với nhóm chứng chỉ tăng được 3,90±1,38 cm (p<0,001).

- Chỉ số WHZ, WAZ của nhóm trẻ sử dụng Synbiotics được cải thiện tốt hơn có ý nghĩa  so với nhóm đối chứng (p<0,05).

- Sau can thiệp SDD thấp còi ở nhóm Synbiotic giảm rõ rệt từ 24,8% xuống còn 22,1% (p<0,05), trong khi ở nhóm chứng hầu như không giảm mà còn tăng nhẹ; Tỷ lệ SDD nhẹ cân giảm từ 9,1% xuống còn 7,6% ở nhóm Synbiotic nhưng lại tăng lên từ 11,3% lên 12,5% ở nhóm chứng; SDD gầy còm của nhóm Synbiotic từ 0,7% giảm đến không còn trẻ nào, trong khi ở nhóm chứng lại tăng từ 2,4 % lên 3,6%. 
2. Hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng bổ sung synbiotics đến nồng độ hemoglobin, retinol, kẽm huyết thanh và các bệnh thiếu vi chất sau 5 tháng can thiệp

- Nồng độ Hemoglobin, retinol và kẽm huyết thanh của cả hai nhóm đều được cải thiện có ý nghĩa (p<0,001). Với cả 3 chỉ số, nhóm Synbiotics đều có xu hướng cải thiện tốt hơn, nhưng khác biệt giữa 2 nhóm chưa có ý nghĩa;
- Sau can thiệp tỷ lệ thiếu máu vẫn còn 11-13 % nhưng trẻ sử dụng Synbiotic có xu hướng giảm tỷ lệ thiếu máu nhiều hơn so với nhóm Chứng. Chỉ số OR cho thấy nhóm Synbiotic đã giảm được 18% nguy cơ thiếu máu (OR=0,82).

- Cả 2 nhóm đều giảm tỷ lệ thiếu kẽm so với trước can thiệp, nhưng tại thời điểm 5 tháng vẫn còn một tỷ lệ đáng kể 42,8-64,3% bị thiếu kẽm. Nhóm Synbiotic có xu hướng giảm tỷ lệ thiếu kẽm nhiều hơn nhóm Chứng, Chỉ số OR, cho thấy nhóm Synbiotic giảm được 19% nguy cơ thiếu kẽm (OR=0,81) so với nhóm Chứng.
- Về hiệu quả thay đổi tỷ lệ thiếu thiếu vitamin A: cả 2 nhóm đều giảm tỷ lệ thiếu vitamin A so với trước can thiệp, nhưng nhóm Synbiotic có xu hướng giảm nhiều hơn nhóm so với nhóm Chứng (p<0,05); Chỉ số OR cho thấy nhóm Synbiotic giảm được 83% nguy cơ thiếu vitamin A (OR= 0,17). 
3. Hiệu quả của sản phẩm dinh dưỡng bổ sung synbiotics đến tình trạng miễn dich (nồng độ IgA huyết thanh, IgA trong phân, bệnh tiêu chảy và nhiễm khuẩn hô hấp) của trẻ sau 5 tháng can thiệp
- Nồng độ IgA huyết thanh của cả 2 nhóm đều tăng (p<0,01), nhưng tăng cao hơn rõ rệt ở nhóm Synbiotic (+3,00 mg/ml; p<0,001) so với nhóm chứng.

- Tuy có xu hướng giảm rõ rệt (p<0,01) nồng độ IgA trong phân của cả 2 nhóm theo thời gian nghiên cứu, nhưng IgA trong phân của nhóm Synbiotic vẫn luôn cao hơn; Sự chênh lệch nồng độ IgA trong phân giữa 2 thời điểm T0 và T5 khác biệt có ý nghĩa (p<0,01) với ưu thế (+49mg/g) thuộc về nhóm Synbiotic, chứng tỏ bổ sung synbiotics đã có hiệu quả tích cực bảo trì khả năng miễn dịch của ruột thông qua chỉ số IgA trong phân.

- Sử dụng sản phẩm dinh dưỡng bổ sung Synbiotic làm giảm có ý nghĩa (p<0,05) cả số đợt mắc tiêu chảy, số ngày mắc trung bình trong 1 đợt, cũng như số ngày mắc trung bình/ trẻ/ 5 tháng so với nhóm chứng. Chỉ số RR cho thấy nhóm Synbiotic giảm được 50%; 60% và 70% nguy cơ mắc tiêu chảy 2 đợt, >2 đợt và tiêu chảy kéo dài so với nhóm chứng (RR lần lượt là 0,5; 0,4 và 0,3 theo thứ tự).

- Sản phẩm dinh dưỡng bổ sung Synbiotic có xu hướng giảm cả số lần và số ngày mắc/ đợt nhiễm khuẩn hô hấp; tuy sự khác biệt chưa có ý nghĩa thống kê (p>0,05). Nhóm Synbiotic có xu hướng giảm 32% nguy cơ mắc NKHH trên (RR=0,78 CI.95%: 0,41-1,04) và giảm 85% nguy cơ NKHH dưới (RR=0,15) so với nhóm chứng.
KHUYẾN NGHỊ

1. Do những hiệu quả tích cực lên tăng trưởng, tình trạng vi chất dinh dưỡng và khả năng miễn dịch của cơ thể, cần tăng cường sản xuất và sử dụng các sản phẩm bổ sung synbiotics, nhất là đối với trẻ em nghèo ở những vùng khó khăn có nguy cơ bị SDD và nhiễm khuẩn cao. 

2. Cần có nhiều nghiên cứu hơn, với các chỉ số đánh giá đặc thù hơn (đếm số lượng probiotics trong phân bằng kỹ thuật PCR), trên các nhóm đối tượng khác nhau để đánh giá hiệu quả sử dụng các sản phẩm bổ sung synbiotic. 
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3. Viện Dinh Dưỡng (2017), Số liệu thống kê về tình trạng dinh dưỡng trẻ em qua các năm. http://viendinhduong.vn/viewpdf.aspx, Truy cập ngày 13/7//2017.
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PHỤ LỤC 1. 
CÁC TIÊU CHUẨN LỰA CHỌN VÀ LOẠI TRỪ
CÁC TIÊU CHUẨN LỰA CHỌN
	
	Có
	
	Không

	· Trẻ 25-36 tháng tuổi
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Đã được cai sữa/không còn bú mẹ
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Được chăm sóc tại một trong những nhà trẻ đã lụa chọn 
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Không mắc các dị tật bẩm sinh và bệnh mạn tính 
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Không tiêu thụ sản phẩm thương mại nào có chứa probiotics hoặc prebiotics trước giai đoạn nghiên cứu.
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Đã được giải thích nghiên cứu và gửi các thông tin dưới dạng đã được viết.
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Kí kết thỏa thuận Informed (bố mẹ/người đại diện hợp pháp)
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu trả lời bất kỳ câu hỏi nào ở trên là Không, thành phần tham gia sẽ Không được lựa chọn.

	TIÊU CHUẨN LOẠI TRỪ

	
	Có
	
	Không

	· Dị ứng sữa
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 


	· Đang tham gia hoặc đã tham gia một thử nghiệm lâm sàng khác trong vòng 6 tháng trước giai đoạn bắt đầu nghiên cứu này.
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu trả lời bất kỳ câu hỏi ở trên là Có, thành phần tham gia sẽ Không được lựa chọn.
PHỤ LỤC 2.
LẦN KHÁM 1 (T0)
Ngày khám:
|__|__||__|__|__||__|__|


Ngày   tháng   năm
DỮ LIỆU VỀ NHÂN KHẨU CỦA TRẺ
Ngày sinh của trẻ:
|__|__||__|__|__||__|__|


Ngày    tháng   năm
Giới:
Nam
 FORMCHECKBOX 
 

Nữ
 FORMCHECKBOX 

Số trẻ cùng sống trong một gia đình:
|__|__|                          
Các CHỈ SỐ NHÂN TRẮC CỦA TRẺ
Chiều cao : 
|__|__|. |__| cm
Cân nặng cơ thể: 
|__|__|. |__|__|__| Kg 

TIỀN SỬ BỆNH TẬT TRONG 6 THÁNG VỪA QUA

	Tên bệnh: _________________________(Tiếng việt) _______________________________(Tiếng anh)

Từ |__|__||__|__|__||__|__| đến |__|__||__|__|__||__|__|

                                                    Ngày    tháng    năm            Ngày    tháng    năm
Tên bệnh: _________________________(Tiếng việt) _______________________________(Tiếng anh)

Từ |__|__||__|__|__||__|__| đến |__|__||__|__|__||__|__|

                                                    Ngày    tháng    năm            Ngày    tháng    năm
Tên bệnh: _________________________( Tiếng việt _______________________________( Tiếng anh)

Từ |__|__||__|__|__||__|__| đến |__|__||__|__|__||__|__|

                                                      Ngày    tháng    năm            Ngày    tháng    năm



TIỀN SỬ DỊ ỨNG CỦA GIA ĐÌNH
	Kjellman-score
	Score
	Total

	Bố, mẹ, anh/chị/em ruột không mắc các bệnh dị ứng.
	0 thành viên nào trong gia đình
	
|__|

	Bố, mẹ, anh/chị/em ruột không được xác định/chẩn đoán là mắc bệnh dị ứng nhưng nghi ngờ mắc bệnh dị ứng.
	1 thành viên trong gia đình
	 
|__|

	Bố, mẹ, anh/chị/em ruột được xác định là mắc bệnh dị ứng.
	2 thành viên trong gia đình
	  +
|__|

	
	TOTAL
	  =  
|__|


Nơi sống của đối tượng:


             FORMCHECKBOX 
 Thành phố
 hoặc
        FORMCHECKBOX 
 Nông thôn
Đối tượng có sống cùng các con vật nuôi hay không:
 FORMCHECKBOX 
 Có

                   
        FORMCHECKBOX 
 Không

PHỤ LỤC 3.
THEO DÕI TÌNH TRẠNG BỆNH TẬT, NHÂN TRẮC, MẪU SINH PHẨM KHI BẮT ĐẦU T1, SAU 2,5 VÀ 5 THÁNG SỬ DỤNG SẢN PHẨM
LẦN KHÁM 1 (T1)
Bắt đầu cho trẻ ăn sản phẩm nghiên cứu
|__|__||__|__|__||__|__|



Ngày   tháng  năm
	Nhật ký

	Hãy bắt đầu điền váo trong nhật ký.


TÌNH TRẠNG BỆNH TẬT

	Những vấn đề bất thường
	Có
	
	Không

	Trẻ có gặp vấn đề gì bất thường kể từ lần khám trước không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục AE ở trang 9.
	Điều trị thuốc đi kèm
	Có
	
	Không

	Trẻ có được dùng/điều trị bằng thuốc cùng kể từ lần khám trước hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục CM ở trang 12.
	Các vấn đề bất thường nguy hiểm
	Có
	
	Không

	TRẻ có gặp những vấn đề bất thường nguy hiểm kể từ lần khám trước (ví dụ, phải vào/nằm bệnh viện)?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục SAE trang 15 và 16.
	Vaccines
	Có
	
	Không

	Trẻ có được dùng một vắcxin mới kể từ lần khám trước không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục VA ở trang 17. 
CÁC MẪU SINH PHẨM
	Phân
	Có
	
	Không

	Phân có được thu thập trước khi uống sản phẩm lần đầu tiên hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy nhập ngày: |__|__||__|__|__||__|__|

Nếu không, ghi rõ lý do: _______________________________________________________ (Tiếng việt)

____________________________________________________________________________   (Tiếng anh)

	Máu 
	Có
	
	Không

	Máu có được lấy ra hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy nhập ngày: |__|__||__|__|__||__|__|

Nếu không, hãy ghi rõ lý do: _______________________________________________________ (Tiếng việt)

____________________________________________________________________________     (Tiếng anh)

LẦN KHÁM 2 (T2.5)

Ngày khám: 



|__|__||__|__|__||__|__|






Ngày   tháng  năm
Các chỈ SỐ NHÂN TRẮC CỦA TRẺ
Chiều cao: 
|__|__|. |__| cm
Cân nặng cơ tthể: 
|__|__|. |__|__|__| Kg 

SẢN PHẨM NGHIÊN CỨU
Việc tuân thủ chế độ ăn đã được chỉ định 
Dữ liệu về việc tuân thủ chế độ ăn đã được chỉ định được thu thập vào bản ghi chép hàng ngày.

TÌNH TRẠNG BỆNH TẬT
	Những vấn đề bất thường
	Có
	
	Không

	Trẻ có gặp vấn đề gì bất thường kể từ lần khám trước không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục AE ở trang 9.
	Điều trị thuốc đi kèm
	Có
	
	Không

	Trẻ có được dùng/điều trị bằng thuốc cùng kể từ lần khám trước hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục CM ở trang 12.
	Các vấn đề bất thường nguy hiểm
	Có
	
	Không

	TRẻ có gặp những vấn đề bất thường nguy hiểm kể từ lần khám trước (ví dụ, phải vào/nằm bệnh viện)?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục SAE trang 15 và 16.
	Vaccines
	Có
	
	Không

	Trẻ có được dùng một vắcxin mới kể từ lần khám trước không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục VA ở trang 17. 
CÁC MẪU SINH PHẨM
	Phân 
	Có
	
	Không

	Phân có được lấy hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy nhập ngày: |__|__||__|__|__||__|__|

Nếu không, hãy ghi rõ lý do: _______________________________________________________ 

____________________________________________________________________________     
LẦN KHÁM 3 (T5 )

Ngày khám: 



    |__|__||__|__|__||__|__|




   

   Ngày   tháng  năm
Các chỈ SỐ NHÂN TRẮC CỦA TRẺ
Chiều cao: 
|__|__|. |__| cm
Cân nặng cơ tthể: 
|__|__|. |__|__|__| Kg 

SẢN PHẨM NGHIÊN CỨU
Việc tuân thủ chế độ ăn đã được chỉ định 
Dữ liệu về việc tuân thủ chế độ ăn đã được chỉ định được thu thập vào bản theo dõi uống sữa hàng ngày.

TÌNH TRẠNG BỆNH TẬT
	Những vấn đề bất thường
	Có
	
	Không

	Trẻ có gặp vấn đề gì bất thường kể từ lần khám trước không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục AE ở trang 9.
	Điều trị thuốc đi kèm
	Có
	
	Không

	Trẻ có được dùng/điều trị bằng thuốc cùng kể từ lần khám trước hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục CM ở trang 12.
	Các vấn đề bất thường nguy hiểm
	Có
	
	Không

	TRẻ có gặp những vấn đề bất thường nguy hiểm kể từ lần khám trước (ví dụ, phải vào/nằm bệnh viện)?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục SAE trang 15 và 16.
	Vaccines
	Có
	
	Không

	Trẻ có được dùng một vắcxin mới kể từ lần khám trước không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



Nếu có, hãy điền vào mục VA ở trang 17. 
CÁC MẪU SINH PHẨM
	Phân
	Có
	
	Không

	Phân có được thu thập hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



  Nếu không, hãy ghi rõ lý do tại sao: ________________________________________________
  _____________________________________________________________________________                 
	Máu
	Có
	
	Không

	Máu có được lấy ra hay không?
	 FORMCHECKBOX 

	
	 FORMCHECKBOX 



  Nếu không, hãy ghi rõ lý do tại sao: _______________________________________________
  ____________________________________________________________________________       
PHỤ LỤC 4.
MẪU KẾT THÚC NGHIÊN CỨU
Ngày kết thúc nghiên cứu(lần khám hoặc lần liên lạc cuối cùng):
|__|__|__|__|__|__|__|

                            Ngày    tháng     năm

Ngày uống sản cuối cùng theo chế độ ăn đã được chỉ đinh: 
|__|__|__|__|__|__|__|

                             Ngày   tháng      năm

Đối tượng có đến lần khám  cuối cùng theo kế hoạch của phương pháp nghiên cứu hay không?

Có
      FORMCHECKBOX 
 
Không
 FORMCHECKBOX 
 Hãy đánh dấu váo các lý do dưới đây. 
Phải dừng lại vì: (Hãy đánh dấu vào những lý chính sau)

1. 
Gặp các vấn đề bất thường  – Hoàn chỉnh mẫu AE/SAE
và liệu có cần một kế hoạch cho lần khám tiếp theo (mục UV)
 FORMCHECKBOX 

2. Muốn bỏ cuộc mà không có lý do/lời giải thích
 FORMCHECKBOX 

3. 
Muốn bỏ cuộc vì có lý do/lời giải thích
 FORMCHECKBOX 

   Sự giải thích_______________________________________________________________(Tiếng việt)
_____________________________________________________________________________ (Tiếng anh)

4. 
Đối tượng không theo dõi được (VD. Chuyển đến một thành phố khác)
 FORMCHECKBOX 

  Hành động đã được làm/Cách xử trí: ____________________________________________ (Tiếng việt)
______________________________________________________________________________ (Tiếng anh)

5. 
Lý do khác, chỉ rõ :_______________________________( Tiếng việt)
 FORMCHECKBOX 

________________________________________________________ (Tiếng anh)

PHỤ LỤC 5. 
PHIẾU THEO DÕI UỐNG SỮA
Tuần 1 Từ |__|__||__|__|__||__|__| đến |__|__||__|__|__||__|__|
                                Ngày    tháng        năm                Ngày       tháng      năm
Theo dõi uống sữa

Một xuất lúc 9h sáng, một xuất lúc 3h chiều.
	Ngày
	Xuất
	Số lượng sản phẩm được tiêu thụ
	Các trường hợp bất thường

	Thứ 2
	1
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
  1/3  FORMCHECKBOX 
 Hiện tại không uống   FORMCHECKBOX 
  Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	
	2
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
  Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	Thứ 3
	1
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
  Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	
	2
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
  Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	Thứ 4
	1
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
   Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	
	2
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
   Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	Thứ 5
	1
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
   Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	
	2
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
   Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	Thứ 6
	1
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
   Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
   Trẻ vắng mặt  FORMCHECKBOX 

	

	
	2
	Hết  FORMCHECKBOX 
   2/3 FORMCHECKBOX 
   1/2 FORMCHECKBOX 
   1/3 FORMCHECKBOX 
   Hiện tại không uống  FORMCHECKBOX 
  Trẻ vắng mặt   FORMCHECKBOX 

	


Đánh dấu ( vào ô được chọn

PHỤ LỤC 6.
PHIẾU THEO DÕI VẤN ĐỀ BẤT THƯỜNG
	Số AE
	Mô tả về AE
	Ngày bắt đầu


Ngày   tháng   năm
	Ngày kết thúc


Ngày   tháng   năm
	Tính nghiêm trọng
	Chuyển đến số CM

	1
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	2
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	3
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	4
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	5
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	6
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	7
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	8
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	9
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	

	10
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	Nhẹ          FORMCHECKBOX 
       Trung bình     FORMCHECKBOX 
          Nặng         FORMCHECKBOX 

	


PHỤ LỤC 7.
CÁC ĐIỀU TRỊ KẾT HỢP/KÈM THEO/ĐỒNG THỜI
Hãy sử dụng mỗi dòng cho mỗi loại thuốc và đánh dẫu những thay đổi trong kế hoạch điều trị vào một dòng mới.
	Số điều trị kết hợp
	Thuốc
	Cách điều trị*
	Ngày bắt đầu

Ngày   tháng    năm
	Ngày kết thúc
Ngày   tháng    năm
	Hướng dẫn sử dụng
(Tham khảo số AE hoặc SAE)

	1.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	2.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	3.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	4.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	5.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	6.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	7.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	8.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	

	9.
	
	
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	


*Cách điều trị:  1 = uống; 2 = Tiêm dưới da; 3 = Tiêm bắp; 4 = Tiêm tĩnh mạch; 5 = Đặt hậu môn; 


6 = đắp/bôi; 7 = ngửi; 8 = nuốt/hít 9 = chuyển da/ghép da; 13 = đặt âm đạo; 99 = Khác (ghi rõ)
	PHỤ LỤC 8.
MẪU ĐIỀU TRA VIÊN GHI TRONG TRƯỜNG HỢP BẤT THƯỜNG NGUY HIỂM #1 (SAE) 

	
Họ   FORMCHECKBOX 

Tên đệm  FORMCHECKBOX 

Tên  FORMCHECKBOX 



	Ngày sinh: |__|__|__|__|__|__|__|
Cân nặng hiện tại (kg): |__|__| . |__|
Giới: Nam  FORMCHECKBOX 
  Nữ  FORMCHECKBOX 


Day
Month
Year

Ngày sử dụng sản phẩm nghiên cứu đầu tiên:
|__|__|__|__|__|__|__|

                                   Ngày       tháng            năm

Ngày sử dụng sản phẩm nghiên cứu cuối trước khi  xuất hiện SAE: |__|__|__|__|__|__|__| 
   

   Ngày    tháng     năm

Thời gian: |__|__| : |__|__|

                         Giờ              phút
                                         


Liều lượng (ml/kg/ngày): |__|__|__| hoặc không dùng  FORMCHECKBOX 


	Ngày xuất hiện SAE: |__|__|__|__|__|__|__|
Thời gian xuất hiện: |__|__| : |__|__|
                                                 Ngày      tháng            năm                                                             Giờ              phút


Miêu tả trường hợp đó:

Khoảng thời gian giữa khi xuất hiện SAE và lần sử dụng sản phẩm nghiên cứu cuối cùng.


|__|__| : |__|__|

Giờ          phút

Thời gian tồn tại các triệu chứng: |__|__|     |__|__| : |__|__|

                         Ngày              Giờ              phút

Ngày giải quyết: |__|__|__|__|__|__|__|
Thời gian giải quyết: |__|__| : |__|__|
hoặc tiếp tục  FORMCHECKBOX 

                                      Ngày         tháng         năm                                                               Giờ                phút


Các chẩn đoán khác được cân nhắc: 



	Các tình trạng nguy hiểm
	Diễn biến lâm sàng
	Mối quan hệ nhân quả

(Ý kiến của nghiên cứu viên)

	Đối tượng chết
 FORMCHECKBOX 

Cần nằm viện/kéo dài thời gian nằm viện
 FORMCHECKBOX 

Mất khả năng đáng kể hoặc dai dẳng
 FORMCHECKBOX 

Các bất thường hoặc dị tật bẩm sinh
 FORMCHECKBOX 

Vấn đề liên quan đến y khoa
 FORMCHECKBOX 

	Tình trạng mạn tính
 FORMCHECKBOX 

Đang cải thiện
 FORMCHECKBOX 

Hồi phục
 FORMCHECKBOX 

Hồi phục nhưng vẫn còn di chứng


 FORMCHECKBOX 

Đang tồi/xấu đi
 FORMCHECKBOX 

Chết
 FORMCHECKBOX 

Không biết
 FORMCHECKBOX 

	Không liên quan
 FORMCHECKBOX 

Không chắc có liên quan hay không
 FORMCHECKBOX 

Có thể có liên quan
 FORMCHECKBOX 

Chắc chắn có liên quan FORMCHECKBOX 


	Các phản ứng  bất thường trước cách điều trị giống nhau:      Có  FORMCHECKBOX 
     Không  FORMCHECKBOX 

 Không biết  FORMCHECKBOX 

Nếu có, ghi chi tiết: 




Các đo lường/tiêu chuẩn đánh giá được làm về sản phẩm nghiên cứu:

Không  FORMCHECKBOX 

Thu hồi sản phẩm nghiên cứu  FORMCHECKBOX 

( Ngày thu hồi: |__|__|__|__|__|__|__|

                                                                                                                                                     Ngày        tháng          năm


Giảm liều lượng  FORMCHECKBOX 
 Ghi rõ: 

Giới thiệu lại và  chấp nhận  FORMCHECKBOX 
                                                   Giới thiệu lại và  phản đối/từ chối  FORMCHECKBOX 

Khác, ghi rõ:  



	Điều chỉnh cách điều trị:  



	Bỏ mã hóa:
Có  FORMCHECKBOX 

Không  FORMCHECKBOX 

Không thể dùng được  FORMCHECKBOX 

Nếu có, tên hoặc mã sản phẩm: ____________________    Số chuyển: ______________________

	

	Điều trị thuốc kèm theo và điều trị SAE:

	Tên
	Cách sử dụng
	Liều lượng (đơn vị)
	Ngày bắt đầu
	Đang xảy ra
	Ngày kết thúc
	Chỉ dẫn

	
	
	
	
	 FORMCHECKBOX 

	
	

	
	
	
	
	 FORMCHECKBOX 

	
	

	
	
	
	
	 FORMCHECKBOX 

	
	

	
	
	
	
	 FORMCHECKBOX 

	
	

	Nếu các khám xét sâu hơn được yêu cầu để đánh giá nguyên nhân, các phát hiện tìm thấy, các kết quả kèm theo (ví dụ như: báo cáo của phòng thí nghiệm, phim chụp X-quang):  




	Các góp ý y khoa khác:  





	Chủ nhiệm đề tài (hoặc người cùng nghiên cứu): 
Tên viết in hoa 
Chữ ký
Ngày



PHỤ LỤC 9.





PHIẾU THEO DÕI TIÊM CHỦNG
	
	Vaccinated
	Mũi 1
	Mũi 2
	Mũi 3
	Mũi 4

	Vaccine
	Có
	Ngày
(dd mmm yy)
	Ngày
(dd mmm yy)
	Ngày
(dd mmm yy)
	Ngày
(dd mmm yy)

	BCG (Lao)
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Bại liệt còn sống
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Bạch hầu
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Uốn ván
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Pertussis
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Haemophilus influenzae type b
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Viêm gan B
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Viêm gan A
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Bại liệt đã khử hoạt tính/chết(s.c.)
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Sởi
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Quai bị
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Rubella
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Thủy đậu
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Cúm
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|

	Khác, hãy ghi rõ:
…………………
	 FORMCHECKBOX 

	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|
	|__|__|__|__|__|__|__|


PHỤ LỤC 10.

CUNG CẤP THÔNG TIN NGHIÊN CỨU CHO ĐỐI TƯỢNG THAM GIA
1. Giới thiệu về đề tài nghiên cứu: 

Trong những năm đầu đời trẻ thường dễ bị suy dinh dưỡng, thiếu máu, còi xương, hay mắc các bệnh nhiễm trùng như tiêu chảy, viêm đường hô hấp. Những trẻ này khi lớn lên sẽ trở thành người thấp bé, kém thông minh, thể lực yếu, trẻ dễ bị mắc các bệnh như tiểu đường, béo phì, tăng huyết áp. Do vậy, phòng chống các bệnh suy dinh dưỡng ngay trong những năm đầu tiên (1-3 tuổi) để trẻ có sức khỏe tốt về sau này là rất cần thiết.

 Có nhiều nguyên nhân dẫn tới suy dinh dưỡng như trẻ bị suy dinh dưỡng từ trong bào thai, thiếu sữa mẹ, ăn bổ sung không hợp lý. Trẻ rất cần các chất dinh dưỡng như đạm, mỡ, các vitamin và khoáng chất…. chúng thường có nhiều trong thịt, cá, trứng, sữa, tôm, cua, rau xanh và quả chín… trong khi đó bữa ăn của các trẻ ở vùng nông thôn thường thiếu những thực phẩm này.

Sau khi trẻ cai sữa, ăn thêm 2 bữa sữa/ ngày là rất tốt, có thể vào lúc 8-9 giờ sáng, 4-5 giờ chiều hoặc 8-9 giờ tối trước khi đi ngủ, sẽ cung cấp thêm 30% nhu cầu các chất dinh dưỡng cần thiết như canxi, vitamin D… giúp phòng chống còi xương, tăng cường miễn dịch.

Do vậy đề tài “Hiệu quả của sữa có probiotic, prebiotic và DHA đến tình trạng miễn dịch, nhiễm khuẩn, dinh dưỡng của trẻ 18-36 tháng tuổi” được tiến hành với mục đích trên.

2. Nội dung hoạt động chính của đề tài là gì?

Đối tượng uống sữa: Trẻ ở độ tuổi 18-36 tháng tính đến thời điểm tháng 3/2010, trẻ sinh từ tháng 3/2007 đến tháng 9/2008 sẽ được chọn tham gia chương trình.

Số lượng và thời gian uống: trẻ được uống  khoảng 400 ml sữa/ngày, chia làm 2 lần: sáng (khoảng 9h) 200 ml, chiều (trước khi trẻ về nhà) 200 ml; uống 5 ngày/1 tuần (không uống thứ 7 và chủ nhật). Trẻ được uống trong thời gian 5 tháng. Sữa được sản xuất theo tiêu chuẩn quốc tế, đảm bảo vệ sinh và dinh dưỡng, được Viện Dinh Dưỡng đồng ý.

Trẻ được theo dõi cân nặng, chiều cao, tình hình mắc bệnh trong thời gian uống sữa. Trẻ được xét nghiệm máu 2 lần, xét nghiệm phân 3 lần, để đánh giá tình trạng sức khỏe, dinh dưỡng như thiếu máu, thiếu vitamin A, thiếu kẽm, miễn dịch… khi bắt đầu và khi kết thúc uống sữa.

Mỗi lần xét nghiệm trẻ được lấy 3 ml máu ven, không ảnh hưởng đến sức khỏe, do kỹ thuật viên lành nghề thao tác, tất cả dụng cụ vô trùng, dùng 1 lần, trẻ được bồi dưỡng bánh, kẹo, đường sữa khi xét nghiệm. 

Bố mẹ không phải trả tiền xét nghiệm; được tư vấn về kết quả xét nghiệm, hướng dẫn cách ăn uống, phòng và chữa bệnh (nếu có) trong thời gian uống sữa.

Hàng ngày gia đình thông báo tình hình sức khỏe, bệnh tật của trẻ cho cô giáo biết: trẻ bình thường hay không? Trẻ có ho hoặc sốt không, trẻ có bị tiêu chảy không? Cô giáo sẽ ghi lại các dấu hiệu của trẻ.

Trong thời gian 5 tháng được uống sữa, trẻ không cần phải uống thêm các loại thuốc bổ khác, các men tiêu hóa khác, trừ những trường hợp cần thiết phải có chỉ định của bác sỹ.

3. Mục đích của nghiên cứu: 

- Đánh giá hiệu quả của uống sữa có prebiotic và probiotic đến tình trạng miễn dịch của trẻ (các chỉ số miễn dịch).

- Đánh giá hiệu quả của bổ sung sữa có prebiotic và probiotic đến tình trạng mắc bệnh nhiễm trùng (tiêu hóa, hô hấp), táo bón, dự ứng của trẻ.

- Đánh giá hiệu quả của bổ sung sữa có prebiotic và probiotic đến các chỉ số nhân trắc (cân nặng, chiều cao), 

- Đánh giá hiệu quả của bổ sung sữa có prebiotic và probiotic lên tình trạng vitamin A, kẽm và thiếu máu của trẻ 18-36 thỏng tuổi.

4. Giới thiệu về người nghiên cứu:


PGS.TS. Nguyễn Xuân Ninh, Phụ trách Khoa Vi chất dinh dưỡng, viện Dinh Dưỡng, đã nhiều năm công tác trong lĩnh vực vi chất dinh dưỡng, nhằm phòng và chữa các bệnh thiếu vi chất dinh dưỡng của trẻ. 

5. Quy trình thực hiện nghiên cứu: 

- Nội dung nghiên cứu đã được HĐKH và HĐ Y đức Viện Dinh dưỡng nhất trí; có sự thống nhất với bố mẹ các cháu, y tế và chính quyền địa phương.

- Cho các cháu uống sữa trong thời gian 5 tháng, từ tháng 3/2010 đến tháng 8/2010

6. Những rủi ro có thể xảy ra khi đối tượng tham gia vào nghiên cứu: 

- Một số trẻ chưa quen mùi, vị của sản phẩm, có thể tập cho trẻ uống thử trong vài ngày. Nếu trẻ vẫn không chịu uống sữa thì loại khỏi nghiên cứu.

- Một số cháu không quen uống sữa có thể bị tiêu chảy, theo dõi trong 1-2 ngày nếu tiêu chảy tiếp tục, sẽ ngững uống sữa. Bố mẹ của trẻ cần cung cấp các thông tin về tiền sử không dung nạp sữa của trẻ cho cán bộ nghiên cứu biết.

- Dụng cụ và nước pha chế sữa cần được thực hiện theo đúng kỹ thuật tránh các vấn đề bị nhiễm khuẩn. Tập huấn kỹ cho các cô giáo tại nhà trẻ pha sữa, cộng tác viên y tế kiểm tra thường xuyên bếp ăn và công tác chuẩn bị ăn cho các cháu.

- Trong thời gian nghiên cứu trẻ có thể bị ốm, hoặc tiêu chảy do nhiều nguyên nhân khác nhau. CTV phối hợp với trạm y tế xã ghi chép, chẩn đoán nguyên nhân và hướng dẫn cách điều trị nếu cần thiết. 

- Khi lấy máu xét nghiệm có thể gây đau cho trẻ, tuy nhiên không gây ảnh hưởng xấu đến sức khỏe của cháu. Đề tài mời kỹ thuật viên lấy máu thành thạo để tránh sai lệch ven, giảm đau cho trẻ. Trẻ được bồi dưỡng quà, có nước cam, chanh uống và có phương tiện cấp cứu cần thiết.

7. Những lợi ích của đối tượng khi tham gia nghiên cứu: 

- Trẻ được uống miễn phí 5 ngày/tuần một trong 2 loại sữa, trong thời gian 5 tháng nghiên cứu, trẻ được kiểm tra và theo dõi sức khỏe trong suốt thời gian nghiên cứu, nếu trong quá trình nghiên cứu trẻ bị ốm sẽ được các cán bộ y tế trợ giúp.

- Các dụng cụ pha chế sữa, cốc cho các cháu uống được công ty Nesle cung cấp đến 4 nhà trẻ.

- Các bà mẹ được cung cấp thêm kiến thức về vai trò quan trọng của việc bổ sung các chất dinh dưỡng thường bị thiếu hụt trong thời kỳ ăn bổ sung của trẻ (nhất là vùng nghèo, thức ăn bổ sung chủ yếu là gạo và ngũ cốc)

- Trẻ được xét nghiệm máu, xét nghiệm phân để đánh giá về tình trạng sức khỏe. 

- Trẻ được mua bảo hiểm sức khỏe, thân thể trong thời gian nghiên cứu.

8. Trả công cho đối tượng tham gia nghiên cứu (nếu có): 

Theo định mức quy định của nhà nước cho người được phỏng vấn, cho trẻ khi lấy máu xét nghiệm. Cho cộng tác viên (y tế, cô giáo) trong thời gian phối hợp nghiên cứu.

9. Đảm bảo sự bí mật riêng tư của đối tượng nghiªn cøu: 

Những thông tin về bệnh tật của trẻ chỉ được biết và trao đổi giữa nhà nghiên cứu và bố mẹ của trẻ, hoặc y tế xã khi cần thiết. Không được phổ biến cho người khác biết.

10. Nghĩa vụ của người tham gia nghiên cứu: 

- Gia đình cho trẻ đến nhà trẻ đều đặn uống sữa hàng ngày. Phản ánh trung thực những vấn đề liên quan như trẻ ngon miệng, có rối loạn tiêu hóa, tiêu chảy, bị bệnh về hô hấp, dị ứng hay không.

- Tự nguyện cho cháu lấy máu xét nghiệm 2 lần: lần 1 khi bắt đầu nghiên cứu (3 ml); lần 2 khi kết thúc nghiên cứu (3 ml) để đánh giá tình trạng sức khỏe và dinh dưỡng của trẻ.

- Trẻ được lấy phân xét nghiệm 3 lần: khi bắt đầu nghiên cứu, giữa nghiên cứu (2,5 tháng) và khi kết thúc nghiên cứu. Mỗi lần 5g phân theo hướng dẫn vào dụng cụ được cung cấp.

- Bà mẹ của trẻ cần phối hợp với cán bộ nghiên cứu. Mang cháu tới khám tại trạm y tế khám trước khi bắt đầu uống sữa, 2.5 tháng và 5 tháng sau khi uống sữa khi có giấy mời của trạm y tế và nhà nghiên cứu.

11. Sự tình nguyện tham gia và rút lui ra khỏi nghiên cứu: 

Gia đình của trẻ cũng có thể  lựa chọn không tham gia vào nghiên cứu và rút lui khỏi nghiên cứu vào bất cứ thời điểm nào.

12. Phương thức liên hệ với những người tổ chức nghiên cứu: 

Trong quá trình tham gia nghiên cứu, nếu cần thiết liên hệ trực tiếp hoặc thông qua điện thoại với cộng tác viên dinh dưỡng hoặc cán bộ phụ trách nghiên cứu trên đây (PGS. TS. Nguyễn Xuân Ninh, ĐT. 04-9719280/ 091 222 07 23).

Hà Nội, ngày 15 tháng 1 năm 2010

                                                         

 TM. Chủ nhiệm đề tài 

   
  Nguyễn Xuân Ninh
PHỤ LỤC 11. 

BẢN THỎA THUẬN THAM GIA NGHIÊN CỨU
Tên tôi là:...........................................................

Địa chỉ: thôn
 

 Xã 


Huyện Gia Bình, Tỉnh Bắc Ninh

Xác nhận rằng tôi đã đọc thông tin liên quan đến nghiên cứu “Hiệu quả của sữa có probiotic, prebiotic và DHA đến tình trạng miễn dịch, nhiễm khuẩn, dinh dưỡng của trẻ 18-36 tháng tuổi”,

Tôi đã hiểu về mục tiêu và phương pháp của nghiên cứu, và tôi đã nhận được những câu trả lời làm thoả mãn cho những câu hỏi của tôi.

Chữ ký dưới đây  xác nhận rằng tôi đã hiểu dự án và tôi chấp nhận cho của con tôi

là ..................................................tham gia vào nghiên cứu này.

Khi tham gia, tôi cam kết:

- Cho trẻ đến nhà trẻ uống sữa đều đặn 2 lần trong ngày, trong thời gian 5 tháng, từ tháng 3 đến tháng 8/2010.

- Phản ánh trung thực những vấn đề liên quan đến sức khỏe của trẻ khi được phỏng vấn

- Chấp nhận cho lấy máu 2 lần (mỗi lần 3ml)  để xét nghiệm đánh giá tình trạng sức khỏe, cung cấp 3 lần phân của trẻ để đánh giá tình trạng tiêu hóa của trẻ.

- Tôi đã hiểu rằng con tôi có thể rút khỏi nghiên cứu bất kỳ lúc nào và không cần đưa ra bất kỳ lý do gì.

Bắc Ninh, ngày ..............................

Phụ huynh đối tượng nghiên cứu:

(Ký và ghi rõ họ tên)

Họ tên:..............................................

Ngày    tháng     năm 2010

Chứng nhận của nghiên cứu viên                                                          

  (Ký và ghi rõ họ tên)                                                                                             ....................................................

.....................................................                                                 .

.....................................................

Chủ nhiệm đề tài: PGS.TS. Nguyễn Xuân Ninh

Viện Dinh Dưỡng Quốc Gia

Ký và xác nhận:
PHỤ LỤC 12.

DANH SÁCH ĐỐI TƯỢNG THAM GIA NGHIÊN CỨU
	TT
	Họ và Tên Trẻ

	1
	Nguyễn Văn Đ

	2
	Nguyễn Văn Kh

	3
	Ngô Xuân S

	4
	Nguyễn Đăng K

	5
	Nguyễn Văn Kh

	6
	Nguyễn Thị H

	7
	Nguyễn Thị Quỳnh G

	8
	Nguyễn Bằng A

	9
	Nguyễn Duy Quang Nh

	10
	Đinh Thị H

	11
	Nguyễn Thị Yến Nh

	12
	Nguyễn Thị Mai A

	13
	Nguyễn Thị X

	14
	Nguyễn Tăng H

	15
	Nguyễn Thị Ng

	16
	Nguyễn Trà M

	17
	Nguyễn Thu H

	18
	Nguyễn Ngọc L

	19
	Nguyễn Văn T

	20
	Nguyễn Thị Minh A

	21
	Nguyễn Thanh H

	22
	Vũ Thị Bình M

	23
	Vũ Văn T

	24
	Nguyễn Tiến Th

	25
	Nguyễn Thị Nh

	26
	Hoàng Khánh H

	27
	Vũ Ngọc M

	28
	Nguyễn Thảo V

	29
	Nguyễn Minh Ch

	30
	Đinh Văn Q

	31
	Hoàng Thị Thu Tr

	32
	Nguyễn Văn M

	33
	Nguyễn Thùy D

	34
	Đặng Văn Tr

	35
	Vũ Thị Lan A

	36
	Nguyễn Xuân D

	37
	Vũ Thị D

	38
	Hoàng Thị Q

	39
	Nguyễn Văn D

	40
	Vũ Văn Chiến

	41
	Nguyễn Văn D

	42
	Đặng Minh H

	43
	Hoàng Văn Ph

	44
	Trần Danh Đ

	45
	Nguyễn Phúc Đ

	46
	Đoàn Văn H

	47
	Đoàn Thị Khánh B

	48
	Nguyễn Thị H

	49
	Trần Danh H

	50
	Nguyễn Hồng V

	51
	Nguyễn Thị Minh S

	52
	Phan Huy Ph

	53
	Bùi Văn Th

	54
	Nguyễn Thị Phương L

	55
	Đoàn Xuân T

	56
	Trần Danh Th

	57
	Trần Danh Đ

	58
	Đoàn Thị Cẩm L

	59
	Đoàn Thị Ph

	60
	Lê Thị Ngọc A

	61
	Lê Hữu Th

	62
	Phạm Thị Ngời

	63
	Trần Quỳnh Tr

	64
	Trần Thị Ngọc A

	65
	Trần Danh Th

	66
	Trần Hùng V

	67
	Nguyễn Thị Thu H

	68
	Bùi Văn M

	69
	Bùi Thị Th

	70
	Nguyễn Bá Th

	71
	Phạm Thị Hà L

	72
	Vũ Đình Tr

	73
	Nguyễn Văn Th

	74
	Nguyễn Thị L

	75
	Vũ Xuân Th

	76
	Vũ Thị Minh Th

	77
	Nguyễn Thị Kim Th

	78
	Nguyễn Văn H

	79
	Vũ Thị Thúy H

	80
	Vũ Trọng C

	81
	Nguyễn Văn Tuấn H

	82
	Nguyễn Văn H

	83
	Đào Việt A

	84
	Hoàng Thị Hồng H

	85
	Nguyễn Văn Ph

	86
	Vũ Xuân H

	87
	Nguyễn Văn Th

	88
	Nguyễn Thị H

	89
	Vũ Đình H

	90
	Vũ Trí H

	91
	Nguyễn Văn Tuấn Ph

	92
	Trần Thị U

	93
	Nguyễn Thị Quỳnh Tr

	94
	Nguyễn Anh B

	95
	Đặng Danh Hoàng L

	96
	Nguyễn Thị Quỳnh Ch

	97
	Nguyễn Văn Q

	98
	Trịnh Thị Lâm A

	99
	Nguyễn Thị Vân A

	100
	Vũ Xuân H

	101
	Nguyễn Thị L

	102
	Đặng Văn Ph

	103
	Nguyễn Văn H

	104
	Nguyễn Văn L

	105
	Nguyễn Văn K

	106
	Nguyễn Thị H

	107
	Nguyễn Văn H

	108
	Nguyễn Việt Kh

	109
	Nguyễn Kim H

	110
	Nguyễn Thị G

	111
	Nguyễn Thị Th

	112
	Nguyễn Đình Nh

	113
	Nguyễn Kim Th

	114
	Nguyễn Linh Ch

	115
	Trần Duy V

	116
	Nguyễn Thành Q

	117
	Nguyễn Văn Q

	118
	Nguyễn Thành H

	119
	Nguyễn Đình Hoàng A

	120
	Nguyễn Thị Ngọc Á

	121
	Nguyễn Huy H

	122
	Nguyễn Thị Tr

	123
	Nguyễn Văn T

	124
	Lê Thị Tuyết Ng

	125
	Nguyễn Đình Việt L

	126
	Nguyễn Văn D

	127
	Vũ Nhật N

	128
	Đinh Vũ Duy A

	129
	Đinh Cao C

	130
	Trịnh Xuân D

	131
	Nguyễn Phương Th

	132
	Trịnh Văn H

	133
	Nguyễn Thị Trà M

	134
	Đỗ Minh D

	135
	Nguyễn Đăng D

	136
	Nguyễn Văn Hải A

	137
	Nguyễn Thị Phương A

	138
	Phạm Nguyễn Phú C

	139
	Nguyễn Văn Th

	140
	Nguyễn Mai L

	141
	Trần Lê Quỳnh A

	142
	Lê Quang C

	143
	Trần Thị Hồng Nh

	144
	Vũ Gia T

	145
	Trần Tú U

	146
	Hoàng Thị Th

	147
	Nguyễn Thị Ng

	148
	Trịnh Đức Tr

	149
	Lê Văn Minh Á

	150
	Hoàng Khắc Tr

	151
	Vũ Tuấn A

	152
	Nguyễn Quốc A

	153
	Trịnh Văn H

	154
	Nguyễn Văn H

	155
	Trần Ngọc Nh

	156
	Nguyễn Sỹ B

	157
	Nguyễn Thị M

	158
	Nguyễn Thị Thúy H

	159
	Nguyễn Thị Thủy T

	160
	Nguyễn Bá S

	161
	Đỗ Danh Ph

	162
	Nguyễn Trung Đại Th

	163
	Nguyễn Trung H

	164
	Vũ Thế D

	165
	Nguyễn Thị Tr

	166
	Nguyễn Thị Tr

	167
	Nguyễn Thị Ng

	168
	Nông Văn D

	169
	Nguyễn Văn D

	170
	Nguyễn Thị Hải H

	171
	Trần Văn D

	172
	Dương Đình Th

	173
	Phùng Thị H

	174
	Nguyễn Thị Quỳnh M

	175
	Phùng Sỹ Q

	176
	Nguyễn Văn V

	177
	Nguyễn Thị Thanh H

	178
	Nguyễn Văn L

	179
	Phạm Văn Nh

	180
	Lương Đức A

	181
	Phùng Thị Ch

	182
	Phùng An D

	183
	Nguyễn Quang H

	184
	Phùng Văn Q

	185
	Phạm Khánh L

	186
	Nguyễn Thị H

	187
	Phạm Thị T

	188
	Phạm Văn H

	189
	Nguyễn Công K

	190
	Phạm Văn H

	191
	Phạm Thị Q

	192
	Nguyễn Thị Th

	193
	Phùng Sỹ H

	194
	Phạm Văn H

	195
	Trần Thị Khánh L

	196
	Phạm Văn Ph

	197
	Phùng Thu Tr

	198
	Phạm Văn D

	199
	Hoàng Văn Minh Đ

	200
	 Đào Thị Th

	201
	Phạm Thị U

	202
	Nguyễn Thị Thu H

	203
	Nguyễn Thị T

	204
	Lê Văn Quang Th

	205
	Lê Văn D

	206
	Nguyễn Thị Khánh L

	207
	Lê Văn H

	208
	Nguyễn Thị H

	209
	Lê Văn Tuấn A

	210
	Phạm Thị Huệ

	211
	Nguyễn Văn Đ

	212
	Nguyễn Sỹ Q

	213
	Nguyễn Thị Ng

	214
	Phạm Trọng Tr

	215
	Lê Văn V

	216
	Lã Thị Nh

	217
	Nguyễn Thị Ch

	218
	Lê Văn H

	219
	Nguyễn Thị Y

	220
	Phạm Thu H

	221
	Nguyễn Sỹ H

	222
	Vũ Thế S

	223
	Nguyễn Đắc Kh

	224
	Nguyễn Công Kh

	225
	Ngô Hoàng L

	226
	Nguyễn Công Ph

	227
	Phạm Thị H

	228
	Nguyễn Thị Ph

	229
	Nguyễn Bá L

	230
	Nguyễn Thị L

	231
	Lê Thị Ngọc Á

	232
	Phan Đình Đ

	233
	Đỗ Duy Đại Đ

	234
	Đỗ Văn Quốc Tr

	235
	Nguyễn Thị Kim Th

	236
	La Nguyễn Hà V

	237
	Nguyễn Thị Kim Ng

	238
	Đỗ Xuân Th

	239
	Vũ Thị Thanh T

	240
	Nguyễn Danh Hoàng Đ

	241
	Nguyễn Thị H

	242
	Nguyễn Như Hải Đ

	243
	Nguyễn Đức Ch

	244
	Nguyễn Thị Phương A
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Tăng nguy cơ bệnh mạn tính tuổi trưởng thành





Sơ sinh nhẹ cân





Nguời già thiếu dinh dưỡng








Trẻ thấp còi





Phụ nữ thiếu dinh dưỡng





Tăng cân khi có thai kém








Thiếu niên thấp còi





Tăng tử vong vongvong





Phát triển trí tuệ kém





Giảm năng lực trí tuệ





Tỷ lệ tử vong của mẹ cao





Giảm khả năng chăm sóc trẻ 





Thiếu dinh dưỡng bào thai 





Chậm tăng trưởng 





Thiếu ăn, dịch vụ chăm sóc kém





Thiếu ăn, dịch vụ CS kém 





Cho ăn bổ sung không đúng lúc 





Nhiễm trùng thường xuyên 





Thiếu ăn, dịch vụ chăm sóc kém 





Khả năng trí tuệ giảm 





Thiếu ăn, dịch vụ chăm sóc kém 





Tăng tỷ lệ Bifidobacteria và Lactobacilli so với vi khuẩn có hại


Tăng sản xuất mucin


Tăng thẩm thấu ruột


Điều chỉnh đáp ứng miễn dịch ruột


Tăng miễn dịch dịch thể


( IgA và các kháng thể khác)


Điều chỉnh đáp ứng Th1/Th2





Cân đối vi khuẩn đường ruột


Giảm thời gian tiêu chảy cấp


Giảm mắc mới tiêu chảy cấp


Giảm tiêu chảy liên quan đến kháng sinh


Giảm mức độ nặng và mắc mới dị ứng, phản ứng đặc dị


Giảm mức độ nặng, mắc mới viêm ruột kết hoại tử








PROBIOTIC





2 [(Z(1-α/2) + Z(1-β)) ( ] 2


                   ∆ 2








368 trẻ/14 nhà trẻ được khám sàng lọc





Nhóm Chứng (n=174)


T0: cân, cao, XN máu, phân, bệnh tật, ăn sản phẩm bổ sung





Nhóm Synbiotics (n=160)


T0: cân, cao, XN máu, phân, bệnh tật, ăn sản phẩm bổ sung








T5 (n=168), đủ cân, cao, XN máu, phân, bệnh tật, ăn đủ sản phẩm


 


được phân tích





T5 (n=145), đủ cân, cao, XN máu, phân, bệnh tật, ăn đủ sản phẩm








2 bỏ cuộc





5 bỏ cuộc








T2,5 tháng: cân, cao, XN phân, bệnh tật





34 trẻ bị loại 





334 trẻ được chọn,


chia ngẫu nhiên theo cụm nhà trẻ





T2,5 tháng: cân, cao, XN phân, bệnh tật








2 bỏ cuộc & 2 bị loại khỏi NC





3 bỏ cuộc & 7 bị loại khỏi NC





Nồng độ IgA trong phân (mg/g phân tươi)





Sự xác nhận của nghiên cứu viên về việc hoàn chỉnh CRF chính khi nghiên cứu kết thúc





CRF này bao gồm:


Các tài liệu hiện có


Các ghi chép về sự chịu đựng





Tôi xác nhận rằng  đối tượng đã được điều trị/can thiệp dưới sự giám sát của tôi và theo đúng phương pháp/cách thức nghiên cứu.  Những đánh giá và dữ liệu chứa trong bản ghi hàng ngày này là hoàn chỉnh và chính xác.





|__|__|__|__|__|__|__|	Chữ ký của điều tra viên:_______________________


   Ngày         tháng            năm
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