
Neonatal  PKU ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩  Neonatal  PKU ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 

(Cat.No. DG.PKU.01)
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٦٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق (روی ︫﹫﹊︣)

︎︀﹡︘ ٥ ﹝﹫﹙﹩ ﹝︐︣ی ﹜﹊﹥ ﹨︀ی ︠﹢ن ︪︠﹉ ︫︡ه از
 ا︨︐︀﹡︡ارد،﹋﹠︐︣ل،﹡﹞﹢﹡﹥ ﹡﹢زاد

︀﹁︣ ا︨︐︣اج ﹋﹠﹠︡ه  ︋١٠٠ µl  ا﹁︤ودن

︠﹢ا﹡︩ ﹝﹫︤ان ︗︢ب ﹡﹢ری در ︵﹢ل ﹝﹢ج
 ٤٩٢ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣ ︋︀ د﹀︣ا﹡︧﹫﹏ ٦٣٠ ﹡︀﹡﹢﹝︐︣

︡︡︗ ﹉﹨︀ ﹤︋ ٥٠ ︋︀﹁︣ ︠﹠︓﹩ ﹋﹠﹠︡ه µl ا﹁︤ودن

﹠︓﹩ ﹋﹠﹠︡ه  ︠︣﹁︀ ﹥  ︡︡︗ ﹉﹨︀︀وی︋  ︡ه︋  ا﹡︐﹆︀ل  µl ٥٠  ﹝﹙﹢ل ا︨︐︣اج︫ 

ا﹁︤ودن µl ١٠٠ ﹝﹙﹢ل وا﹋﹠︩

٦٠ د﹇﹫﹆﹥ ا﹡﹊﹢︋︀︨﹫﹢ن در د﹝︀ی ا︑︀ق

:︫︡︀  ︋﹩﹞ ︣︣ح ز  ︫﹤  ︋Neonatal  PKU ﹩︐︧︑ ا︗︤ای ︑︪﹊﹫﹏ د﹨﹠︡ه ﹋﹫️ ٩٦

﹝﹢︐︀ت ﹋﹫️

تا 6 ماه

 بیمارى فنیل کتونوریا یا PKU (Phenylketonuria) یک نقص متابولیک است که به صورت 
اتوزومال مغلوب (Autosomal recessive) به ارث مى رسد. در افراد مبتلا به این بیمارى 
ژن مسئول ساخت آنزیم فنیل آلانین هیدروکسیلاز (Phenylalanine hydroxylase) که بر 
روى کروموزوم 12 واقع شده است به دلیل وقوع جهش، غیر فعال بوده یا به مقدار کافى 
بیان نمى شود. در فقدان این آنزیم کبدى، تبدیل فنیل آلانین به تیروزین انجام نشده و 
غلظت سرمى فنیل آلانین و اجسام کتونى مشتق از آن (اسیدهاى فنیل پیرووات، فنیل 
لاکتات، فنیل استات و فنیل اتیل آمین) افزایش مى یابد. تجمع این متابولیتها در خون و 

مغز به تدریج منجر به صدمات مغزى غیر قابل بازگشت مى شود.
این بیمارى در هفته هاى اول تولد، نشانه هاى بارز و واضحى ندارد.  ولى به تدریج بیمار در
پایان ماههاى اول دچار تاخیر در تکامل، استفراغ، کاهش رشد و روشن شدن رنگ موى 
سر و صورت مى شود. در صورت عدم درمان و پیشگیرى بیمار به عقب افتادگى ذهنى، 

کوچکى دور سر و اختلالات رفتارى مبتلا مى گردد.(3 -1)
میزان بروز PKU در بین سفید پوستان 1:10000 تولد زنده است. ولى بالاترین میزان بروز
PKU در جهان از ایران و کشورهاى همجوار گزارش شده است. به طوریکه میزان بروز

آن در استانهاى مختلف کشور 5000 : 1  تا 8000 : 1 تولد گزارش شده است. رواج گسترده 
ازدواجهاى فامیلى نقش مهمى در این امر دارد.(6 - 4) 

هر چند امکان درمان کامل در مورد PKU وجود ندارد ولى در صورت تشخیص زودرس 
و شروع تغذیه مخصوص این نارسائى از ابتداى نوزادى امکان پیشگیرى از عوارض شدید 
آن میسر است.(7) با تعیین کمى غلظت فنیل آلانین در خون خشک شده بر روى فیلتر 
کاغذى با استفاده از کیت دیا زیست، مى توان با شناسایى و درمان به موقع نوزادان از 

بروز اختلالات ذهنى و جسمى مرتبط جلوگیرى نمود.

 ﹉︣︐﹝︣﹚﹋ روش ﹤ ︡ه︋   ︫﹉︪ ﹢ن︠  ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︾﹙︷️ ﹁﹠﹫﹏ آ﹐﹡﹫﹟ در ﹜﹊﹥︠ 
﹉﹫︑︀ ﹝︤ آ﹡

﹋ـ︀ر︋ـ︣د

طراحى کیت Neonatal PKU بر اساس روش کلریمتریک آنزیماتیک مى باشد. در این روش ابتدا  از
لکه هاى خون خشک شده بر روى کاغذ فیلتر 903 شرکت Schleicher & Schuell حاوى
خون نوزادان، استانداردها و کنترلها دایره هایى به قطر 5 میلى متر جدا کرده و درون چاهکها
قرار مى دهند. با افزودن بافر استخراج کننده و طى زمان انکوباسیون اول فنیل آلانین نمونه
ها از لکه خون جدا مى شود. محلول استخراج شده به چاهکهاى جدید منتقل شده و بعد از خنثى
سازى pH ، آنزیم فنیل آلانین دهیدروژناز و سوبستراى آن اضافه مى گردد. طى انکوباسیون

دوم واکنشهاى زیر در چاهکها رخ مى دهند:

در واکنش دوم، نمک Tetrazolium احیا شده و رنگ آلبالویى تولید مى گردد. شدت رنگ
ایجاد شده که با غلظت فنیل آلانین ارتباط مستقیم دارد، در طول موج 492 نانومتر (با

دیفرانسیل 630 نانومتر) اندازه گیرى مى گردد.

﹝︡ت ز﹝︀ن ا﹡︖︀م ︑︧️: ٦٠ د﹇﹫﹆﹥ + ٦٠ د﹇﹫﹆﹥ 

ا︨︀س روش ︨﹠︖︩

L-Phenylalanine + NAD++ H2O
PheDH

Phenylpyruvate + NH4
+ + NADH

NADH + tetrazolium salt (ox.) + H+ Diaphorase
NAD+ + tetrazolium salt (red) 

کیت را در دماى 8-2 درجه سانتیگراد نگهدارى کنید.
پایدارى کیت در دماى 8-2 درجه سانتیگراد، قبـل از شـروع استـفاده (In Shelf) و حین 
استفـاده(In use) بر مبنـاى استانـدارد                           (٨) بررسى گردیـد که  نتایـج به 

شـرح زیـر مى باشد: 

︀︡اری ︫︣ا﹍﹡ ︳︡اری و︎ 

︗﹞︹ آوری و آ﹝︀ده ︨︀زی ﹡﹞﹢﹡﹥ ﹨︀

︿رد

1/12 ml

1/6 ml

1/12 ml

1/0.3 ml

1/0.3 ml
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︿رد

  (Elution Buffer) بافر استخراج کننده    

 (Neutralizing Buffer) بافر خنثى کننده

 (Reagent Buffer) بافر واکنش

  (mg/dl)برحسب (Standards A-F)  A-F    استاندارد هاى
   (mg/dl × 60.5= µmol/L)      

 (Reagent A) A محلول   

(Controls Low & High)    کنترل پایین و بالا 

پلیت خام

ا︡د﹡︀م ا︗︤اء ا︡ر/︑︺ ﹆﹞

2/96 wells

2 /1 Dried blood spots

 (Reagent B) B محلول   

سن مناسب جهت اندازه گیرى میزان فنیل آلانین در نوزادان، 5-3 روزگى یعنى 72-120 ساعت 
پس از تولد مى باشد.(4) نمونه مناسب جهت انجام آزمایش خون تام جذب شده بر روى کاغذ 
فیلتر 903 شرکت  Schleicher & Schuell  است که ترجیحاً از پاشنه پاى نوزاد گرفته مى 
شود. نحوه نمونه گیرى مطابق دستورالعمل کشورى (9) و استاندارد NCCLSLA4-A4 (10) انجام مى 
گیرد بدین ترتیب که ابتدا پاشنه پا را گرم کرده و بعد با الکل 70 درصد تمیز نموده و اجازه دهید 
الکل روى پوست خشک شود. سپس در حالیکه پاشنه پا از سطح قلب نوزاد پایین تر است با 
لانست ضربه اى یکنواخت و آرام در حاشیه کنارى پاشنه پا وارد نمایید. قطره اول را با گاز استریل 
پاك نمایید. با ماساژ آرام که به پاشنه مى دهید قطرات بعدى را روى کاغذ فیلتر903 بنشانید. 
خون جذب شده باید تمام دایره را از دو طرف بپوشاند و آنرا اشباع کند. به تعداد لازم نمونه گیرى 
را انجام داده سپس کاغذ را به صورت افقى بر روى سطح تمیز قرار دهید. از تماس دست با دایره 
هاى کاغذ فیلتر قبل و بعد از خونگیرى، خود دارى شود. لازم است نمونه ها به مدت 3 ساعت در 
مجاورت هواى تمیز در دماى 15-25 درجه سانتیگراد، دور از تابش مستقیم آفتاب خشک شوند. 
نمونه هاى خشک شده باید دور از رطوبت و در یخچال (دماى 4 درجه سانتیگراد) نگهدارى شوند.

مواد و وسایل لازم که همراه کیت عرضه نمى شوند
    دستگاه الایزا ریدر داراى فیلتر 492 و630 نانومتر کالیبر شده

    سمپلرهاى 100، 50 و 25 میکرولیتر کالیبر شده
    سرسمپلر هاى یک بار مصرف

    پانچر 5 میلى مترى
شیکر

﹇︊﹏ از ا﹡︖︀م ︑︧️:
   تمام مواد و نمونه ها را به دماى اتاق (25-20 درجه سانتیگراد) برسانید.

 (Reagent Buffer) براى تهیه  محلول واکنش، به ازاى هر رج1 میلى لیتر از بافر  واکنش   
را با 25 میکرولیتر محلول A و 25 میکرولیتر محلول B مخلوط نمایید. این محلول تا 10 

دقیقه بعد از ساخت قابل استفاده مى باشد. 

روش ا﹡︖︀م ︑︧️روش ا﹡︖︀م ︑︧️

�� قابل استفاده مى باشد.��این کیت تشخیصى به صورت ����
کلیه محلول هاى کیت آماده مصرف هستند، فقط محلول واکنش قبل از استفاده نیاز به 

آماده سازى دارد.
کلیه اجزاى  این کیت براى مصرف با اجزاى هم سرى ساخت کیت ارائه شده اند.

توصیه مى شود در هر تست استانداردها جهت رسم منحنى استفاده شوند، همچنین 
درصورتى که همزمان بیش از یک پلیت تست گذاشته شود، رسم منحنى براى هر 

پلیت ضرورى است. 
کالیبره بودن ابزارها و دستگاه ها در صحت نتایج اثرگذار است.

جهت ساخت اجزاى این کیت از مواد شیمیایى و زیستى استفاده شده است. لذا توصیه 
مى شود هنگام کار از تماس مستقیم با مواد پرهیز شود.

︑﹢︗﹥ و ا︐﹫︀ط

(In Shelf) قبل از شروع استفاده

(In use) حین استفاده

تا پایان تاریخ انقضا

تا 6 ماه

﹤﹞︡﹆﹞
6 /1 Dried blood spots



﹋﹠︐︣ل ﹋﹫﹀﹩

︕︀︐﹡ ﹤︊︨︀﹞

﹝︣ا﹏ ا﹡︖︀م ︑︧️ :
1.  با پانچر مخصوص دایره هایى به قطر 5 میلى متر از لکه هاى خشک شده خون استانداردها، 
کنترلها و نوزادان جدا نموده و در چاهک مربوطه بیاندازید. سپس به هر چاهک 100 میکرولیتر 
بافر استخراج کننده اضافه نموده و پلیت را روى میز تکان دهید تا محتویات آن به خوبى مخلوط 

شوند.
2.  پلیت را 60 دقیقه در دماى اتاق بر روى شیکر قرار دهید.

3.  به تعداد نمونه ها چاهک جدید در فریم چیده و به هر چاهک 50 میکرولیتر بافر خنثى کننده 
اضافه نمایید.

4.  از محلول استخراج شده 50 میکرولیتر به حفره مربوطه حاوى بافر خنثى کننده بیافزایید.
5.  به هر چاهک 100 میکرولیتر محلول واکنش اضافه نمایید.

6.  پلیت را 60 دقیقه در دماى اتاق قرار دهید.
7. میزان جذب نورى را در طول موج 492 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر بخوانید.

غلظت فنیل آلانین نمونه ها با استفاده از منحنى استاندارد (رسم به صورت دستى یا دستگاه الایزا 
ریدر) تعیین مى گردد. در این منحنى جذب نورى استانداردها را در طول موج 492 نانومتر بر 
روى محور عمودى (Y) و غلظت آن ها را بر حسب mg/dl بر روى محور افقى (X) مشخص کنید 
و بر اساس آن منحنى را رسم نمایید. با استفاده از منحنى ترسیم شده و جذب نورى بدست آمده 
از نمونه، غلظت فنیل آلانین آن قابل محاسبه مى باشد. جدول و نمودار زیر به عنوان مثال ارائه 

شده است.

﹡﹞﹢﹡﹥﹝﹫︀﹡﹍﹫﹟ ︗︢ب ﹡﹢ری ︗︢ب ﹡﹢ری  ︾﹙︷️ ﹁﹠﹫﹏ آ﹐﹡﹫﹟ 
(mg/dl)

F ا︨︐︀﹡︡ارد

E ا︨︐︀﹡︡ارد

 D ا︨︐︀﹡︡ارد

 C ا︨︐︀﹡︡ارد

   B ا︨︐︀﹡︡ارد

A ا︨︐︀﹡︡ارد

﹜﹊﹥ ︠﹢ن

﹋﹠︐︣ل ︋︀﹐

﹟﹫︀︎ ︣ل︐﹠﹋

٠/٠٤٥

٠/١٧٥

٠/٠٤٤

٠/٥١٠
٠/٥٢٢
٠/٢٨١
٠/٢٨٧
٠/١٧٥
٠/١٧٢
٠/٠٩٧
٠/٠٩٣
٠/٠٤٢
٠/٠٤٨
٠/٠١٩
٠/٠١٩

٠/٥١٦

٠/٢٨٤

٠/١٧٣

٠/٠٩٥

٠/٠٤٥

٠/٠١٩

-

-

١/٠١

١٠/١٥

٠/٩٨

٤٠

٢٠

١٠

٤

١

٠

(mg/dl) ﹟﹫﹡﹐آ ﹏﹫﹠﹁ ️︷﹚︾

ی
ب ﹡﹢ر

︢︗

﹢ر︑﹩ ︑︃﹫︡ ﹝﹩ ﹎︣دد ﹋﹥: ︑︧️ در︮ 
جذب نورى استاندارد صفر کمتر از 0/05 باشد.
جذب نورى استاندارد آخر بیش از 0/25 باشد.

خوانش کنترل هاى پایین و بالاى کیت در محدوده مورد قبول باشد.
توصیه مى گردد جهت حصول اطمینان از نتایج کیت، علاوه بر کنترل هاى ارائه شده در کیت، 
به صورت دوره اى از کنترل هاى دقت و صحت تجارى نیز استفاده گردد. بدیهى است نتایج 

بدست آمده بایستى در محدوده مورد قبول قرائت گردد.

١:٢
١:٤

١:٨

١:١٦

١:٣٢

ر﹇️

3. د﹇️: شاخص دقت این کیت بر مبناى استانـدارد                         (١٣) ارزیابـى گردیده 
است. بدین منظور میزان فنیل آلانین 3 نمونه با غلظت هاى مختلف اندازه گیرى و انحراف معیار 

و ضریب تغییرات محاسبه گردید که در جدول زیر آمده است:
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١١/٠٠

٥/٩٠

٣/٣٥

٢/٠٨

١/٤٤

١٠٠/٥

٩٤/١

٩٥/٥

١٠١/٤

١٠٠/٠

١١/٠٦

٥/٥٥

٣/٢٠

٢/١١

١/٤٤

︾﹙︷️ ا﹡︡ازه ﹎﹫︣ی ︫︡ه٪ ر﹊︀وری
 (mg/dl)

︾﹙︷️ ﹝﹢رد ا﹡︐︷︀ر
 (mg/dl)

 (mg⁄dl) غلظت اندازه گیرى شده 
 (mg⁄dl) غلظت مورد انتظار 

×١٠٠

﹫﹟ ٩٤/١ ︑︀ ١٠١/٤ ا︨️) ︨︡️ آ﹝︡ه︋  (﹝︡وده در︮︡ ر﹊︀وری︋ 

ULoQ دن:  به منظور بـررسى صحـت انـدازه گیـرى نمونـه هـاى با غلظت بـالاى﹢  ︋﹩︴  ︠.4
(upper limit of quantitation) تـست خطـى بـودن ایـن کیـت بـر مبـنـاى استـانــدارد 
                                        (١٤) انجام گردید. بدین منظور نمونه خون سیتراته  با غلظت mg/dl 21/2 با 

نمونه خون سیتراته  با غلظت mg/dl 0/81 به صورت متوالى رقیق شد و روى کاغذ 903 نمونه 
گذارى شد. سپس غلظت ها با کیت Neonatal PKU اندازه گیرى گردید. درصد ریکاورى رقت که 

شاخص میزان دقت رقت گیرى مى باشد، طبق فرمول زیر محاسبه گردید:

Neonatal  PKU Neonatal﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩   PKU ﹋﹫ـ️ ︨ـ﹠︖ـ︩ 

-

HPLC) High Performance Liquid Chromatographic روش

غلظت فنیل آلانین 44 نمونه لکه خون خشک شده نوزاد سالم (n=22) و مبتلا به فنیل 
کتونوریا (n=22) با کیت دیازیست و کیت مرجع با روش HPLC اندازه گیرى شد. نتایج 
بدست آمده از مقایسه دو روش ضریب همبستگى خطى (r) 0/99را نشان مى دهد. غلظت 
نمونه ها با کیت دیازیست بین mg/dl  0/6تا 40 و با روش مرجع mg/dl 0/5 تا 40 

بود. نتایج مقایسه دو روش به شرح زیر است:
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️:  به منظور بررسى صحت جواب هاى کیت PKU نوزادان دیازیست، نتایج بدست آمده   ︮.2
با این کیت به دو روش زیر ارزیابى گردید:
Colorimetric Enzymatic Assay روش

روش  به  مرجع   کیت  و  دیازیست  کیت  با  نوزاد  خشک  نمونه   812 آلانین  فنیل  غلظت 
از مقایسه دو روش  نتایج بدست آمده  اندازه گیرى شد.   Colorimetric Enzymatic Assay

ضریب همبستگى خطى (r) 0/97 را نشان مى دهد. غلظت نمونه ها با کیت دیازیست بین 
mg/dl  0/15 تا 13/1 و با روش مرجع mg/dl 0/2 تا 13/9 بود. نتایج مقایسه دو روش 

به شرح زیر است: 
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 .1︧︀︨﹫️:  حداقل غلظت قابل اندازه گیرى فنیل آلانین که از استاندارد صفر قابل تمایز 
باشد را حساسیت گویند. این مقدار که بر اساس میانگین غلظت استاندارد صفر بعلاوه دو برابر 

انحراف معیار محاسبه گردیده است (بدست آمده از 10 تست)،  mg/dl 0/1 مى باشد.

و︥﹎﹩ ﹨︀ی ا︠︐︭︀︮﹩ ﹋﹫️

 از بررسى غلظت فنیل آلانین 812  نمونه لکه خون تام نوزاد، دامنه مقادیر طبیعى فنیل آلانین 
نوزادان تعیین شد. نتایج نشان داد که غلظت فنیل آلانین ٪99 نوزادان کمتر از 2/6 با میانگین 

mg/dl 1/3 و انحراف معیار 0/6 مى باشد.
بر اساس دستورالعمل کشورى حد تمایز (Cut Off) غلظت فنیل آلانین در آزمون غربالگرى 
PKU براى نمونه هاى تهیه شده روى کاغذ فیلتر در هفته اول تولد mg/dl 4 مى باشد. نوزادانى 
که میزان فنیل آلانین آنها بیش از حد تمایز کشورى باشد جهت آزمایشهاى تاییدى فراخوان مى 
شوند. تایید تشخیص نوزادان منوط به نتایج بدست آمده از اندازه گیرى فنیل آلانین و تیروزین 

پلاسما به روش HPLC است. در صورتیکه:
20 mg/dl فنیل آلانین خون بیش از -

- تیروزین خون نرمال 
- متابولیتهاى فنیل آلانین در ادرار افزایش یافته 

- بیان تترا هیدروبیوپترین (کوفاکتور فنیل آلانین هیدروکسیلاز) نرمال 
تشخیص فنیل کتونورى تائید مى گردد.(12)  
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 ︀﹨ ️ ︡ود﹞ ︡ا︠﹏ ﹨︀ و︑

 (Bacillus Badius) نتایج بررسى اختصاصیت آنزیم فنیل آلانین دهیدروژناز سویه باسیلوس بادیوس
نسبت به اسید آمینه هاى آروماتیک و آلیفاتیک  به شرح زیر مى باشد: 

محدوده قابل اندازه گیرى غلظت فنیل آلانین با این کیت،  mg/dl 40- 0/1 مى باشد.

﹝︀ده ا﹁︤وده 
︫︡ه

در︮︡ ا︠︐︭︀︮﹫️

L-Phenylalanine

L-Tyrosine

L-Methionine

Leucine

Isoleucine
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