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 :دواعى الاستعمال

ين نحمض الفنايل الا مصمم لتحديد ترآيز لمبنىعلى استخدام الانزيماتامستحضر تقصى مرض الفنايل آيتون يوريا 
 .903اخوذة من اطفال حديثى الولادة مجففة على اوراق ترشيح مارآة وات مان الامينى فى عينات دم م

لمرتفعة لاتعنى النتيجة ا .المرضية الانيناو زيادة الفنايل  آيتون يوريا هذا الكشف مناسب لتقصى حدوث مرض الفنايل
 .ل الاستقلابىباية حال حدوث المرض ولكنها مؤشر لاهمية إجراء مزيد من الدراسة للاطفال من هذا الخل

 
 :خلفية

يتم  ,حيث الانينتسبب فى ارتفاع مستوى حمض الفنايل تمرضية وراثية  مرض الفنايل آيتون يوريا واحد من منظومة
ستقلاب هو نقص الانزيمات المحفزة لا س فى هذه الامراضيالسبب الرئ. بفحص دم الاطفال حديثى الولادة التعرف عليها

من دولة إلىاخرى حسب الخلفية النسبة وتختلف هذه  1:15000بنسبة  قدر حدوث هذا المرضي. )1(لاحماض الامينيةا
 .)1(العرقية للسكان

 ىهيدروآسيليز الذى يحفز التحويل العكسى لحمض الانين فيه نقص انتاجية إنزيم الفنايليتسسبب  وهو خلل إ ستقلابى
 .نيينيو التايروسين الام الانينالفنايل 

أو أحد مستقلباته في الدم وسوائل الجسم الأخرى عند الاطفال حديثي  الانينإن زيادة ترآيز الحمض الأميني الفنايل 
بالتشخيص المبكر عنها يمكن تفادي هذه العملية  .ي للمخ مما يتسبب في تخلف عقلي مطردالولادة تتداخل مع النمو الطبيع

حيث أن التدهور وزيادة معدل التخلف العقلي مرتبط ارتباطاً  الانينثم تقديم وجبات خالية من الحمض الأميني الفنايل 
 .)3-1(وثيقاً بتأخير العلاج

في دم  الانينبعيداً عن الطريقة الأنزيمية هناك ثلاث طرق أخرى مستخدمة حول العالم لقياس مستوى حمض الفنايل 
الكشف المتلألئ باستخدام مادة  -Guthrie BIA ()4( .2(آشف غوثري البكتيري المثبط  -1: حديثي الولادة منها

 .)tandem mass spectrometry MS/MS()6( المطياف الكتلي -3.)5(الننهايدرين
أما طريقة . تعاني الطريقتان الأولى والثانية من التداخل مع المضادات الحيوية مما يقود  إلى نتائج إيجابية وسلبية آاذبة

غالية المطياف الكتلي فهي طريقة ألية عالية الدقة والحساسية إلا أنها مرتفعة التكاليف حيث أنها تتطلب أجهزة ومواد 
 .ضافة إلى أيدي عاملة ماهرة لاستخدامهاالثمن بالإ

، الانينيعتبر آشف شرآة أنزولف، قليل التكلفة لتقصي ومسح الفنايل آيتون يوريا الكمي اللوني لقياس مستوى الفنايل 
حديثي الولادة، إذ  في عينات الدم المجففة المأخوذة من الانينأفضل ما تم التوصل إليه حول العالم لقياس مستوى الفنايل 

أنه لا يتأثر بالأحماض الأمينية الأخرى ولا المضادات الحيوية لذلك تقل إمكانية الحصول على نتائج إيجابية وأخرى سلبية 
  .ومتخصص جداً آما أنه الأآثر استقراراً وثباتاً مما يساعد على استخدامه آلياً) دقائق تقريباً 10(آاذبة آما أنه سريع جداً 

 

 :عمله مبدأ

المعدل وراثياً  (PheDH)نازع الهيدروجين الانينستخدم آشف أنزولف لتقصي مرض الفنايل آيتون يوريا أنزيم الفنايل ي
الأميني الموجود في الدم باستخدام  الانينومعاد التوليف لتحفيز الأآسدة المزيلة للمجموعة الأمينية من حمض الفنايل 

 :فق المعادلة التاليةآمرافق أنزيمي و )NAD+()7-9(جزيء 
      PheDH 

L-Phenylalanine + NAD+    Phenylpyruvate + NADH + NH4
+  (1) 

 
              Diaphorase 

NADH + Tetrazolium Dye    NAD+ + Formazan  (2) 

              بالتفاعل المزدوج) +NAD(راجعاً إلى وضع الأآسدة ) NADH(يتحول المرافق الأنزيمي المختزل 
) Diaphorase/ Tetrazolium(  الذي يمنع تثبيط ناتج التفاعل ويدفع تفاعل التأآسد اللاهيدروجيني نحو

 ).11-10(.%100التوازن معدلاً إآمال التفاعل بنسبة 

يعتبر آشف أنزولف المتفرد النظام الوحيد المبسًط الذي يتم في خطوة واحدة بسرعة فائقة ودقة لا متناهية 
 .الأميني في الدم الانينوحساسية عالية آطريقة لونية لتحديد ترآيز حمض الفنايل 
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 :محتويات المستحضر

 
 الكمية المرجع

 إختبار 000
 الكمية المرجع

 إختبار 400
 المحتويات الوصف

 انابيب سعة5 5511-01
 مل2

نازع  الانينإنزيم الفنايل  لم2انبوب سعة  2 5511-01
البكتيرى معاد  الهيدروجين

التوليف فى محلول دارئى 
وم يحتوى على مادة الصودي

 .الحافظة Na3N إزايد

 آاشف أنزيمي

 50انبوبة سعة  5512-01
 مل

 على مادةمحلول دارئى يحتوى  مل 20انبوبة سعة  5512-01
Na3N الحافظة. 

 محلول أنزيمي
 دارئى

 انابيب سعة 5 5513-01
 مل/مغ 135

 135انبوب 2  5513-01
 مل/مغ

ملح  +NAD, بودرة
محلول دارئى , التترازوليم

 ومادة حافظة

 مرافق أنزيمي

دم بشرى مجفف على اوراق  )آروت 6(طقم 1 01-5516 )آروت 6(طقم 1 5516-01
محتوية على ) 903وات مان(

اربع تراآيز لحمض الفنايل 
 .الامينى الانين

محلول الفنايل 
القياسي  الانين

 والشاهد

 
درجة مئوية واس  25مايكرمول من المادة الهدف تتحول في الدقيقة الواحدة عند درجة حرارة  1 =وحدة واحدة  
 . 10.5هيدروجيني 

 .درجة مئوية 8-2تحفظ المحتويات عند درجة حرارة 
  

 :متطلبات اضافية
 

 المرجع        الوصف
 07-5600  حمض الخليك ثلاثي الكلورايد% 30) تراآيز 10( الانينمحلول استخلاص الفنايل 

 .مرات بإضافة ماء مقطر قبل الاستخدام 10يخفف 
 02-5600      ).حفرة 96(صفائح لإجراء الإختبار 

 01-5600        مم 4.75ثقابة 
 06-5600      .غشاء لتحكيم قفل صفائح الإختبار

 03-5600       .ة متعددة القنواتسحاح
 .نانومتر 70نانومتر أو أحادي عند الموجة  570/690عند الموجة الضوئية  مطياف ذو مرشح ضوئي مزدوج قارئ الإمتصاصية للصفائح

 
 :الطريقة الفراغية المتعددة تحتاج الى الاتى

 05-5600    يكروملم 0.2مسامات  PVDF  ثقب مع غشاء 96اطباق 
 04-5600       نظام فراغى متعدد

 مضخة فراغية

 :جمع عينات الدم
عاً الخاصة بتجميع عينات الدم تب 903يجب أن تجمع عينات دم حديثي الولادة باستخدام أوراق ترشيح مارآة وات مان 

 ).NCCLS(القياسية المعروفة للطريقة 
للحصول على نتائج ). ساعة بعد الولادة 72-48يفضل ( ساعة على الأقل من الولادة  24يجب أن تأخذ العينات بعد 

 .)14-13(حقيقية وصحيحة يجب أن يكون الوليد قد أرضع رضاعة طبيعية غنية بالبروتين
 

 ):اختبار 200آافية ل(تحضير الكواشف واستقرارها 
اخلط . مل 11مل من المحلول الواقي الخاص بالأنزيم ليصبح الحجم الكلي  9) مل 2(أضف إلى أنبوبة الأنزيم :الأنزيم -1

 .درجة مئوية 8-2يوم عند درجة حرارة  30إن محلول الأنزيم المخفف يحافظ على استقراره لمدة . المزيج برفق
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لا ( مل من الماء المقطر وحرآها برفق 33لمرافق الأنزيمي أضف إلى الأنبوب الحاوي على بدرة ا :مرافق الانزيم -2
 .درجة مئوية 8-2يوم في درجة حرارة  30إن محلول المرافق الأنزيمي في الماء مستقر لمدة ). تحرك بعنف

. عادل محلول الأنزيم المخفف ومحلول المرافق الأنزيمي في درجة حرارة الغرفة قبل الإستخدام :محلول التشغيل -3
. حضر محلول التشغيل مباشرة قبل الإستخدام. 3:1اخلط محلول الأنزيم المخفف مع محلول المرافق الأنزيمي بنسبة 

 .درجة مئوية 8-2ساعات في درجة حرارة  8إن محلول التشغيل ثابت آيميائياً لمدة 
 

 :طريقة الفحص
 :من نقاط دم مجففة ونقل العينة الانيناستخلاص الحمض الأميني فنايل 

 :نقل العينات يدوياً

المزودة مع هذا  C1-C3والشاهد  S1-S4ملم من الدم الحاوي على فنايل ألانين قياس 4.76أثقب أقراص ذات قطر  -1
ضع عينات دم المرضى في ".يفضل أن تستخدم الثنائيات" ) ثقب 96(المنتج وضعها في المكان المماثل في الطبق 

 .غطي الطبق بعازل الأطباق المحكم .الثقوب الباقية وحدد موقع آل واحدة

إلى آل ثقب ) حمض الخليك ثلاثي الكلوريد% 3المذاب في (  الانينميكروليتر من مستخلص افنايل  70أضف  -2
افحص الثقوب بصورة ). درجة مئوية 25-18(دقيقة في درجة حرارة الغرفة  45-30بالطبق وحرآها بلطف لمدة 

 .وية على عينات الدم منغمسة آلياً في محلول الإستخلاصمنتظمة للتأآد من أن الأقراص الحا

 .ميكروليتر من آل ثقب إلى الثقب المناظر في طبق جديد 50ضانة أنقل حوالي بعد فترة الح -3

 

  :عن طريق الفراغية المتعددة نقل العينات
المزودة مع . C1-C3والشاهد  S1-S4ملم من الدم الحاوي على فنايل ألانين قياس  4.75أثقب أقراص ذات قطر  -1

ضع عينات دم المرضى ".يفضل أن تستخدم الثنائيات) " ثقب 96(هذا المنتج وضعها في المكان المماثل في الطبق 
 .غطي الطبق بعازل الأطباق المحكم. في الثقوب الباقية وحدد موقع آل واحدة

إلى آل ثقب ) حمض الخليك ثلاثي الكلوريد% 3المذاب في (  الانينميكروليتر من مستخلص افنايل  70أضف  -2
افحص الثقوب بصورة ). درجة مئوية 25-18(دقيقة في درجة حرارة الغرفة  45-30بالطبق وحرآها بلطف لمدة 

 .منتظمة للتأآد من أن الأقراص الحاوية على عينات الدم منغمسة آلياً في محلول الإستخلاص

توضع آل عينة في الثقب المناظر في الطبق . طبق الترشيح إلى طبق جديدبعد الحضانة أنقل المادة المستخلصة من  -3
رجاءً اتبع تعليمات المصنع بدقة حتى . نظام الفراغ المتعددثواني مستخدماً  10شغل جهاز الفراغ مرتين آل . الجديد

 .تستطيع نقل العينات بطريقة صحيحة

 

 :فحص العينات
تأآد من ( 96ميكروليتر من محلول التشغيل في آل ثقب من ثقوب طبق  الفحص ال 200مستخدماً السحاحة، أضف  -4

 .دقيقة 12-10لمدة ) درجة مئوية 25-18(وأحضن الطبق في درجة حرارة الغرفة ) عدم وجود فقاقيع

 570أو الموجة الضوئية المنفردة )  نانومتر 570/690(اقرأ امتصاصية الطبق عند الموجة الضوئية المزدوجة  -5
 .نانومتر مباشرة بعد انتهاء فترة الحضانة

 :الحسابات
للأطباق الحديثة تحتوي على برمجيات لحساب النتائج بصورة آلية مستخدمة الانحدار الخطي  معظم قارئات الأمتصاصية

ة عند الموجة لكن لحساب النتائج يدوياً  ينبغي رسم منحى قياسي وذلك بتخطيط الأمتصاصي. إذا زودت بتراآيز لمادة القياس
 S1-S4نانومتر وحدها للعينات القياسية  570نانومتر أو عند  690نانومتر مطروحاً منها الأمتصاصية عند  570الضوئية 

الخط المستقيم الذي يمر بكل أو معظم هذه . على المحور الأفقي الانينعلى المحور الرأسي مقابل ترآيز حمض الفنايل 
 .للمرضى أو الشاهد يمكن استنباطها مباشرة من هذا المنحني الانينترآيز حمض الفنايل .سيةالنقاط يعطي منحى القيا

 1( 60.5ديسلتر ينبغي استخدام معامل التحويل /لتحويلها إلى ميكرمول. ديسلتر/آل التراآيز تعطى بوحدة مغ: تنبيه
 ).ديسلتر/ ميكرمول 60.5= ديسلتر/مغ

إن الشكل أدناه ). 1(لفحص الفنايل آيتون يوريا يكون آما هو موضح أدناه في الشكل عادة المنحى القياسي لمنتج أنزولف 
 .فقط للشرح والتوضيح حيث ينبغي على المستخدم إنشاء خط قياسي خاص به عند إجراء التجربة
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 يوريا ف لتقصى مرض الفنايل آيتونالمنحنى القياسى لمستحضر إنزول: 1شكل

 :ضبط الجودة
يحتوي منتجنا على . المستخدمة للفحص نقاط دم مجففة قياسية وأخرى شاهدةينبغي أن تستخدم في آل طبق من الأطباق 

 .C2والترآيز العالي C1الشاهد ذو الترآيز المنخفض
اهد مرجعية خارجية ينبغي أن يشتمل آل فحص على هذه الشواهد حتى تتم مراقبة أداء ومصداقية الفحوصات وبالمثل شو

 .بمستويات مختلفة يجب أن تتوافر في هذا الفحص الانينمحتوية على الفنايل 
في حين . إذا آانت تراآيز آل من الشواهد في المدى المنصوص عليه في آرت الشواهد فإن نتائج الفحص تكون صحيحة

لا يتوجب آتابة تقرير عن  مثل هذه الحالة وفي  أنها تكون غير مقبولة في حال آانت التراآيز خارج هذه المواصفات
 .نتائج عينات المريض

في عينات المرضى أقل من المستوى المقبول في  الانينينبغي إعادة الإختبار في الحالات التي يكون فيها ترآيز الفنايل 
 .الفحص حيث يستبعد الخطأ نتيجة أخذ ونقل العينات أو نتيجة الأخطاء الإجرائية للتجربة

                    القياسية والشاهدة المرفقة مع منتج أنزولف محضرة وفق الطريقة الثانية  الانينإن عينات الدم الحاوية على الفنايل 
ISNS المرجعية لتحضير فحوصات حديثي الولادة)(RPNS-2ndISNS. 

 
 :القيم المتوقعة مدى

آانت القيم الحقيقية لتراآيز الحمض . عينة دم مجففة باستخدام منتج أنزولف لتقصي الفنايل آيتون يوريا 450تم فحص   
ديسلتر وانحراف /مغ 0.69بمتوسط مقداره " غوشين"ديسلتر وباتباع توزيع /ملغ 2.1تقل عن  الانينالاميني الفنايل 
 .)17-16(ة في المنشورات العلميةديسلتر تقع في مدى القيم المذآور/ مغ 0.33معياري قدره 

n=450

L-Phenylalanine (mg/dL)
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 .لانحدارى افى عينات دم مآخوذة من اصحاء باستخدام منحن الانينتوزيع مستوى الفنايل : 2 شكل
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بالنسب المئوية  الانينباستخدام منتج أنزولف لتقصي الفنايل  الانينمن نتائج مستويات الفنايل  القيم في الجدول أدناه تم اسستنباطها إحصائياً
  99.9و  99، 95

 )ديسلتر/مغ(القيم القطعية  %النسبة
95 1.34 
99 1.54 

99.9 1.78 
 

 .يفضل أن يقوم  آل مخبر بوضع  القيم القطعية الخاصة به
 

 :الخطية والحساسية
ديسلتر في الدم وذلك /مغ20 الانينإن فحص أنزولف لمرض الفنايل آيتون يوريا ذو استقامة  لغاية مستوى ترآيز الفنايل 

يمكن تتبعه باتباع نفس  الانينإن أقل مستوى للفنايل . EP6-P 15في البروتوآول   NCCLSبعد تقيمه حسب موجهات
 .ديسلتر/ملغ 20الموجهات أقل من 

  
 :اتمقارنة البيان

تم تحليل عينات دم  لعدد  من المرضى على التوازي باستخدام منتج انزولف لتقصي الفنايل آيتون يوريا ومنتج أنزيمي 
تم أخذ عينات هذه الدراسة من أشخاص أصحاء . آخر لإحدى الشرآات وتقنية المطياف الكتلي ذات المستوى الذهبي

 .مصابين بأمراض عقلية أخرى غير الفنايل آيتون يوريا بمرض الفنايل آيتون يوريا وآخرينوآخرين مصابين 
إن القيم التي تم الحصول عليها باستخدام منتج أنزولف أقل قليلاً مقارنة بما تحصل عليها بواسطة المطياف الكتلي، بينما 

لمطياف الكتلي عن القيم التي تم الحصول عليها عن طريق ا% 20التي تحصل عليها بواسطة منتج الشرآة المنافسة تزيد 
 ).3شكل (مع معامل ارتباط حقيقي جداً 
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مع النتائج لذات ) طريقة إنزولف و منتج منافس( تم تحديدها بطريقتين انزيميتين  الانينمقارنة ترآيز الفنايل  3  شكل

  .العينات  حددت عن طريق المطياف الكتلى
 

 
 :المتداخلةالخصوصية والعناصر 

م دقة وخصوصية فحص أنزولف لتقصي يلقد تم استخدام الاحماض الامينية الطبيعة، المضادات الحيوية والمستقلبات لتقي
وقد وجد أن التتراسكلين هو المضاد الحيوي الوحيد المحتمل تداخله في حين لم تلاحظ أي حالة تداخل  .الفنايل آيتون يوريا

 .الأحماض الأمينية الطبيعية أو المستقلبات التي قد تؤدي إلى نتائج إيجابية أو سلبية آاذبة لأي من المضادات الحيوية أو
 

 :دقة الفحص
 .هناك فحص داخلي يكون بتكرار العينات في الطبق الواحد وآخر بإعادة فحص العينات على أطباق مختلفة

 .العينةمرات لذات  3يتم التدقيق في طريقة أنزولف بإعادة وتكرار الفحص 
 



(PKU) مستحضر تقصى مرض الفنايل آيتون يوريا 
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- 

 نوع الدراسة
 النتائج

 N (%)معامل التغير )ديسلتر/مغ(مدى الترآيز

 40 10.2 – 5.2 16.54 – 3.55 فحص على طبق مختلف

 20 11.5 – 5.3 15.43 – 3.85 فحص بتكرار العينة في نفس الطبق

 

 :نصائح وتحذيرات
آمادة حافظة، قد يحدث وأن يتفاعل هذا المرآب مع من مرآب الصوديوم ازايد % 0.095تحتوي جميع المحاليل على 

ليشكل مرآب معدني سريع ) الداخلة في ترآيب بعض أدوات السباآة الموجودة في المخبر(عنصري النحاس والرصاص 
 .جب عند التخلص من الكواشف والمحاليل الحاوية على هذا المرآب إضافة آمية آبيرة من المياه لمنع تراآمهالانفجار لذلك ي

وهو مادة تؤدي إلى التآآل لذا يجب اتخاذ   % 3يحتوي محلول استخلاص العينات على حمض الخليك ثلاثي الكلورايد 
 .التدابير الوقائية المناسبة عند التعامل مع هذا المحلول

أجسام مضادة لقد تم تحضير عينات الدم المجففة والمتخذة آمادة قياسية أو شاهدة من عينات دم بشرية لا تحتوي على  -
بشكل عام ينبغي التعامل مع " . C"و" B"و فيروس التهاب الكبد  HIV1,2) ( للفيروس المسبب لمتلازمة نقص المناعة

 .عينات الدم البشرية آمصدر خطرمحتمل واتخاذ التدابير الوقائية الكافية أثناء التعامل معها أو التخلص منها
 .عة فقط من الكشف إلى نتائج إيجابية أو سلبية آاذبةسا 24قد تقود عينات الدم المجمعة قبل  -
 .يفضل إعادة فحص العينة باستخدام طريقة أخرى في حال الحصول على نتاج مرتفعة -
ون يوريا مصمم ليتم استخدامه من قبل أفراد مدربين وليس للتجريب الذاتي تإن منتج أنزولف لتقصي وفحص الفنايل آي -

 .للعامةويجب عدم طرحه للبيع 
 .يجب أن يعتاد المخبري على طريقة عمل منتج أنزولف قبل البداية في آتابة التقرير-
يوصى بأن تحلل النتائج بوساطة أشخاص مهنيين مؤهلين لذلك آما يجب أخذ الفحوصات الطبية الأخرى بعين الاعتبار  -

 .قبل التدخل علاجياً
ى يصبح المخبري أآثر آفاءة وتمكناً في التعامل مع طريقة عمل يوصى بتكرار فحص المواد القياسية والشاهدة حت -

 .المنتج
 :من الواجب اتباع مايلي

 .استخدام مواد قياسية وأخرى شاهدة في آل طبق - 
درجة مئوية  8-2في درجة حرارة ) انزيم وغيرها-محاليل -شواهد -مواد قياسية(أن تحفظ آل متطلبات منتج أنزولف  -

 .درجة مئوية قبل الاستخدام مباشرة 25-18ة حرارة الغرفة وأن تعادل عند درج
 .الالتزام الدقيق ببروتوآول العمل للحصول على نتائج موثوقة -
مجازة في (يجب أن تكون آل المعدات على المستوى الأوربي . يجب معايرة المعدات المستخدمة والمحافظة عليها -

 ).أوربا
 .من مكوناته بعد انتهاء الصلاحية المكتوبة على الصندوقيجب ألا يستخدم هذا المنتج أو أي  -
يجب ألا تستخدم المحاليل الممدة أو المعاد ترآيبها بعد انتهاء فترة استقرارها المنصوص عليها أو في حال حدوث أي  -

 .تغيير في لونها أو شكلها
ة له مكسورة أو في حال ملاحظة وجود مادة يجب عدم استخدام أي من المحتويات إذا آانت قارورته أو الانبوبة الحاوي -

 .ملوثة بداخلها
 .يجب عدم إعادة استخدام أطباق الفحص لتقليل احتمال الحصول على نتائج إيجابية أو سلبية آاذبة -
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