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Resumen

La deteccidn neonatal de errores congénitos del metabolismo mediante pesquisa neonatal
consiste en la blisqueda sistematica en el recién nacido de aquellas afecciones para las que
existe un tratamiento probadamente efectivo ante su instalacién precoz. En € Instituto de
Genética Médica del Hospital Italiano se realiza, desde noviembre de 1993, la cuantificacién
de fenilalanina sanguinea en el recién nacido en sangre seca sobre papel de filtro mediante
método fluorométrico como test de pesquisa para hiperfenilalaninemias. Los reactivos son
preparados en €l laboratorio y la exactitud del método es controlada a través de un programa
de control de calidad externo por método de referencia. En el presente trabajo se estimo €
valor de punto de corte en funcion del cual considerar un resultado como presuntamente
positivo para nuestra poblacion (n=190), obteniéndose un valor de 2,5 mg/dl de fenilalanina.
Se evalud el método fluorométrico utilizado. El anélisis de regresién entre los resultados
obtenidos por el método en uso y el de referencia mostré que existe asociacion lineal entre
estos resultados (n=93; r=0,94; y= 0,87x + 0,519) y que aungue ambos métodos no son
intercambiables, si son equivalentes, |o cual otorga confianza al método en uso. Se examiné la
estabilidad de la Phe en muestras de sangre recogidas sobre papel de filtro almacenadas a
4°C. El porcentaje del aminoacido recuperado después de cinco afios de almacenamiento
(83% a 100%) vy €l test estadistico aplicado mostraron que el aminoécido tiene buena
estabilidad almacenando las muestras en esas condiciones.
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Introduccién

L a deteccidn neonatal de errores congénitos del metabo-
lismo mediante pesquisaneonatal (PN) consisteen labus-
guedasisteméticaen el recién nacido de aquellas afeccio-
nes paralas que existe un tratamiento probadamente efec-
tivo si el mismo se comienzaen formaprecoz. En los pai-
ses desarrollados, |a PN forma parte esencial de los pro-
gramas de prevencion delasalud; |as estrategias con que
estos se gjecutan varian en los diferentes paises, pero
todos plantean un objetivo comun: laidentificaciony pre-
vencién de desdrdenes de la salud que puedan conducir a
problemas potencia mente catastréficos. De estamanera,
hablar de PN es equivalente a hablar de medicina pre-
ventiva, constituyendo una de las més eficaces herra-
mientas que hadesarrollado la profilaxis pediatrica mo-
derna®®.

Entre | as af ecci ones més comUnmente detectadas por
PN se encuentran las hiperfenilalaninemias (HFA). Las
HFA constituyen un grupo de enfermedades genéticas de
herenciaautosdmicarecesivaque se caracterizan por con-
centracion plasméticadel aminoécido esencia fenilalanina
(Phe) persistentemente elevada. La base bioquimica de
estas enfermedades es un trastorno en la reaccion de hi-
droxilacion delaPheatirosina. Estetrastorno puede pro-
ducirse por deficiencia primaria de la enzima hepética
fenilalaninahidroxilasa(E.C. 1.14.16.1) (98% delos casos)
o por deficienciaen lasintesis o reciclaje de su cofactor, la
tetrahidrobiopterina (BH,), con la consecuente acumula-
cion del aminoacido y sus derivados metabdlicos en los
fluidos corporales*49 (figural). Si bien existe considera-
ble variacién en el genotipo y el fenotipo, esta perturba-
cién de la homeostasis metabdlica va a tener consecuen-
cias clinicas diversas entre las que se encuentran la defi-
cienciairreversibledel desarrolloy funciones cognitivas,
convulsiones y alteraciones epidérmicas®&9),

Lagran mayoriadelos sujetos afectados estan en alto
riesgo de una incapacidad intelectual y neuroldgica que
puede ser prevenidamediante laintroduccién de un trata-
miento estrictamente controlado en las primeras semanas
devida®19, El tratamiento requiere larestauracion del ni-
vel de Phe sanguinea a valores tan cercanos al normal
como seaposible, o més precozmente posibley muy pro-
bablemente por el resto de lavidadel paciente!®. Por tra-
tarse de un aminoacido esencial (no es sintetizado por €l
organismo) esto se facilitalimitando su ingesta, sin des-
cuidar el aporte necesario para€l correcto crecimiento y
desarrollo del paciente®12).

En nuestro pais no existirian aln estudios que permi-
tan aportar datos sobrelaincidenciade HFA®?, si bien es
conocido que en caucasicos las HFA persistentes tienen
una incidencia variable que se estima entre 1:4.000 a
1:14.000 recién nacidos'9,
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Figura 1. Hidroxilacion de la fenilalanina a tirosina con
sintesis y reciclaje de la BH, en el higado. GTP,
trifosfato de guanosina; DHNF, dihidroneopterina
trifosfato; 6-PT, 6-piruvoil-tetrahidropterina; BH,,
tetrahidrobiopterina; gBH,, dihidrobiopterina
quinonoide; 4a-CA, 4-acarbinolamina; (1) fenilalanina
hidroxilasa; (2) 4-a-carbinolaminadehidratasa; (3)
dihidropteridina reductasa; (4) GTP-ciclohidrolasa; (5)
6- piruvoiltetrahidropteridina sintetasa; (6) sepiapterin
reductasa®®. Phe: fenilalanina, Tyr: tirosina

Actualmente existen diferentes métodos paraladetec-
cién de HFA que determinan la concentracion de Phe en
muestras de sangre sobre papel defiltro, plasma o suero:
el método de inhibicion bacteriana de Gutrhie (BIA)*Y,
diferentes procedi mientos fluorométricos, basados en €l
método fluorométrico original de McCaman y Robins®,
métodos enziméticos™® y la espectrometria de masa en
tandem®?.

En el Instituto de GenéticaMédicadel Hospital Italia-
no serealiza, desde noviembre de 1993, la cuantificacion
de Phe sanguinea en €l recién nacido en sangre seca so-
bre papel de filtro mediante método fluorométrico como
test de pesquisa para HFA. Los reactivos utilizados son
preparados en el laboratorio. La exactitud del método es
controlada, desde la misma fecha, por un programa de
control de calidad externo (PCCE) realizado por el
Interlaboratory Quality Assurancefor Newborn Screening
(21494 Geesthach, Alemania) mediante método de refe-
rencia: cromatografialiquidade altaperformance (HPLC).
Se ha utlizado €l valor 3,0 mg/dl de Phe sanguinea como
punto de corte a partir del cual considerar un resultado

73



Lic. Maria Jesus Roselli, Dres. Aida Lemes, Soraya Reyno, Alicia Vaglio, Roberto Quadrelli

presuntamente positivo de acuerdo a la bibliografia®.

Lasmuestras, yasean de pesquisao del PCCE, seamace-

nan a4°C con desecador hasta el momento de realizar €

test.
Los objetivos del presente trabajo fueron:;

— A partir delos datos de | os recién nacidos eval uados,
estimar € valor de punto de corte apartir del cual con-
siderar un resultado presuntamente positivo paranues-
trapoblacién.

— Evauar e método fluorométrico en uso mediante el
andlisisdelosresultados del PCCE.

— Examinar laestabilidad delaPhe en sangre secasobre
papel defiltro almacenadaa4°C con desecador.

Material y método
Material de pesquisa neonatal

El test de pesquisaserealizd en recién nacidosentrelos 2
dias y 10 dias de vida siempre que hubiesen recibido a
menos 48 horas de alimentacion proteica. La muestrade
sangre se obtuvo por puncién del talén depositando la
misma en tarjetas de papel defiltro Schleicher & Schuell
#903 (S & S#903) y unavez seca se almacend a4°C con
desecador hastael momento derealizar € test.

Material del programa de control de calidad externo

El PCCE es realizado por el Interlaboratory Quality
Assurancefor Newborn Screening (21494 Geesthach, Ale-
mania), mediante método dereferencia(HPLC). Lasmues-
tras del PCCE se reciben cada dos meses, realizandose
seis controles al afio. Cada control consiste en diez tarje-
tasde papel defiltro con muestrasde sangre de diferentes
concentraciones de Phe (n=10). Junto con cada nueva
seriede muestras aanalizar serecibe también el resultado
del control anterior en €l que seinforma, paralas muestras
que fueron positivas, la concentracién de Phe en plasma
obtenido por HPL C. Este valor es considerado como valor
verdaderoy es utilizado como referenciapor loslaborato-
rios participantes del PCCE a momento de examinar sus
resultados®.

Procedimiento empleado para determinar la concentracion
de Phe en sangre sobre papel de filtro en muestras de
pesquisa y del PCCE

El procedimiento en uso se basa en € de Philipsy de
Boton® basado en &l método fluorométrico de McCaman
y Robins™. El fundamento del mismo eslareacciondela
Phe extraida de la muestra por accion del metanol, con
ninhidrinay el dipéptido L-leucyl-L-alaninaen condicio-
nes éptimasde pH y temperaturaparaformar un complejo
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fluorescente. Este complejo es estabilizado por laadicion
deionescobre. Laintensidad de lafluorescencia emitida
es proporcional ala concentracion de Phe presente en la
muestrd®. Todos los reactivos utilizados son prepara-
dosen el laboratorio, excepto los estdndares de Phe (tiras
dereferenciaparaPKU, SigmaDiagnostics Co.).

Interpretacion de los resultados de pesquisa neonatal

Se utiliz6 como punto de corte apartir del cual seconside-
raun resultado presuntamente positivo el vaor 3,0 mg/dl
de Phe sanguinea, de acuerdo alabibliografid?®.

Analisis estadistico de resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados se utiliz6 €l
software STATISTICA for Windows, rel ease 4.5, Statsoft
Inc. 1993.

Estimacion del punto de corte

Con €l findeestimar € punto de corte serealizo €l estudio
de distribucion delavariable: concentracion de Phe san-
guineaen € recién nacido, tomandose para€ello todoslos
resultados obtenidos hasta ese momento que cumplieran
los requisitos especificados en material de pesquisa neo-
natal (n=190). En funcion de este resultado se estimo €
valor de punto de corte como la media mas dos desvios
estandares (x + 2 SD).

Evaluacion del método fluorométrico en uso. Analisis
de los resultados del PCCE

Serealizd un andlisis de regresion lineal paralosresulta
dos positivos obtenidos en |os 29 ensayos del PCCE rea-
lizados (n=93); lavariableindependiente (x) fuelaconcen-
tracion de Pheen plasmadeterminadapor HPLCy lavaria
ble dependiente (y) fue & resultado obtenido en papel de
filtro por e procedimiento flurométrico en uso. Serealizd
un test de Student parala ordenada en el origen (a=0) y
parala pendiente de larecta (b=1), afin de establecer si
existe diferenciaconstante o proporcional, 0 ambas, entre
el método enusoy € dereferencia(p=0,05).

Estudio de la estabilidad de la Phe en sangre sobre papel
defiltro

Se examind laestabilidad del aminoacido en muestras po-
sitivas del PCCE guardadas a4°C con desecador después
decinco afios de almacenamiento (n=17). Sedetermind €
porcentaje del aminoécido retenido en cadamuestray se
realizo el test de Student para grupos pareados a fin de
establecer s existian diferencias entrelaconcentracion de
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Phe inicia y la obtenida después de dicho periodo de
tiempo (p=0,05).

Resultados

Estimacion del punto de corte

— El andlisis estadistico de los valores de la concentra
¢ion de Phe sanguinea en el recién nacido mostré que
esta variable se encuentra normalmente distribuida,
como se puede apreciar en la figura 2, en la que se
encuentran graficados|os val ores esperados en térmi-
nosdevalor z paraunadistribucion normal enfuncion
de los valores de Phe obtenidos.

— ElvaormediodePhe(n=190) fue: x=1,7+ 0,4mg/dl
(x £ SD), obteniéndose un valor de punto de corte de
2,5 mg/d (x + 2 SD). En lafigura 3 se muestran los
resultados de | os tests de pesquisa realizados respec-
to a valor de punto de corte; se incluyeron también
tres controles positivos.

Evaluacion del método fluorométrico en uso. Andlisis
de los resultados del PCCE

— El andlisis de regresion mostrd que existe asociacion
lineal entrelos resultados obtenidos por ambos méto-
dos (n=93; r =0,94; p=0,95) expresadapor laecuacion
deregresiény =0,87x + 0,51 (y = bx + a) (figura4). Se
obtuvo unvalor paralapendientedelarectade0,87 +
0,03 (b+SD,)y paralaordenadaen el origende 0,51+
0,32mg/dl dePhe(a+SD,).

— Los tests estadisticos realizados para la pendiente de
larectay paralaordenadaen € origen mostraron que
lapendiente delarectaessignificativamentediferente
del valor 1y quelaordenadaen el origen no lo esdel
valor 0(p=0,05).

Estudio de la estabilidad de la Phe en sangre sobre papel
de filtro

— Lasmuestras examinadasretuvieron entre 83% Yy 99%
del aapresente originamente. En algunas muestras, €
porcentaje retenido fue mayor de 100%, yaque el va-
lor actual fueligeramente mayor quee inicia (tablal).

— El test de Student de grupos pareados no mostro dife-
rencias significativas entre la concentracion actual y
lapresente hace cinco afios (p=0,05).

Discusion

Las HFA persistentes si no son detectadas en etapa
preclinica (primeros dias de vida) muy probablemente
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Gréafico de probabilidad normal
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Figura 2. Grafico de probabilidad normal para los
valores en sangre de Phe en recién nacidos.
(CC: concentracion; Phe: fenilalanina).
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Figura 3. Posicion de los resultados de los tests de
pesquisa realizados respecto al valor de punto de
corte estimado, incluyendo tres controles positivos.
(CC: concentracion; Phe: fenilalanina).
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Figura 4. Grafico de regresion lineal para los resulta-
dos positivos del PCCE (programa de control de
calidad externo) obtenidos por fluorometria (F) en
funcién de los obtenidos por HPLC (cromatografia
liquida de alta performance). (CC: concentracién; Phe:
fenilalanina).
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Tabla 1. Porcentaje de Phe retenido
en las muestras ensayadas
Cc inicial (mg/dl)  Cc final (mg/dl) % retenido

9,2 9,1 99
7,3 6,8 93
5,7 4,9 86
5,6 4,7 84

10,4 8,6 83
8,0 7,6 95
6,8 6,0 88
4,8 4,7 98
7,5 9,3 124
8,8 10,1 115
7,6 10,1 133

11,6 11,4 98
9,0 9,6 107
8,9 9,4 106

13,0 13,2 102

15,0 15,2 101

10,0 9,1 91

Cc: concentracion; Phe: fenilalanina

determinen incapacidad intelectual y neuroldgicairrever-
sible. El tratamiento instituido en las primeras semanas de
vida evita estas consecuencias. En un pais donde la mor-
talidad infantil por causas como diarrea e infecciones ha
sido superada, laimplementacién a nivel naciona de un
programade pesquisaparaHFA en el recién nacido puede
resultar sumamente beneficioso, permitiendo no sélo el
desarrollo de personas normales si seinstaurarapidamen-
te el tratamiento en |os casos positivos, sino también co-
nocer laincidenciadelasmismas en nuestro pais. Se debe
tener en cuenta que los estudios costo/beneficio realiza-
dos en los diferentes paises donde se aplica la PN han
justificado siempre su aplicacién®.

Estimacién del punto de corte

En el presentetrabajo seestimé el valor de punto de corte
a partir de los resultados de pesquisa de nuestra pobla-
cion. El andlisis estadistico de estos datos mostré que la
variable concentracion de Phe en lasangre del RN se en-
cuentranormal mente distribuida. Dicho resultado estade
acuerdo con lo encontrado por Holtzman y colaborado-
res?dy coincidiriacon lo expuesto por Siest en el 2° Con-
greso de Bioquimica Clinica®. Siest sefial 6 que, general-
mente, |os componentes de un sistema, como puede ser la
sangre, que se encuentran al inicio de unaviametabdlica
y se utilizan como sustrato para la sintesis de otros me-
tabolitos no poseen una variabilidad bioldgica elevada,
encontrandose sus val ores normal mente distribuidos. Por

76

¢l contrario, los metabolitos que se excretan al final deuna
viametabdlicaposeen unavariabilidad biol 6gicamayor y
sus determinaciones no se distribuyen normalmente. La
Phe es un aminoécido esencia que debe ser aportado por
ladieta para un adecuado desarrollo del sujeto, es fuente
por su oxidacion de un aminoécido no esencial, latirosing,
apartir delacual sesintetizan los neurotransmisoresy la
melanina. Estas caracteristicas podrian justificar, de acuer-
do alo expuesto por Siest, que sus valores de concentra-
¢ion en la sangre tengan distribucién normal.

El valor de punto de corte obtenido, 2,5 mg/dl de Phe,
difirié ligeramente del usado hastael momento en el Insti-
tuto de GenéticaMédica (3,0 mg/dl). Estevalor puede con-
siderarse valido ya que se obtuvo a partir de un nimero
significativo de recién nacidos de nuestra poblacién y
disminuiria la posibilidad de falsos negativos, sin incre-
mentar sensiblemente lade falsos positivos. Weiner y co-
laboradored®® sefialaron que la disminucion del valor de
punto de corte de >4 mg/dl a>2 mg/dl resulté en un au-
mento de latasade muestras adicionales (repeticion dela
toma) de 0,01% asolo 0,03%, que representaria 30 reque-
rimientos adicional es en 100.000 pesquisasrealizadas. Es
importante considerar el nimero de falsos positivos a la
hora de solicitar nuevamuestra, debido alaansiedad que
esto genera en los padres del recién nacido®. Aunque
este valor de punto de corte es ligeramente mayor que €
recomendado por Doherty y colaboradores®, 2,0 mg/dl,
no existiriaun elevado riesgo de no detectar unindividuo
positivo, ya que en e servicio latoma de la muestra se
redizaalas48 horasdevidacomo minimoy semprequee
recién nacido haya recibido 48 horas de aimentacion
proteica. Por otraparte, Jew y colaboradores® demostra-
ron que el método fluorométrico de McCamany Robing™
es capaz de identificar recién nacidos afectados a las 12
horas de vida. A partir del presente trabajo este valor ha
sido (fue) adoptado como nuevo vaor de punto de corte
d redlizarlaPN.

Evaluacion del método fluorométrico en uso. Analisis
de los resultados del PCCE

Existen diferentes métodos para detectar niveles en san-
gre de Phe aplicables como método de pesquisaparaHFA
en los primeros dias de vida. Respecto al utilizado en el
servicio, & presentetrabajo muestraque existe asociacion
lineal entre |los resultados obtenidos por éstey el derefe-
rencia De acuerdo con |os tests estadisticos realizados
paralapendientey laordenadaen el origen delarectade
regresion, no existe una diferencia constante entre este
método y el de referencia, pero si unadiferencia propor-
cional que es € valor de la pendiente; por cada mg/dl
determinado por HPL C, fluorométricamente se determina-
rén 0,87 mg/dl. De acuerdo con lo anterior se puede decir
gue ambos métodos no son intercambiables pero si son
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equivalentes.

Se puede afirmar entonces que € método en uso es
confiable alahora derealizar el test de pesquisa; esto es
importante no solamente en el momento de detectar un
recién nacido potencia mente enfermo, sino también como
parte del posterior seguimiento del paciente, alahorade
realizar los control es de Phe sanguinea unavez comenza-
do €l tratamiento. Es de destacar también que, de acuerdo
alos informes del PCCE, no se han registrado hasta el
momento resultados falsos positivos o falsos negativos
en los nueve afios de control de calidad externo redliza-
dos. Es oportuno sefidlar que los tests basados en ensa-
yos fluorométricos tienen una especificidad y sensibili-
dad mayores que € clasico ensayo de Gutrhie (BIA)*¥,
ampliamente difundido afios atrés, ya que este tltimo, a
ser semicuantitativo, depende de la subjetividad del ope-
rador®. Unarevisién del programade PN paraHFA en el
Reino Unido®”, encontro que todos |os fal sos negativos
para PKU estuvieron asociados con tests realizados por
BIA y ninguno estuvo asociado a tests realizados por
fluorometria. Laconfiabilidad del método essignificativa
s se considera que no se utilizan presentaciones comer-
ciales de reactivos (kit), sino que todos | os reactivos son
preparados en €l laboratorio, 10 que también disminuye
los costos.

Estudio de la estabilidad de la Phe en sangre sobre papel
defiltro

Losresultadosindicaron quelaPhe en sangre recolecta-
da sobre papel de filtro tiene buena estabilidad después
de cinco afios de almacenamiento en las condiciones des-
critas. Este resultado concuerda con lo encontrado por
Levy y colaboradores®, en el que muestras guardadas
atemperatura ambiente, con cinco afios 0 menos de al-
macenamiento, retuvieron entre 40% y 100% de la Phe
original.

En algunas muestras el porcentaje retenido fue ma-
yor de 100%, ya que el valor actual fue ligeramente ma-
yor que el obtenido originalmente. Al remitirse a estas
muestras se observé que el valor de Phe original deter-
minado por fluorometriaerasignificativamente menor que
€l obtenido por HPL C, por |o queinicial mente habriaocu-
rrido una subestimacion del aminoécido presente en las
mismas. Unabuenaestabilidad del aminoécido a4°C jus-
tificariael almacenamiento de las muestras en papel du-
rante (al menos) cinco afos. De esta manerasi es nece-
sario remitirse alamuestraoriginal, setendraun reflejo
vélido de la concentracién de Phe en el momento en que
serealizO €l test; esto permitira, por ejemplo, diferenciar
un error de laboratorio de laposible variabilidad biol 6gi-
ca en la concentracion de Phe, una fuente de falsos ne-
gativos en los tests de pesquisa, especial mente en aque-
llasno PKU®,
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Conclusiones

— El vaor de punto de corte obtenido para nuestra po-
blaciénfue 2,5 mg/dl dePhe, el cua a ser ligeramente
menor que el usado actualmentedisminuiralaposibili-
dad de obtener un resultado fal so negativo, sinincre-
mentar significativamente el nimero de fal sos positi-
VOS.

— Existeasociacionlineal (r=0,94; p=0,95) entreel mé-
todo fluorométrico usado y € método de referenciay
s bien ambos métodos no son intercambiables, si son
equivalentes.

— LaPheenmuestras de sangre recogida sobre papel de
filtro almacenado a4°C con desecador es estable des-
pués de cinco afios, por |o que dentro de este periodo
de tiempo la concentracién de Phe encontrada en la
muestraseraun reflejo valido de lapresente original-
mente.
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Summary

Newborn detection of metabolic congenital abnormalities
by newborn screening consists of systematic searching
of affections that could be treated in early stages. Since
November 1993, quantification of phenylalaninewas ob-
tained by filter paper blood spots collected from newborns
by fluorometric technique for hyperphenylalanine. Re-
agents were prepared in the laboratory, accuracy of the
method was controlled by an external quality control pro-
gram (reference method).

Cutoff for the population (n=190) was 2.5 mg/dl of phe-
nylaanine. Thefluorometric technique used was assessed.
Regression analysis for the results obtained by fluoro-
metric technique and the reference method showed lineal
associ ation among thosetechniques (n=93; r=0.94; y=0.87x
+ 0.519) and reliance on the proposed technique based on
the equivalence of the techniques. Phe stability was
analysed using filter paper blood spots storaged at 4°C.
Amino acid profiles retrieved after five years of storage
(83% to 100%) and the statistic test used showed that the
amino acid is stablewhen storaged under these conditions.

Résumé

Ladécouverte néonatale d’ erreurs congénitales du méta-
bolisme au moyen de recherche néonatale, comprend la
recherche systhématique chez le nouveau-né des affec-
tionspour lesquellesil existe untraitement prouvé effectif
en tant que précoce. A I’ingtitut de Génétique Médicale
de|’Hopital Italien on réalise, depuis novembre 1993, la
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quantification de phénylalaline sanguine chez |e nouveau-

né en sang sec sur papier filtre avec une méthode fluoro-

meétrique comme test de recherche pour hyperphénylala-

linémies. Les réactifs sont préparés au laboratoire et
I’ exactitude de la méthode est évaluée au moyen d'un
programme de contréle de qualité externe par méthode de
référence. Danscetravail, on aestimélavaleur depoint de
coupe en fonction duquel considérer un résultat comme
positif pour notre popul ation (n=190), obtenant une valeur
de 2,5 mg/dl de phénylalaine. On a évalué la méthode
fluorométrique utilisée. L’ analyse de régression entre les
résultats obtenus par la méthode utilisée et celui de
référence amontré qu'il existe unerelation linéaire entre
cesrésultats (=93 ; r=0,94 ; y=0,87x + 0,159) et mémes

les deux méthodes ne sont pas échangeables elles sont
équivalentes, ce qui donne confiabilté a la méthode
utilisée. On a examiné la stabilité de la Phe dans des
échantillonsde sang recueillis sur papier defiltrea4°C. Le
pourcentage de I’ aminoacide récupéré apres cing ans de
stockage (83% a 100%) et |e test statistique appliqué ont
montré que |’ aminoacide aunebonne stabilité si on stocke
les échantillons dans ces conditions.
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