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1. RESUMEN

El consumo de calostro en las primeras horas de vida del ternero es una fuente
importante de energia, y principalmente de inmunoglobulinas. Por tal motivo se han
desarrollado diversos métodos para determinar en forma rapida y econdémica el consumo
precoz de calostro y adquisicion de inmunidad pasiva por el ternero. El objetivo general de
este estudio fue evaluar el uso de la actividad sérica de la enzima y-GT en terneros recién
nacidos como indicadora del consumo de calostro.

Se utilizaron 11 vacas multiparas de la raza Frison Negro, entre cuatro y nueve afios
de edad con sus respectivos temeros. Muestras de sangre de las vacas se obtuvieron en
forma individual y semanalmente antes del parto. Los terneros fueron sangrados mediante
venopuncién yugular, posterior a su nacimiento y antes de que consumieran calostro;
posteriormente fueron sangrados cada 12 horas, durante la primera semana de vida. Las
muestras de sangre fueron recolectadas en tubos de 10 ml al vacio, luego centrifugadas a
2500 rpm por 10 min y guardadas a -20°C hasta su posterior analisis. Las muestras de
calostro se obtuvieron inmediatamente posterior al parto, antes de amamantar, y luego
cada 12 horas por cinco dias, el sexto y séptimo dia cada 24 horas. El calostro desgrasado
fue centrifugado a 14300 rpm por tres minutos, posteriormente el suero calostral fue
nuevamente centrifugado dos veces mas por 30 minutos a 13200 rpm. La determinacién de
la actividad de y-GT en el suero sanguineo y calostral se realizo mediante la utilizacion de
un kit comercial MPR2 (Lab. Boehringer Mannheim). Las inmunoglobulinas séricas y
calostrales fueron determinadas mediante el Test de Turbidez del Sulfato de Cinc, las
proteinas totales séricas y calostrales se midieron mediante refractometria. Para el analisis
estadistico se utilizo estadistica descriptiva, prueba de "t" de Student y correlaciones entre
los diferentes métodos utilizados.

Existié un aumento significativo (P < 0,05) de la actividad de y-GT en el suero de
los terneros hasta las 24 horas de vida, para luego disminuir significativamente (P <0,05)
hasta las 60 horas y posteriormente mantenerse constantes durante la primera semana de
vida, con valores superiores al rango de referencia de la especie. Las correlaciones entre la
actividad de y-GT en el calostro y suero de los terneros fueron bajas y no significativas (P
> (,05). Posterior al consumo de calostro, y principalmente hasta las 48 horas, existio una
alta y significativa correlacion entre la actividad de y-GT y valores de inmunoglobulinas (r
=0,81) y la actividad de y-GT y proteinas totales (r = 0,87) en el suero de los terneros. La
determinacion de la actividad sanguinea de y-GT, durante la primera semana de vida de los
terneros, especialmente durante las primeras 48 horas, es un adecuado indicador del
consumo de calostro e indirectamente de la adquisicion de inmunidad pasiva.

Palabras claves: Calostro, Inmunoglobulinas, y-GT.



2. SUMMARY

Colostrum intake during the first hours of the calf s life is a very important source
of energy, but mainly immnunoglobulins. For this reason several and inexpensive methods
for determining an early intake of colostrum and acquisition of passive immnunity in
newborn calf have been developed. The aim of this study was to evaluate the use of the

serum activity of the enzyme y-GT as an indicator of the intake of colostrum in newborn
calf.

Eleven multiparous Friesian cows between four and nine years old and their calves
were used The cows were individually bled once a week before calving. The calves were
bled immediately after birth and before they suckled colostrum, and subsequently every 12
hours during the first week of life. The blood samples were collected in 10 ml vacutainer
tubes and then centrifuged at 2500 rpm for 10 min and stored at -20° C for subsequent
analysis. Colostrum samples were obtained from the cows immediately after calving
before the calves suckled and every 12 hours during the first five days and every 24 h on
days six and seven. Colostrum fat was removed and the whey separated by centrifugation
at 14300 rpm for 3 m. Calostrum whey was centrifuged twice at 13200 rpm for 30 min.

The determination of y-GT activity in serum and colostrum whey was performed
using a commercial kit MPR2 (Lab. Boehringer Mannheim). Calostral and serum
immunoglobulins were determined by Cinc Sulphate Turbidity Test and total proteins
were determined by refractometry. Descriptive statistics, Students "t" test and correlations
were used when appropiate.

There was a significant (P< 0,05) increase in the y-GT activity in the sera of the
calves during the first 24 h of life. After that there was a significant decrease (P < 0,05) up
to 60 h. Subsequently after this time the activity of the enzyme remained constant until the
end of the first week of life, with higher activity values to those reported for the species.
Low and non significant (P > 0,05) correlations were found between the y-GT activity in
the calostrum and serum of the calves. Positive and significant (P< 0,05) correlations after
colostrum intake and mainly at 48 h between the y-GT serum activity and the
immunoglobulins values (r = 0,81) and total proteins (r= 0,87), were found. Determination
of the y-GT serum activity during the first week of life, especially during the first 48 h, is a
good indicator of colostrum intake and indirectly of the acquisition of passive immunity in
calves.

Key words: Colostrum, Immunoglobulins and y-GT



3. INTRODUCCION

Se denomina calostro a la primera secrecion de la glandula mamaria de la vaca,
después del parto, siendo éste el tnico alimento que dispone el ternero en sus primeros
dias de vida; sus propiedades nutritivas, laxantes y de defensa, por su alto contenido en
inmunoglobulinas, lo convierten en un elemento de vital importancia para la sobrevivencia
del ternero recién nacido (Lanuza y Stehr, 1977; Zurita, 1994).

La importancia del calostro en la salud del ternero recién nacido se ha reconocido
por muchos afios (Hoerlein y Jones, 1977). Por largo tiempo se ha estudiado el rol
fundamental que cumple el calostro en la transferencia de inmunidad pasiva hacia los
terneros, menciondndose factores importantes para que esta sea adecuada, tales como edad
de la madre, lactancias previas de ésta, adecuada cantidad ingerida por el ternero y tiempo
oportuno para ingerirlo, entre otros (Rogers y Capucille, 2000).

Idealmente, la inmunidad debiera ser transferida in-utero, de la madre al feto, de tal
manera que el ternero tenga proteccion contra algunos microorganismos al nacer, hasta
que su propio sistema inmune sea capaz de defenderlo (Fischer, 1980). En la vaca esto no
sucede debido al tipo de placentacion (epitelio corial cotiledonar), por lo que el ternero,
recién nacido es esencialmente agamaglobulinémico (McEwan y col., 1970; Fetcher y col.,
1983; Bradley y Nulo, 1985). Asi, el ternero depende de los anticuerpos que su madre
pueda entregarle en forma pasiva por medio de la ingestion de calostro (Banks, 1982;
Norcross, 1982; Burton y col, 1989; Tyler y Ramsey, 1991).

La glandula mamaria lactante es un tejido secretor altamente activo que extrae
grandes cantidades de aminoéacidos desde el plasma para su uso en la sintesis de proteinas
lacteas (Braumrucker y Pocius, 1978; Braumrucker, 1979). Las inmunoglobulinas se
transfieren a la secrecion calostral durante las tltimas semanas de gestacion a partir de dos
fuentes: humoral, provenientes de la circulacién sanguinea de la vaca y local, sintetizadas
por plasmocitos ubicados junto al epitelio secretor de la glandula mamaria (Larson y col,
1980; Nickerson, 1989).

Se describen cuatro tipos principales de inmunoglobulinas (Ig) en los animales:
IgG, IgM, IgA e IgE (Bjotvedt, 1981). La principal Ig de la sangre bovina es la IgG con
sus dos subclases: [gGl e IgG2. El calostro de la vaca normalmente contiene entre 50 a 150
mg/ml de inmunoglobulinas de las cuales la IgG comprende alrededor del 85 a 90 %, [gM
alrededor del 7 % e IgA alrededor del 5 %. La IgGl considera alrededor de un 80 a 90 %
de la IgG (Larson y col, 1980).

El ternero recién nacido tiene la habilidad para absorber macromoléculas en forma
intacta principalmente en sus primeras veinticuatro horas de nacido a través de su pared
intestinal (Bush y Staley, 1980; Braun y col, 1982; Fetcher y col, 1983; Ferino y col,
1993). Esta absorcion se realiza por medio de un mecanismo de transporte
macromolecular transitorio, de tipo no selectivo, a través del epitelio de absorcion de la



pared intestinal, el cual ingresa estas macromoléculas junto con la linfa intestinal al
conducto toracico y posteriormente a la circulacion sanguinea (Besser y Gay, 1985).

Se reconoce que para obtener una proteccion Optima del neonato, €ste debiera consumir
una cantidad de calostro equivalente al 10 % de su peso corporal, dentro de las primeras
veinticuatro horas de nacido y al menos la mitad de esta cantidad debiera aportarse en las
primeras seis horas de nacido (Lanuza y Stehr, 1977; Zurita, 1994)

Diversos métodos se han desarrollado para estimar en forma cuantitativa y
semicuantitativa los niveles de inmunoglobulinas alcanzados pasivamente por el ternero a
través de la ingestion de calostro (Ferino y col., 1993). Estos métodos varian en exactitud,
rapidez, equipamiento necesario, facilidad de uso, costo y localizacion al momento de
realizarlo (terreno o laboratorio) (Besser y Gay, 1985).

Los métodos mas utilizados son:

- Proteinas totales: este método utiliza un refractoémetro, instrumento utilizado que mide el
indice de refraccion de una solucion basado en su concentracion, la cual esta dada por las
proteinas presentes en el suero de las cuales las inmunoglobulinas representan un tercio de
las proteinas totales (McBeath y col, 1971).

- Coagulacion del glutaraldehido: basado en la capacidad del glutaraldehido de
condensarse con las inmunoglobulinas y formar un polimero gelatinoso, esta reaccion se
mide en tiempo y éste es inversamente proporcional a la concentracion de
inmunoglobulinas que estén en la muestra (Sandholm, 1974).

- Turbidez del sulfato de cinc (ZnSO4): basado en una correlacion existente entre la
cantidad de inmunoglobulinas y la intensidad de la reaccion de turbidez de la solucion de
ZnSO4 (Mullen, 1975). Este test puede verse afectado por el tiempo y temperatura de la
reaccion, por la cantidad de didxido de carbono disuelto en la solucion de ZnSO4 y por la
presencia de hemdlisis en el suero (Pfeiffer y col, 1977).

Existen algunas ventajas presentes en estos métodos como el hecho de su facilidad de
realizaciéon y bajo costo, pero también presentan ciertas limitaciones como el ,verse
afectados por la hemoconcentracion, lo que puede suceder en animales deshidratados,
moribundos o con pérdida de proteinas por alguna enteropatia; esto tiene mayor relevancia
para los métodos de refractometria y turbidez del ZnSO4 (McBeath y col., 1971; Naylor y
Kronfeld, 1977; Pfeiffer y col, 1977).

Inmunodifusiéon radial: este método utiliza anticuerpos antiinmunoglobulinas
especificas bovinas, las cuales al estar presentes en una capa de agar sobre una placa,
reaccionan con el suero problema formando un anillo de precipitacion proporcional a la
cantidad de inmunoglobulinas (Besser y Gay, 1985). Entre sus ventajas, esta prueba
presenta una alta sensibilidad y especificidad, detectando incluso inmunoglobulinas en

cantidades pequeflas como microgramos; pero su mayor limitacién es su alto costo
(Pteiffer y col, 1977).



En los ultimos afios se ha sefialado que la enzima Gamma Glutamil Transferasa (y-
GT) puede ser utilizada como indicador del consumo de calostro en terneros, debido a que
su actividad sérica es alta durante la primera semana de vida en animales con un adecuado
consumo de él (Bogin, 1999").

El calostro de las vacas contiene una gran cantidad de y-GT, la cual junto con las
inmunoglobulinas son absorbidas desde el lumen intestinal del recién nacido hacia su
circulacion sanguinea (Kramer y Hoffman citado por Kaneco y col, 1997; Tessman y col,
1997). Esta enzima se cree esta asociada al metabolismo del glutation y al transporte de
aminoacidos; se encuentra principalmente en membranas celulares, primariamente en
células con activo metabolismo de aminoécidos tal como rifion, higado e intestino. La -
GT también se encuentra en pancreas, prostata, vesicula seminal, glandula salival,
glandula mamaria y cerebro (Center y col, 1991; Thompson y Pauli, 1981). Esta enzima
que se utiliza habitualmente para determinar problemas hepaticos, estd concentrada en el
calostro de los rumiantes al cual llegaria como transportador de aminoéacidos, y también es
secretada por el epitelio de la glandula mamaria. Del calostro es absorbida directamente a
través de la pared intestinal del neonato debido a su bajo peso molecular (90.000 Dalton)
comparado con el peso molecular de la IgG (160.000 Dalton), encontrandose en gran
cantidad en el suero del ternero recién nacido. Consecuentemente, terneros con una
adecuada transferencia de inmunidad pasiva tendrian una alta actividad sérica de y-GT
(Braumrucker y Pocius, 1978; Ferino y col, 1993; Tessman y col, 1997).

En temeros la actividad sérica de y-GT antes de ingerir calostro, es comparable con
la de un adulto clinicamente sano de la misma especie (Thompson y Pauli, 1981; Perino y
col, 1993) con un valor menor a 39 U/L (Schmid y Forstner, 1985). Thompson y Pauli
(1981), Boediker (1991), Perino y col. (1993), informaron que 24 horas después de ingerir
calostro este valor aumenta 60, 160 y 26 veces, respectivamente, sobre el valor de un
recién nacido antes de amamantarse. La alta actividad sérica de y-GT en los terneros
después de consumir calostro, disminuye rdpidamente durante la primera semana posterior
al nacimiento, seguido esto por una disminucioén gradual y continua entre las cinco a doce
semanas siguientes; tiempo en el cual la y-GT alcanza el valor de un adulto normal.
Debido a esta actividad, en terneros jovenes se invalida su uso diagndstico como indicador
de algin problema hepatobiliar durante las primeras 12 semanas de vida (Thompson y
Pauli, 1981; Bouda y col, 1980; Center y col, 1991; Ferino y col., 1993).

Por lo anteriormente sefialado, la actividad de y-GT en el plasma sanguineo del
ternero recién nacido puede ser una prueba facil y de bajo costo, en comparacion a la
inmunodifision radial, para medir la ingesta de calostro en el neonato, e indirectamente ser
un indicador para estimar la calidad de la transferencia de inmunidad pasiva (Braun y col,
1982; Ferino y col., 1993; Tessman y col, 1997).

" Bogin, E. Comunicacion personal, Kimron Veterinary Instituto, Bet Dagan, Israel.



Segun lo expuesto anteriormente, se formularon las siguientes hipotesis:
1. Ho: No existe correlacion entre la actividad de y-GT presente en el calostro y la
actividad de y-GT presente en el suero de los terneros durante la primera semana de vida.

Ha: Existe correlacion entre la actividad de y-GT calostral y la actividad de y-GT
presente en el suero de los terneros durante la primera semana de vida.

2. Ho: No existe correlacion entre la actividad de y-GT y las concentraciones de

Inmunoglobulinas y Proteinas Totales presentes en el suero de terneros durante la primera
semana de vida.

Ha: Existe correlacion entre la actividad de y-GT y las concentraciones de
Inmunoglobulinas y Proteinas Totales presentes en el suero de terneros durante la primera
semana de vida.

Para esto se plantearon las siguientes objetivos:

Objetivo General

» Utilizar la actividad sérica de y-GT en terneros recién nacidos como indicador del
consumo de calostro.

Obijetivos Especificos

1. Determinar la actividad sérica de y-GT en vacas de una semana pre-parto y en el
calostro y leche durante la primera semana post-parto.

2. Determinar la actividad sérica de y-GT en terneros desde el nacimiento hasta los 7 dias
de edad.

3. Correlacionar la actividad de y-GT en suero calostral con la actividad de y-GT en suero
sanguineo, en terneros recién nacidos.

4. Correlacionar la actividad sérica de y-GT con la concentraciéon de inmunoglobulinas,
obtenidos con el test de Sulfato de Cinc y proteinas totales mediante Refractometria, en
terneros recién nacidos.



4. MATERIAL Y METODO

4.1 MATERIAL
Material Bioldgico

Animales

En este estudio se utilizaron 11 vacas multiparas de la raza Frison Negro entre 4 y
9 afios de edad, identificadas con autocrotales del nimero 1 al 11 en orden correlativo y
cuya fecha de parto era el mes de agosto de 1999. Las vacas permanecieron estabuladas en
el Hospital Veterinario de la Universidad Austral de Chile y fueron alimentadas con una
racion base (concentrado y heno).

Muestras de sangre y calostro

Para la obtencion de los valores de proteinas, inmunoglobulinas y actividad de -
GT sérica se utilizaron muestras de sangre de las vacas pre parto, calostro de éstas y
muestras de sangre de sus terneros.

4.2 METODO

Muestras de sangre de las vacas se obtuvieron en forma individual, semanalmente
antes del parto. Las muestras de sangre de los terneros fueron obtenidas al momento de su
nacimiento antes de amamantarse y posteriormente cada 12 horas durante siete dias.

Muestras de sangre de vacas y terneros fueron centrifugadas a 2500 rpm por 10
minutos en una centrifuga Heraeus modelo Labofuge GL, el suero obtenido fue
almacenado en tubos Eppendorf a -20° C.

El calostro de las vacas se recolecté inmediatamente posterior al parto, antes de que
el ternero mamara y posteriormente cada 12 horas por cinco dias, y en el sexto y séptimo
dia, cada 24 horas.

Muestras de calostro se refrigeraron para separar la grasa; el calostro
semidesgrasado fue centrifugado en tubos Eppendorf a 14300 rpm por tres minutos en una
centrifuga Sigma modelo 20 Im, para separar la grasa restante y posteriormente ser
congeladas a -20° C.

Una vez terminado el periodo de muestreo, las muestras de suero fueron
descongeladas a bafio maria por cinco minutos, posteriormente, se determind la actividad
de y-GT (U/L) mediante la utilizacion de un kit comercial MPR2 del laboratorio
Boehringer Mannheim, en un autoanalizador COBAS MERA PLUS de Roche.

La determinacion de inmunoglobulinas (UT) se realizd6 mediante el método de el
test de Turbidez del Sulfato de Cinc (McEwan y col., 1970), con un espectrofotometro



modelo 4010 de Boehringer Mannheim con filtro de 492 nm y proteinas totales (g/100 ml),
(McBeath y col, 1971), con un refractémetro Atago modelo SPR-T2.

Las muestras de calostro fueron descongeladas mediante bafio maria por cinco
minutos, para posteriormente ser centrifugadas por 30 minutos y el suero calostral
obtenido, fue nuevamente centrifugada por 30 minutos mas, todo esto a 13200 rpm
(16.1G) en una centrifuga Eppendorf modelo 5415D. La determinacion de la actividad de
v-GT (U/L) se realizd6 mediante la utilizacion de un kit comercial MPR2 del laboratorio
Boehringer Mannheim, descrito anteriormente, con un espectrofotometro Hitachi 4020 de
Boehringer Mannheim. Las concentraciones de inmunoglobulinas (UT) fueron
determinadas mediante el test deTurbidez del Sulfato de Cinc, con un espectrofotémetro
modelo 4010 de Boehringer Mannheim con filtro de 492 nm y las proteinas totales (g/100
ml), con un refractometro Atago modelo SPR-T2, descritos anteriormente.

Para el analisis estadistico de los resultados del presente trabajo se utilizd
estadistica descriptiva. Se determin6 la normalidad de los datos, se calcularon
correlaciones entre los diferentes métodos utilizados y se realizé prueba de "t" de student
para determinar diferencias estadisticas; utilizando el programa computacional Graph Pad
Prism 3.00 para Windows (Graph Pad sofware, San Diego California USA, 1999).



5. RESULTADOS

En el grafico 1, se observa que al momento del parto la actividad de y-GT en el
suero calostral fue de 80000 U/L, la que disminuyd en forma significativa (P< 0.0001)
hasta las 48 horas post parto, para luego disminuir en forma gradual y continua hasta las
168 horas post parto (anexo 11).
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Griafico 1. Actividad de y-GT (promedio = d.e.) en el suero calostral de
vacas desde el parto hasta las 168 horas post parto.

En el grafico 2, se observa que al momento del nacimiento los terneros presentaban
un valor de actividad de la enzima cercano a cero, el que aument6 en forma significativa
(P0.05) hasta llegar a un méaximo de 1773 U/L a las 24 horas de vida, para luego decaer
significativamente (P0.001) hasta las 48 horas de vida y luego mantener una disminucion
gradual y continua por sobre el valor normal (< 39 U/L) hasta las 168 horas (anexo 11).
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Grafico 2. Actividad de y-GT (promedio + d.e.) en el suero de terneros
desde el nacimiento hasta las 168 horas dias de vida.
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El grafico 3, presenta las concentraciones de Inmunoglobulinas (UT) en el suero
calostral al momento del parto. Se observa una disminucion significativa (P0.0001) hasta
las 48 horas post parto; para luego disminuir en forma gradual y continua hasta las 168
horas post parto (anexo 12).
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Grafico 3. Valores de Inmunoglobulinas (promedio + d.e) en el suero
calostral de las vacas desde el parto hasta las 168 horas post parto.

En el grafico 4, se observan las concentraciones de Inmunoglobulinas séricas que
los terneros tuvieron al nacimiento, las que aumentaron significativamente (P0.0001) hasta
alcanzar una concentracion maxima de 30 UT a las 24 horas de vida; posteriormente hubo
una disminuciéon no significativa (P>0.05) hasta las 48 horas de vida, para luego
mantenerse de manera constante hasta las 168 horas de vida (anexo 12).
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Grafico 4. Valores de Inmunoglobulinas (promedio + d.e.) en el suero de los
terneros recién nacidos hasta las 168 horas de vida.
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En el grafico 5, se observa al momento del parto una concentracion promedio de
Proteinas Totales en el suero calostral de 172 g/100 ml, la que disminuy6
significativamente (P<0.0001) hasta las 48 horas post parto, para luego disminuir en forma
lenta pero continua hasta las 168 horas post parto (anexo 13).
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Grafico 5. Valores de Proteinas Totales (promedio + d.e.) en el suero
calostral de las vacas desde el parto hasta las 168 horas post parto.

En el grafico 6, se observa un valor promedio de Proteinas Totales séricas en los
terneros al momento del parto de 43 g/100ml, el que aumenta en forma significativa
(P0.0001) hasta alcanzar una concentraciéon maxima de 74 g/100ml a las 24 horas de vida,
para luego mantenerse de manera constante hasta las 168 horas de vida (anexo 13).
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Grafico 6. Valores de Proteinas Totales (promedio =t d.e.) en el suero de los
terneros desde el nacimiento hasta las 168 horas de vida.



12

En el grafico 7, se observa que al correlacionar la actividad promedio de la enzima
v-GT en el suero de los terneros durante las primeras 168 horas de vida, con la actividad
promedio de y-GT en el suero calostral de las vacas durante las primeras 168 horas post
parto, no se obtuvieron valores altos de correlacion, siendo estos estadisticamente no
significativos (P>0.05) (anexo 7).
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Grafico7. Correlaciones entre y-GT sérico en terneros y y-GT calostral en
vacas durante las primeras 168 horas de vida y post parto respectivamente.

En el gréafico 8, se observa que al correlacionar la actividad promedio de y-GT y los
valores promedio de Inmunoglobulinas en el suero de los terneros en sus primeras 168
horas de vida, a la primera hora de vida éste es bajo y no significativo (P>0.05),
posteriormente a partir de la hora 12 y hasta las 168 horas de vida se observan valores de
correlacion altos y estadisticamente significativos (P0.05) (anexo 8).
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Grafico

8.

Correlaciones entre y-GT 'y concentraciones de

inmimoglobulinas séricas en terneros durante las primeras 168 horas de vida.
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En el grafico 9, se observan los valores de correlacion entre la actividad promedio
de y-GT y los valores promedio de Proteinas Totales en el suero de los terneros en sus
primeras 168 horas de vida, a la primera hora de vida éste es bajo y no significativo
(P>0.05), posteriormente a partir de la hora 12 y hasta las 168 horas de vida se observan
valores de correlacion altos y estadisticamente significativos (P0.05) (anexo 9).
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Grafico 9.

Correlaciones entre y-GT y concentraciones de Proteinas

Totales en suero de terneros durante las primeras 168 horas de vida.

En el grafico 10, se observa que al correlacionar los valores promedio de
Inmunoglobulinas con los valores promedio de Proteinas Totales en el suero de los
terneros en sus primeras 168 horas de vida, a la primera hora de vida éste es negativo y no
significativo (P>0.05), posteriormente a partir de la hora 12 y hasta las 168 horas de vida
se observan valores de correlacion altos y estadisticamente significativos (P<0.05) (anexo

10).
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Grafico 10.

Correlaciones entre concentraciones de Inmunoglobulinas y

Proteinas totales en suero de terneros durante las primeras 168 horas de vida.
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6. DISCUSION

La actividad promedio de y-GT en el suero calostral (grafico 1) al momento del
parto fue 5000 veces mayor a la actividad sérica promedio de la enzima en las vacas y fue
250 veces mayor, a los 7 dias post parto (168 horas) cuando la secrecion mamaria ya tiene
las caracteristicas de la leche, demostrando la presencia de la enzima en la leche pero en
cantidades menores que en el calostro. El rol funcional de esta alta actividad de la enzima
en el calostro y leche no tiene hasta ahora una explicacion clara, sin embargo, se postula
que cumpliria un rol transportador de aminoécidos, indispensables para la sintesis proteica
(Braumrucker y Pocius, 1978; Braumrucker, 1979; Lombardi y col, 2000).

Al nacer los terneros presentaron una actividad promedio de y-GT en el suero
similar a la actividad sérica promedio de y-GT de las madres, 15.64 + 5.39 y 15.45 + 3.64,
respectivamente. Esto coincide con lo informado por Thompson y Pauli (1981) y Perino y
col. (1993), que determinaron que los valores séricos de la enzima en terneros antes de
consumir calostro eran similares a los de un bovino adulto. Segiin Braun y col. (1982), la
presencia de y-GT en el suero de los terneros tendria un origen hepatico y pancreatico, ya
que la produccion de la enzima en éstos drganos es similar en jovenes y adultos.

El aumento significativo (P0.05) de la actividad sérica de y-GT observada en los
terneros 24 horas post amamantamiento (grafico 2), concuerda con lo reportado por Bouda
y col. (1980), Thompson y Pauli (1981), Boediker (1991) y Perino y col. (1993), los que
informaron aumentos séricos de la enzima posterior al consumo de calostro de 16, 60, 160
y 26 veces respectivamente por sobre el valor normal para la especie (<39UL). Esto
coincide también con valores altos de y-GT posterior al consumo de calostro reportados
para ovinos y caninos (Thompson y Pauli, 1983; Center y col, 1991).

A pesar de disminuir la actividad sérica de la enzima posterior a las 24 horas de
vida en los terneros (grafico 2), estos valores se mantuvieron altos (21 veces mayor a la
actividad determinada previo al consumo de calostro) ain a los siete dias de vida (168
horas), concordando con lo informado por Bouda y col. (1980), Thompson y Pauli (1981)
y Braun y col. (1982), quienes encontraron valores altos de la enzima, con respecto a los
valores normales (<39 U/L), atn después de la primera semana de vida. Esto se deberia a
que la enzima y-GT disminuye rdpidamente durante la primera semana de vida, para
posteriormente ir disminuyendo en forma gradual y continua entre las cinco a doce
semanas siguientes, tiempo en el cual el valor de la enzima no diferiria significativamente
del valor normal para un animal adulto (Bouda y col, 1980; Thompson y Pauli, 1981;
Perino y col, 1993).

La baja correlacion observada para la enzima y-GT en el grafico siete, coincide con
lo informado por Braun y col. (1982), quienes correlacionaron valores séricos de terneros
con valores calostrales de vacas para las primeras 24 horas, donde la actividad de y-GT
sérica y calostral eran maximas, no obteniendo una correlacion significativa entre ellas.
Esta ausencia de correlacion significativa (P> 0.05) se deberia al hecho que mientras la
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enzima disminuye en el calostro, se produce un aumento de y-GT en el suero de los
terneros.

Los métodos utilizados para medir actividad de vy-GT, concentraciones
inmunoglobulinas y proteinas totales en el suero calostral presentaron dificultades debido
a la excesiva concentracion y turbidez que éste presentaba, teniendo que diluir las
muestras correspondientes a las 1, 12 y 24 horas post parto varias veces para poder
analizarlas. No obstante, estos valores sirven para reflejar las tendencias de la enzima,
inmunoglobulinas y proteinas totales durante el transcurso de la primera semana post parto
(graficos 1,3y 5).

Los altos valores de inmunoglobulinas calostrales obtenidos principalmente durante
las primeras 48 horas post parto (grafico 3), confirman lo sefialado en la literatura
(Michanek, 1994; Zurita 1994), acerca de la necesidad de que los terneros ingieran la
mayor cantidad de calostro en este lapso de tiempo, aprovechando asi la mayor cantidad de
inmunoglobulinas presentes en el calostro y la gran permeabilidad del intestino del ternero.
Debido a esta gran permeabilidad en las primeras 48 horas de vida a moléculas de alto
peso molecular como las inmunoglobulinas, la absorcion de y-GT presente en el calostro,
hacia la sangre del ternero se facilitaria debido a su menor peso molecular; esto segun
Braun y col. (1982), podria explicar la correlacion existente entre la y-GT y las
inmunoglobulinas presentes en el suero de los terneros.

La concentraciéon de inmunoglobulinas séricas en los terneros (grafico 4) se
mantuvo alta y constante posterior a las 24 horas de vida. Esto se deberia a que una
proporcion de las inmunoglobulinas maternas se mantiene circulando en el torrente
sanguineo del ternero durante las primeras cuatro semanas de vida, tiempo en el cual

terminaria de madurar su sistema inmune y el animal seria capaz de defenderse por si s6lo
(Herbert, 1972; Tizard, 1982).

La correlacion significativa (grafico 8) encontrada entre la actividad de y-GT y la
concentracion de inmunoglobulinas séricas medidas a través del test de turbidez del sulfato
de cinc en los terneros, concuerda con lo informado por Bogin y col. (1993) y Lombardi y
col (1996) quienes encontraron una buena correlacion al segundo y tercer dia posterior al
consumo de calostro entre y-GT y globulinas totales y y-GT e inmunoglobulinas
respectivamente, usando para medir y-GT cintas de quimica seca "Reflotron" (Boehringer
Mannheim) y separacion electroforética, para globulinas totales e inmunoglobulinas.
También, la alta correlacion observada concuerda con lo informado por Romdhane y col.
(1997) quien obtuvo una correlacion significativa entre y-GT e inmunoglobulinas en
terneros a las 24 horas de edad. En otra especie como el ovino, se obtuvo una correlacion
significativa entre inmunoglobulinas y y-GT a las 24 horas de vida, en el suero de corderos
posterior al consumo de calostro (Thompson y Pauli, 1983).

Las concentraciones séricas de proteinas totales e inmunoglobulinas (graficos 4 y
6) presentaron una tendencia similar durante la primera semana de vida, esto debido a que

las inmunoglobulinas representan aproximadamente un tercio de las proteinas totales
(McBeath y coL, 1971).
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La alta correlacion (P0.05) (grafico 9) encontrada entre la actividad de y-GT y la
concentracion de proteinas totales séricas medidas a través de refractometria en los
terneros posterior al consumo de calostro, concuerdan con lo informado por Bogin y col.
(1993) y por Lombardi y col. (1996) quienes también obtuvieron valores de correlacion
significativos al segundo y tercer dia posterior al consumo de calostro para proteinas
totales.

La alta correlacion (P<0.05) (grafico 10) encontrada entre las concentraciones
séricas de inmunoglobulinas y proteinas totales posterior al consumo de calostro, a través
de los métodos del test de turbidez del sulfato de cinc y refractometria respectivamente,
concuerdan con lo informado por Ferino y col. (1993), quienes obtuvieron una correlacion
significativa en terneros a las 24 horas de vida entre inmunoglobulinas y proteinas totales
medidas por inmunodifusion radial y refractometria respectivamente.

La actividad de y-GT en el suero de terneros posterior al consumo de calostro, no
reflejaria exactamente la cantidad de calostro consumido, sino, sélo aportaria informacion
de que lo habrian ingerido. Debido a que la actividad de y-GT se mantiene alta aun
después de la primera semana de vida, el valor diagnodstico de y-GT para determinar
lesiones hepaticas estaria limitado durante las primeras 12 semanas para un ternero que ha
recibido una adecuada cantidad de calostro (Bouda y col., 1980; Thompson y Pauli, 1981;
Perino y col, 1993).
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Conclusiones

* Se acepta la hipotesis nula nimero uno.

» Se acepta la hipotesis alterna namero dos.

» La alta actividad de y-GT presente en el suero de los terneros, principalmente hasta las 48

horas de vida, serviria como un adecuado indicador del consumo de calostro, e

indirectamente como un indicador de transferencia de inmunidad pasiva de la madre al
ternero.

* Los métodos utilizado para medir y-GT, inmunoglobulinas y proteinas totales en el suero
de los terneros se correlacionaron alta y positivamente entre ellos.
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8. ANEXOS
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ANEXO 1. Valores de P y significancia estadistica a la prueba de "t" durante las
primeras 60 horas post parto. y-GT en suero catastral.

ANEXO 2.

Horas P Significancia
1-12 0.0006 ok
12-24 <0.0001 ek

24-36 0.0004 ok

36-48 0.0101 *

48-60 0.3580 ns

ns: no significativo

** . muy significativo

*: significativo

primeras 60 horas de vida. y-GT Sérico.

*#%: extremadamente significativo

Horas P Significancia
1-12 0.0052 H*

12-24 0.9233 ns

24-36 0.0142 *

36-48 0.0019 ok

48-60 0.3756 ns

ns: no significativo

** . muy significativo

*: significativo

*#%: extremadamente significativo

Valores de P y significancia estadistica a la prueba de "t" durante las

ANEXO 3. Valores de P y significancia estadistica a la prueba de "t" durante las
primeras 60 horas post parto. Inmunoglobulinas en suero calostral.

Horas P Significancia
1-12 0.0032 ek
12-24 0.0008 ok
24-36 0.0003 Ak
36-48 0.0015 ek
48-60 0.1132 ns

ns: no significativo

** : muy significativo

*: significativo

**%. extremadamente significativo
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ANEXO 4. Valores de P y significancia estadistica a la prueba de "t" durante las
primeras 60 horas de vida. Inmunoglobulinas Séricas.

Horas P Significancia
1-12 0.0017 ok
12-24 0.0150 *
24-36 0.4680 ns
36-48 0.1829 ns
48-60 0.5129 ns

ns: no significativo
** : muy significativo

*: significativo

**%: extremadamente significativo

ANEXO 5. Valores de P y significancia estadistica a la prueba de '"t" durante las
primeras 60 horas post parto. Proteinas Totales en suero calostral

Horas P Significancia
1-12 <0.0001 ke

12-24 0.0023 ok

24-36 0.0003 otk

36-48 0.0476 *

48-60 0.1872 ns

ns: no significativo
** . muy significativo

*: significativo

*#%: extremadamente significativo

ANEXO 6. Valores de P y significancia estadistica a la prueba de "t" durante las
primeras 60 horas de vida. Proteinas Totales Séricas.

Horas P Significancia
1-12 0.0028 ko
12-24 0.0026 ek
24-36 0.5080 ns
36-48 0.1986 ns
48-60 0.4864 ns

ns: no significativo
** . muy significativo

*: significativo

4% extremadamente significativo
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ANEXO 7. Tabla de correlaciones entre y-GT sérico en terneros y y-GT en suero

calostral, durante los primeros siete dias (168 hoars).

Tiempo Valor “r « Significancia

Hora 1 -0,1337 ns
Hora 12 0,01429 ns
Hora 24 0,04703 ns
Hora 36 0,5153 ns
Hora 48 0,2605 ns
Hora 60 0,1286 ns
Hora 72 0,1027 ns
Hora 84 -0,2063 ns
Hora 96 -0.4219 ns
Hora 108 -0,02426 ns
Hora 120 0,09117 ns
Hora 144 -0,1880 ns
Hora 168 -0,3192 ns

ns: no significativo
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ANEXO 8. Tabla de correlaciones entre actividad de y-GT (U/L) y valores de
Inmunoglobulinas (UT) en suero de terneros, durante las primeras 168 horas de vida.

Tiempo Valor "r " Significancia
Hora 1 0,4239 ns
Hora 12 0,8919 *H*
Hora 24 0,6351 *
Hora 36 0,8435 **
Hora 48 0,8181 **
Hora 60 0,8478 *k*
Hora 72 0,8405 **
Hora 84 0,8489 *k*
Hora 96 0,8111 **
Hora 108 0,7363 **
Hora 120 0,8399 **
Hora 144 0,8668 *H*
Hora 168 0,8243 **
ns: no significativo *:0.0120.05 *%:0.001 2 0.01

ek <0.001
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ANEXO 9. Tabla de correlaciones entre y-GT (U/L) y Proteinas Totales (g/100ml) en
suero de terneros, durante las primeras 168 horas de vida.

Tiempo Valor "r " Significancia
Hora 1 0,1079 ns
Hora 12 0,9249 Rk
Hora 24 0,7687 *k
Hora 36 0,8537 Rk
Hora 48 0,8776 *ERE
Hora 60 0,8292 *x
Hora 72 0,8489 oAk
Hora 84 0,8265 *x
Hora 96 0,8221 *k
Hora 108 0,8105 *k
Hora 120 0,8483 Rk
Hora 144 0,8130 *k
Hora 168 0,7464 *k

ns: no significativo ~ *: 0.01 a 0.05 *%:0.001 2 0.01

ik <0.001
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ANEXO 10. Tabla de correlaciones entre Inmunoglobulinas (UT) y Proteinas Totales
(g/100ml) en suero de terneros, durante las primeras 168 horas de vida.

Tiempo Valor " r " Significancia

Hora 1 -0,1288 ns
Hora 12 0,9693 *kk
Hora 24 0,8868 wERE
Hora 36 0,9071 otk
Hora 48 0,9098 *kk
Hora 60 0,8699 otk
Hora 72 0,8984 *kk
Hora 84 0,8973 *kk
Hora 96 0,8508 otk
Hora 108 0,7787 ok
Hora 120 0,8188 ok
Hora 144 0,8998 otk
Hora 168 0,8484 otk

ns: no significativo:  *: 0.01 a 0.05 *%:0.001 a 0.01
*x%:<0.001



ANEXO 11

Actividad de y-GT (U/L) en suero calostral

28

Vacas
Hora| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | Media d.e.
1 [4997| 12680 |121484]|93896|49368|33759(66187(93412{93291|84095|58080|79123,0|30198,1
12 [ 3654 | 67639 | 43681 |47311|19239|47916(50336(47311{49973|31218|21054|42020,0 | 14097,8
24 | 1766 | 26620 | 23595 [16819| 8228 |33154|15609|26136|18029(15851{12100|19437,0|7217,18
36 | 5170|22022 | 7293 [11407| 3399 [10703]|14399| 8074 | 8976 | 5038 | 4752 |9203,00|5389,96
48 | 3597 | 15851 | 6248 | 8811 3278 | 5203 | 8382 | 6479 | 6358 | 5060 | 5720 [ 6817,00 [3442,03
60 | 3861 | 11253 | 4048 | 7249 | 5269 | 5324 | 6127 | 8558 | 6358 | 6303 | 4059 | 6219,00 [2203,41
72 | 4829 | 5621 | 3267 | 5104 | 6259 | 6666 | 6028 | 7612 | 5522 | 6259 | 4378 | 5595,00 | 1184,02
84 | 4587 | 5555 | 3069 | 6831 | 4972 | 4675 | 6325 | 8371 | 5786 | 5071 | 5610 | 5532,00 | 1366,28
96 | 4543 | 6138 | 3894 | 4554 (4895|5049 | 7139 | 8525 | 5566 | 4004 | 7755 | 5642,00|1559,13
108 | 5137 | 3014 | 3729 | 7293 | 4521 | 3828 | 4961 | 4906 | 3179 | 6182 | 5313 |4733,00|1283,61
120 | 4312 | 5456 | 3751 | 5126|5269 | 6369 | 4851 | 5126 | 4906 | 4202 | 5016 |4944,00 | 696,65
144 | 3036 | 3696 | 3784 | 3993 | 6028 | 5984 | 3443 | 6908 | 5027 | 5907 | 5709 | 4865,00|1313,99
168 | 3388 | 4103 | 3388 | 3058 | 4675|4719 | 4268 | 4895 | 5500 | 3344 | 5291 [4239,00| 849,19
Actividad de y-GT (U/L) sérica
Terneros
Horas| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | Media d.e.
1 17 7 16 23 22 9 16 21 9 17 15 15,64 5,39
12 496 8 922 (2370 | 22 |2805|3410| 23 |3135|4620| 1329 |1740,00|1607,65
24 [ 2862 | 887 | 829 | 1504 | 979 | 3069 | 2629 | 446 | 2167 | 3190 | 937 |1772,64|1029,57
36 | 1459|1967 | 503 | 921 | 150 | 1798 | 1409 | 403 | 1238 | 1958 | 556 [1123,82| 654,59
48 | 1082 | 1175| 397 | 732 | 98 | 1304 | 884 | 315 | 231 | 1404 | 403 | 729,55 | 465,60
60 901 | 872 | 335 | 645 76 | 1100 | 715 | 211 | 864 | 1205 | 342 | 660,55 | 372,55
72 822 | 777 | 310 | 571 61 | 1008 | 575 | 173 | 790 | 1098 | 296 | 589,18 | 343,62
84 733 | 714 | 273 | 519 59 910 | 543 | 152 | 728 | 1021 | 271 | 538,45 | 315,77
96 686 | 634 | 234 | 498 56 846 | 466 | 141 | 640 | 931 | 232 | 487,64 | 290,81
108 | 603 | 604 | 224 | 450 51 777 | 414 | 124 | 608 | 834 | 206 | 445,00 | 265,25
120 | 554 | 542 | 196 | 322 | 46 | 727 | 385 | 120 | 568 | 833 | 192 | 407,73 | 257,05
132 | 535 | 521 | 175 | 392 | 43 674 | 343 | 110 | 531 | 681 | 184 | 380,82 | 226,31
144 | 486 | 468 | 167 | 377 | 40 | 656 | 319 96 | 428 | 662 | 156 | 350,45 | 215,15
156 | 440 | 457 | 156 | 334 | 39 610 | 297 98 394 | 569 | 143 | 321,55 | 192,85
168 | 398 | 402 | 130 | 441 | 334 | 551 | 279 87 | 368 | 553 | 135 | 334,36 | 161,75




ANEXO 12

Inmunoglobulinas (UT) en suero calostral
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Vacas
Horas| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 |Media| d.e.
1 5741 82,6 |59,6| 564 | 83 |83,52] 97,8 [85,14]|81,9]79,5|79,9|70,19 | 24,36
12 [ 542 | 788 | 554 | 54,8 | 5,36 (79,72 | 78,5 | 78,28 172,441 66,7 |57,52| 61,97 | 21,56
24 | 432 | 63,2 (49,2 49,8 | 2,74 | 70,14 [68,24]|61,06(37,92(43,226,52| 46,83 | 19,87
36 16 | 61,6 | 29 |26,3 | 0,65 [37,96|35,25| 22,1 |26,08|8,42(14,12| 25,23 | 16,45
48 5,6 55 [22,6]18,5] 0,48 | 4,61 |14,21| 3,75 |12,79|2,71| 4,7 | 13,18 | 15,59
60 2 40,8 | 10,512,711 6,32 | 4,79 | 7,48 | 592 |12,11|2,37| 5,01 [ 10,00 | 10,82
72 12,21 20,8 | 2,3 | 84 [ 343 | 44 | 3,81 | 4,2 (16,11|1298]| 3,2 | 7,44 | 6,25
84 42 | 11,2 | 29 | 4,5 | 6,64 | 3,63 | 3,07 | 3,43 [18,01(2,59|3,25| 5,77 | 4,76
96 3,4 6 7 35 (3,16 | 332 | 51 | 2,89 (7,14 (2,87|4,18| 4,41 | 1,63
108 | 5.8 6 45 | 46 | 6,52 | 1,74 | 2,48 | 3,79 | 4,79 |3,11| 2,46 | 4,16 | 1,59
120 | 5.6 5,2 42 (2,7 10,24 3,09 | 1,94 | 2,07 | 4,38 |3,48(2,62| 3,23 | 1,56
144 | 7.2 3,4 29 | 33| 23 04 | 1,96 | 2,53 |3,88(3,05]|3,84| 3,16 | 1,66
168 | 6,6 6,6 2.5 4 1,98 | 0,22 | 2,07 | 4,92 | 4,33 12,28 (2,75 | 3,48 | 2,01
Inmunoglobulinas (UT) en suero
Terneros
Horas| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 |Media| d.e.
1 0,5 1,1 1,9 |87 1,1 1,1 04 | 07 (08 |06] 09 1,62 | 2,38
12 | 6,1 1,5 25,8 |27,1] 1 30,1 | 28,11 03 |[269 [389] 26,1 | 19,26 | 14,04
24 (32,8 29,7 30,6 (30,9(32,8| 34,3 30 8,8 |30,9 (39,8 27,8 | 29,85 | 7,66
36 |32,7| 35,3 30 (28997 34,8 | 282|142 | 31 (39,5]| 27,1 | 28,31 | 8,90
48 [29,7| 349 30,3 [29,5]8,3| 32,3 | 27,1 | 13 5,6 |137,5] 27,8 | 25,09 | 10,91
60 (30,5| 33,3 28,2 129,71 8,4 | 31,1 | 26,7 | 11,9 | 31,5 |36,7| 26,2 | 26,75 | 8,75
72 (29,8 32,6 288 | 28 16,6 | 30,8 |27,1] 124 | 30,1 |37,5| 26 | 26,34 | 8,96
84 |294| 32 27,7 129 |62 | 31,7 | 283 | 11,4 (31,6 | 37 | 26,3 | 26,42 | 9,24
96 ([28,5| 35,8 28,8 27,4 8 32,6 | 27,5 8,8 |[29,7136,2] 26,3 | 26,33 | 9,46
108 |30,4| 35,1 29,5 129,71 7,1 | 32,2 | 25,1 ] 13,4 | 30 |27,3| 25 | 25,89 | 8,38
120 (27,8 36,2 29,6 |26,8| 8,2 34 23,5 | 11,6 | 28,8 |137,6| 22,7 | 26,07 | 9,32
132 (26,2 36,6 28 (28,1 7,8 | 32,8 | 256 | 12,7 | 27 [36,8]| 26,2 | 26,16 | 8,90
144 |26,3| 35,5 25,3 [28,9| 10 | 34,1 | 27,1 ] 10,9 | 30,2 |36,6| 24,8 | 26,34 | 8,83
156 |31,3| 32,9 29,5 | 28 19,3 | 30,7 26 | 11,2129,1 |35,8] 24 | 26,16 | 8,49
168 |29,9| 34 25,3 125,9|26,6] 33 272 | 13 | 30,6 |136,3| 24,1 | 27,81 | 6,28




ANEXO 13

Proteinas Totales (g/100 ml) en suero calostral
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Vacas
Horas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | Media d.e
1 164 | 148 | 160 | 216 | 154 | 176 | 164 | 216 | 176 | 176 | 144 | 172,18 | 24,24
12 148 | 92 148 | 156 | 104 | 164 | 132 | 156 | 120 | 104 | 84 | 128,00 | 28,51
24 85 132 | 106 | 98 68 126 | 110 | 106 | 76 81 50 94,36 | 24,92
36 60 118 | 77 82 61 83 74 62 62 56 48 71,18 19,12
48 59 75 66 74 50 64 74 60 60 61 42 62,27 10,19
60 64 78 54 60 65 65 58 56 54 50 37 58,27 10,38
72 42 88 58 50 49 53 53 52 49 48 44 53,27 12,32
84 56 78 52 51 54 54 53 50 46 57 50 54,64 8,33
96 43 64 44 43 50 48 55 50 46 60 43 49,64 7,23
108 48 57 45 51 60 48 54 48 46 46 36 49,00 6,48
120 44 70 44 50 48 52 49 44 50 61 40 50,18 8,59
144 42 60 42 49 48 48 51 42 46 52 39 47,18 5,96
168 41 48 42 36 47 44 44 40 43 52 37 43,09 4,72
Proteinas Totales (g/100 ml) en suero
Terneros

Horas| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | Media d.e
1 40 40 42 42 44 44 47 44 44 41 41 42,64 2,16
12 42 41 63 63 43 75 76 44 68 85 68 60,73 15,74
24 75 74 70 72 71 84 84 49 74 90 76 74,45 10,55
36 73 80 69 68 46 85 86 54 77 88 74 72,73 13,17
48 72 79 69 66 49 86 82 54 50 84 72 69,36 13,40
60 71 79 69 66 50 81 84 54 75 82 71 71,09 11,09
72 74 81 69 64 48 84 81 56 73 84 71 71,36 11,65
84 73 83 69 64 46 82 84 56 74 85 71 71,55 12,42
96 78 81 66 67 50 81 86 58 70 86 70 72,09 11,57
108 | 72 84 69 65 50 81 83 56 72 86 70 71,64 11,59
120 | 72 78 67 68 50 81 85 60 76 91 71 72,64 11,53
132 | 76 81 65 66 50 81 82 57 78 81 72 71,73 10,90
144 | 73 78 70 68 49 84 82 56 69 83 70 71,09 11,00
156 | 72 79 69 64 52 81 80 56 70 76 66 69,55 9,55
168 | 71 76 63 66 67 80 78 55 67 77 66 69,64 7,57
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