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Introduccié

Els marcadors tumorals sén substancies produides per les cel-lules tumorals, o
en estreta relacié amb el seu desenvolupament, que ens ofereixen, mitjancant
la mesura de la seva concentraci6 en el plasma o altres liquids biologics,
informacio d'interés clinic en I'avaluacié dels malalts amb cancer. No son
tanmateix substancies especifiques de cancer, sind que també sén produides
per les cel-lules normals. Per tant, les persones sanes tenen en el plasma
certes concentracions de la majoria dels marcadors tumorals que han de ser
considerades com fisiologiques. Preferentment, les concentracions dels
marcadors tumorals s'utilitzen una vegada el tumor ja ha estat diagnosticat per
efectuar el diagnostic precoc de la recidiva i per monitoritzar la resposta al
tractament. La utilitat diagnostica de les concentracions dels marcadors
tumorals tan sols ha estat definida [1 sense que hi hagi unanimitatl] per a
alguns tumors.

L'automatitzacio dels procediments immunoquimics ha permes que,
actualment, les concentracions de la majoria de marcadors tumorals siguin
mesurades en gairebé tots els laboratoris d'una certa complexitat. La concrecio
d'un valor discriminant €s una de les questions inicials que sorgeix quan es
posa en marxa un procediment per mesurar la concentracié d'un marcador
tumoral. S'obren aixi diversos interrogants: com decidir quin és el valor
discriminant adequat? Es possible adoptar el valor recomanat pel fabricant del
sistema de mesura? El valor discriminant adoptat és adequat per I'Gs clinic que
se'n fara? Es possible la seva transferéncia entre diversos laboratoris? Hi ha
factors fisiologics (edat, cicle menstrual, menopausa) que influeixen en el valor
discriminant? Sén les linies de reflexié que delimiten aquest article i que
exemplifiquem amb la revisio bibliografica dels valors discriminants per a l'a-
fetoproteina, I'antigen CA-125 i I'antigen especific de la prostata.
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L'Us seriat de la concentracio de I'a-fetoproteina en el plasma pel diagnostic de
I'hnepatocarcinoma en malalts d'alt risc per desenvolupar aquesta malaltia ens
mostrara que I'estudi de la variabilitat biologica intraindividual pot ser una eina
més eficient que I'adopcié d'un valor discriminant. D'altra banda, la utilitzacié de
les concentracions d'antigen CA-125 i d'antigen especific de la prostata en el
plasma en el diagnostic del cancer d'ovari i del de prostata, respectivament, ens
permetra posar de manifest els problemes que sorgeixen en 'establiment d'un
valor discriminant per a la concentracié d'un marcador tumoral. En el cas de la
concentracio d'antigen CA-125 s'evidencia l'existéncia d'importants diferencies
en funcié de la metodologia utilitzada en la seva mesura i també la influéncia
que poden tenir certes condicions fisiologiques en la concentracio d'un
marcador tumoral en el plasma. Igualment, farem émfasi, a proposit del cancer
de prostata, en les dificultats de disposar d'una poblacio de referéncia
estrictament seleccionada i en la necessitat d'adequar el valor discriminant en
relacio a les seves repercussions en la morbilitat i mortalitat de la malaltia, més
que no tan sols en funcio de la sensibilitat i especificitat diagnostiques.

a-Fetoproteina

L'a-fetoproteina és una molecula d'uns 68 Kg/mol, amb mobilitat electroforética
en la zona a; i una estructura similar a I'albumina que es troba en gran
concentracio en el plasma del fetus. Durant la vida fetal és sintetitzada pel sac
vitel-li i pel fetge, arriba a un maxim a les 16 setmanes de gestacio i disminueix
la seva sintesi setmanes meés tard fins a desapareixer poc abans del
naixement. El seu paper en el fetus és similar al de I'albumina en I'adult: el
manteniment de la pressié oncotica i transport de substancies (1).

L'aplicacio clinica de la mesura de la concentracié d'a-fetoproteina en el plasma
es troba en dos camps, en el diagnostic oncologic i en el diagnostic prenatal
(malformacions del tub neural i obtencié de risc de la sindrome de Down). En el
diagnostic oncologic té utilitat per als tumors germinals, tant de testicle com
d'ovari, i als hepatocarcinomes. La principal causa d'increments en les
concentracions d'aquest marcador en el plasma son les hepatopaties a causa
dels processos de necrosi i regeneracio hepatica (2).

Diversos estudis avalen la utilitat de la concentracié de I'a-fetoproteina i
I'ecografia en el cribratge de I'hepatocarcinoma en la poblacié amb risc. La
majoria utilitzen un valor discriminant per sobre del qual es considera
I'existéncia de tumor. Aquest valor oscil-la entre 20 i 500 pg/L (2-6), depenent
de I'especificitat que vulguem obtenir i del procediment de mesura utilitzat. En
la taula 1 es mostra un estudi recent en que s'analitza la sensibilitat i
I'especificitat diagnostiques per a diversos valors discriminants, que només sén
valids per al procediment de mesura emprat (7). Cal recordar que al voltant del
35% dels hepatocarcinomes no presenten elevacions significatives d'a-
fetoproteina (>20 pg/L) (8).

En els programes de cribratge tenim la possibilitat d'obtenir valors de
concentracions d'a-fetoproteina en el plasma en condicions estables dels



pacients; aquest fet permet avaluar les variacions entre mesures consecutives
d'aquesta magnitud i, per tant, obtenir informacio sobre la variabilitat biologica
intraindividual (amplitud de la variacié al voltant d'un "punt homeostatic" per a
cada individu en condicions estables). L'amplitud d'aquesta variacié permet
obtenir referéncies per avaluar, com de gran ha d'ésser la diferencia entre dos
resultats consecutius per considerar que hi ha hagut un canvi en l'estat de salut
del pacient. Aquestes diferéncies s'han descrit en la literatura com a diferencies
critiques o canvis de referencia. Aquestes diferéncies critigues basades en la
variabilitat biologica intraindividual (9), permeten obtenir referéncies entre
resultats consecutius per tal d'avaluar si s'’ha produit una modificacio en l'estat
de salut del pacient (en aquest cas la deteccié d'un hepatocarcinoma).

La variabilitat biologica s'ha determinat en moltes magnituds biologiques (10-
16). Quan s'estudien malalties que poden modificar el "punt homeostatic" i
I'amplitud de l'oscil-lacié d'una determinada magnitud biologica, la variabilitat
biologica pot eésser molt diferent a la dels individus sans (16-18). El paradigma
d'aquesta situacio s'observa en el cribratge de I'hepatocarcinoma en pacients
amb hepatopaties, doncs en aquests pacients s’han descrit no tan sols
concentracions superiors a la dels individus sans, sin6 també patrons
d'alliberament anormal d'a-fetoproteina degut a processos de necrosi i
regeneracié hepatica. Aixi el coneixement de la variabilitat biologica en els seus
components intraindividual (Sg,) i interindividual (Sg,) permet determinar la
relacio entre elles i calcular I'index d'individualitat (II):

Il = Syiaw / Ses
On Sy.ew €s la variabilitat metrologica més la variabilitat biologica intraindividual.

Quan el valor d'aquest index és superior a 1,4, la Sg,, €s molt superior a la Sg; |
per tant es recomana la utilitzacié d'un valor discriminant poblacional. En canvi,
si la relaci6 és inferior a 0,6 la variabilitat interindividual és molt més gran que la
intraindividual i, per tant, la utilitzacié del valor discriminant poblacional pot
emmascarar canvis individuals. En els casos intermedis entre 0,6 11,4 la
magnitud presentara similar rendibilitat diagnostica, tant si s'utilitza un Unic
valor discriminant com la mesura de canvis intraindividuals (19-20).

En un estudi recent (21), s'ha estimat la variabilitat bioldgica intraindividual i
interindividual de la concentracio de I'a-fetoproteina en el plasma en subjectes
sense hepatopaties i en pacients amb hepatopaties croniques. La variabilitat
biologica intraindividual mitjana en els hepatopates és del 38%, mentre que en
pacients no hepatopates és del 12%, els indexs d'individualitat sén inferiors a
0,6 en ambdos grups. Per tant, no es detectarien canvis en I'estat patologic
d'alguns pacients si Unicament s'utilitza una mesura Unica. Utilitzant criteris
dinamics, la sensibilitat i I'especificitat diagnostiques van ser similars a les
obtingudes emprant un valor discriminant de 20 pg/L en el conjunt dels
pacients. Tanmateix, quan es van considerar nomes els pacients amb una
concentracio d'a-fetoproteina en el plasma superior a 20 pg/L es produia un
increment de la sensibilitat diagnostica (89% en front de 60%) i de I'especificitat
diagnostica (94 en front de 91%). En el mateix estudi quan s'utilitza un punt
valor discriminant de 200 pg/L s'obté una sensibilitat diagnostica del 33% i una



especificitat diagnostica del 100%.

Aixi doncs, en els laboratoris clinics hauriem d'aprofundir en el coneixement de
les magnituds biologiques per tal de poder interpretar les seves variacions i
aconsellar quina és la millor estratégia per a cada magnitud biologica i per a
cada grup de pacients i optar entre utilitzar un valor discriminant tnic o bé el
seguiment i aplicacié d'un canvi de referéncia. L'objectiu final sera establir la
maxima eficacia diagnostica i donar la informacié més escaient en el seguiment
dels pacients, sobre tot en aquells casos que com en el cribratge de
I'hepatocarcinoma presenten trets tan especials.

Antigen CA-125

La magnitud bioquimica més sensible per a les neoplasies ovariques és la
concentracio d'antigen CA-125 en el plasma. L'antigen CA-125 té una massa
molar d'uns 200 kg/mol i és reconegut per l'anticos monoclonal OC 125 (22). Es
detecten concentracions d'antigen CA-125 en el plasma superiors a 35 karb u/L
entre el 40 i el 50% en els tumors en estadi | i entre el 75-90% en els estadis
tumorals Il, I1'i IV (23, 24). Alguns autors han demostrat en estudis
retrospectius que els increments de la concentracié d'antigen CA-125 en el
plasma es produeixen de 12 a 18 mesos abans del diagnostic clinic dels tumors
(25, 26). Aquests resultats suggereixen la possible utilitat d'aguesta magnitud
en el diagnostic preco¢ del cancer d'ovari.

L'antigen CA-125 no és un marcador tumoral especific. S'observen increments
de la seva concentracié en diverses malalties benignes, principalment
associades a lesions en els mesotelis, en vessaments o retencions liquides
d'hepatopaties i d'endometriosis (27-30). També hi ha increments en altres
neoplasies com les pulmonars i les de I'endometri (31-32).

El cancer d'ovari és la principal causa de mort per cancer en la dona en la
majoria de paisos industrialitzats (33-34). La rad principal d'aquesta elevada
mortalitat és que el diagnostic en més del 70% dels casos es fa en fases
tardanes de la malaltia (35). El 80-95% dels cancers d'ovari en estadi | s6n
curables. Es per aixo que és important disposar d'un valor discriminant, el més
acurat possible, que ens permeti diferenciar entre un increment per un tumor
ovaric o per altres malalties.

En la bibliografia (36) hi ha descrits valors discriminants diferents en funcié de
la fase menstrual de les pacients. Els valors de la concentracio d'antigen
CA125 en el plasma s6n més alts en les mostres obtingudes durant la
menstruacio que en la resta del cicle ovaric, per aquesta raé en les dones
premenopausiques es recomana obtenir la mostra de plasma en la fase
fol-licular, entre els dies 8 i 10 del cicle ovaric. Es postulen diferents causes per
explicar aquestes fluctuacions, entre elles: 'endometriosi no diagnosticada (37),
la menstruacié retrograda i la irritacio pélvica. Les concentracions de l'antigen
CA-125 en el plasma s6n marcadament més baixes en les pacients
postmenopausiques (38).



També esta descrita la variabilitat de les concentracions d'aquest marcador en
el plasma en funcio del procediment emprat. Els sistemes de mesura de
primera generacio fan servir el mateix anticos monoclonal MoAb OC125 tant de
captura com de tracador, mentre que els de segona generacio utilitzen I'anticos
MoAb M11 muri per captura i el MoAb OC125 com a tragador (39). L'analisi de
regressio lineal ens mostra que entre els diferents sistemes de mesura de
segona generacio comercialitzats es poden trobar considerables diferencies pel
que fa a la mesura de la concentracio d'antigen CA-125 en un mateix plasma.
Donat que molts d'aquests sistemes de mesura utilitzen el mateix antiserum,
les diferencies han d'estar relacionades amb altres factors de variacié (matriu i
cinética de la reaccio) aixi com amb I'heterogenicitat de I'antigen CA-125 (40).

En un estudi multicentric realitzat recentment en laboratoris del nostre pais (41)
s'’han trobat grans diferencies en els resultats depenent del sistema de mesura
utilitzat. L'estudi, portat a terme en deu hospitals catalans, vol demostrar la
utilitat de la mesura de la concentracio d'aquest marcador en el plasma pel
cribratge en la poblaci6 de risc elevat. Aquestes diferencies tenen encara més
importancia quan es tracta d'utilitzar la mesura d'aquesta magnitud en el
cribratge de la neoplasia ovarica.

Comparant resultats entre els dos sistemes de mesura més introduits en el
nostre ambit, s’han obtingut els seglents resultats: en el grup de dones
premenopausiques la mediana en un instrument és de 9,2 karb u/L, mentre que
amb l'altre és de 16,7 karb u/L. En el grup de dones postmenopausiques amb
el primer instrument la mediana és de 6,0 karb u/L i en el segon de 11,9 karb
u/L. Cal remarcar que els dos fabricants d'ambdds sistemes recomanen el
mateix valor discriminant (35 karb u/L).

Com a conclusié de tot I'exposat en agquest apartat, creiem que el laboratori
hauria d'aplicar diferents valors discriminants en funcié de la fase del cicle
menstrual i del sistema de mesura utilitzat i hauria de fer sempre I'extraccio en
la fase fol-licular, entre els dies 8-10 del cicle.

Antigen especific de la prostata

La calicreina 3, més coneguda per antigen especific de la prostata, €s una
glicoproteina d'una massa molar d'uns 33 kg/mol, produida majoritariament,
encara que no especificament, per les cél-lules epitelials de la prostata i
secretada al liquid seminal on intervé en la ligiefaccié del coagul seminal. En
condicions fisiologiques la cél-lula epitelial i la membrana basal conformen una
veritable barrera que impedeix I'accés de I'antigen especific de la prostata a la
sang.

En condicions fisiologiques, I'antigen especific de la prostata s'acumula en el
liquid seminal i Gnicament passa a la circulacié general en petites quantitats.
L'any 1986 Myrtle et al. (42), utilitzant el sistema de mesura Tandem-R
d'Hybritech (Beckman, San Diego, CA, EUA), van publicar que el 97% d'un
grup de 207 homes de més de 40 anys tenien una concentracio d'antigen
especific de la prostata inferior a 4 pg/L. La majoria de grups i fabricants de



sistemes de mesura ha adoptat posteriorment aquest valor discriminant, encara
que cal fer algunes precisions a aquest respecte. D'entrada, s'ha d'indicar que,
malgrat la tendéncia a I'estandarditzacié dels sistemes de mesura, hi ha certes
diferencies inherents a les técniques en qué es basen els procediments de
mesura de la concentracié d'aguest marcador tumoral. D'altra banda, cal
subratllar que I'establiment d'un valor discriminant per a I'antigen especific de la
prostata és summament dificil a causa de la dificultat d'establir una mostra de
referéncia adequada. En el treball de Myrtle et al., la selecci6 de la mostra de
referéncia es va realitzar Unicament en base a preguntar a cada un dels
subjectes inclosos en I'estudi si tenien alguna malaltia prostatica. S'estima que
un terg dels homes de més de 50 anys tenen un cancer de prostata
microscopic i que aquesta proporcio s'eleva als dos tercos per als homes de
més de 80 anys. Per tant, tan sols I'extirpacio de la prostata i el seu examen
histopatologic permeten excloure I'existencia d'un cancer de prostata. La
impossibilitat de practicar aquest procediment dificulta la disponibilitat d'un
metode rigoros de seleccio dels individus de referencia sans per establir el
valor discriminant. Fins i tot la mostra d'individus de referéncia millor
seleccionada pot incloure un cert nombre de casos amb cancer de prostata.

Aixi les coses, el valor discriminant de la concentracio d'antigen especific de la
prostata en el plasma només es pot establir de forma aproximada a través
d'una estricta seleccio dels individus de referencia sans que hauria d'incloure
no tan sols la presumpcié d'absencia de malaltia prostatica, siné també el
rigorés estudi d'aquells casos en que hi ha, segons els criteris actualment
admesos, sospita de cancer de prostata. En aguest sentit, a més d'una correcta
anamnesi, caldria realitzar en tots els casos un tacte rectal, una biopsia guiada
per ecografia transrectal en aquells casos en qué el tacte rectal sigui sospités o
en que la concentracio d'antigen especific de la prostata en el plasma sigui
superior a 4 pgl/L.

Cal considerar, d'altra banda, la influéncia del volum de la prostata, i en
definitiva de I'edat, en la concentracié de I'antigen especific de la prostata en el
plasma. Oesterling et al. (43) han proposat diferents valors discriminants en
relacio a I'edat, tot establint que un valor maxim de 2,5 pg/L entre els 40 i 49
anys, de 3,5 pg/L entre 50 i 59 anys, de 4,5 pug/L entre 60 i 69 anys i de 6,5
Hg/L entre 70 i 79 anys. Altres autors (44,45) també han descrit la relacio entre
la concentracio de l'antigen especific de la prostata en el plasma i I'edat, encara
gue amb certes diferencies que podrien ser atribuides a factors racials. La
utilitzacié d'un valor discriminant ajustat per edat permet augmentar el nombre
de cancers en malalts de menys de 60 anys, pero per contra redueix el nombre
de tumors detectats en malalts més grans (46).

L'establiment d'un valor discriminant permet una segona consideracio en qué
es valora l'eficacia diagnostica d'una determinada concentracio. La majoria
d'estudis de cribratge han utilitzat el valor de 4 pg/L com a valor discriminant
per decidir realitzar una biopsia de la prostata. Recentment, Bunting (47) ha
assenyalat, en base a I'analisi de nou estudis previs, que un valor discriminant
de 4 pg/L permet obtenir una sensibilitat diagnostica del 71 % i una especificitat
diagnostica del 75 %. Aquests resultats han avalat, tot i la controversia que
existeix a aquest respecte, la utilitzacié de la concentracio d'antigen especific



de la prostata en el plasma per al cribratge en el cancer de prostata.
Tanmateix, I'analisi de Bunting també assenyala que un significatiu nombre de
cancers no son diagnosticats quan s'usa el valor discriminant de 4 ug/L. Cal
considerar igualment el millor pronostic de la malaltia en relacio a la
concentracio d'antigen especific de la prostata en el plasma. Carter i Pearson
(48) assenyalen que quan la concentraci6 d'antigen especific de la prostata en
el plasma és inferior a 4 pg/L hi ha una probabilitat del 94 % que el tumor sigui
curable, mentre que aquesta probabilitat disminueix fins al 89 % si la
concentracio esta entre 415 pg/L i al 70 % si és superior a 5 pg/L.

No ha d'estranyar, per tant, que diversos treballs hagin avaluat I'eficacia
diagnostica de la concentracio d'antigen especific de la prostata en el plasma
inferior a 4 ug/L. Es evident, tanmateix, que si bé I'adopcié d'un valor
discriminant inferior a 4 pg/L permet augmentar la deteccié de cancers de
prostata potencialment curables, també incrementa el nombre de biopsies a
realitzar. S'ha assenyalat que la mesura de la concentracio d'altres marcadors
tumorals addicionals podria permetre identificar quins malalts amb una
concentracio d'antigen especific de la prostata en el plasma entre 2,6 i 4 pg/L
caldria biopsiar (49,50).

En definitiva, doncs, hi ha una dificultat insuperable en la selecci6 correcta
d'individus de referencia sans per a establir un valor discriminant de I'antigen
especific de la prostata. Aixi les coses, la valoracio de la sensibilitat i
I'especificitat diagnostiques d'aguesta magnitud només pot ser aproximada i
sempre dependent del métode de seleccid utilitzat en la definicio de la poblacio
control. En resum, en el cas de la determinacio plasmatica de l'antigen
especific de la prostata s'hauria de seleccionar el valor discriminant en funcio
de la seva eficacia diagnostica i de les repercussions en la mortalitat i morbilitat
de la malaltia. En aquest sentit, té més interés I'establiment d'un valor de
decisio a partir del qual realitzar una biopsia que no la definicié d'un valor de
referéncia a partir d'una poblacié control.

Conclusions

La definicié d'un valor discriminant per a la concentracié d'un marcador tumoral
€s un tema polemic i sotmes a multiples variables. En primer lloc, tanmateix, cal
indicar que la seva delimitacio té, en molts casos, un interés merament
orientatiu. Es el cas d'aquells marcadors tumorals que no s'utilitzen amb la
finalitat de diagnosticar un tumor primari. Per a aquests casos, en qué estan
inclosos la majoria de marcadors tumorals, el nostre objectiu és el de
diagnosticar precocment la recidiva del tumor un cop realitzat el tractament del
tumor primari o bé monitoritzar el tractament i valorar la resposta. En tots dos
suposits, la valoracié s'ha de fer mitjancant mesures successives de la
concentracio del marcador en guestid, tot tenint en compte, per tant, 'augment
de la concentracié en relacio a la seva concentracio previa.

En alguns casos, tanmateix, la concentracié dels marcadors tumorals en el
plasma s'utilitza en el diagnostic del cancer. En aquesta revisio n'hem presentat
tres casos, corresponents al cancer de fetge, d'ovari i de prostata. L'Us de la



concentracio de I'a-fetoproteina en el diagnostic de I'hepatocarcinoma ens
mostra que I'estudi de la variabilitat biologica intraindividual pot ser una eina
més efica¢ que I'adopci6é d'un valor discriminant d'Us general. Per la seva
banda, la utilitzacié de les concentracions d'antigen CA-125 i d'antigen
especific de la prostata en el plasma per al diagnostic del cancer d'ovari i de
prostata, respectivament, permet evidenciar els problemes que sorgeixen en
I'establiment d'un valor discriminant per aguestes magnituds. En el cas de la
concentracio d'antigen CA-125 en el plasma hem subratllat I'existencia
d'importants diferencies en funcié del sistema de mesura utilitzat. Aquestes
diferencies no tan sols produeixen importants interferéncies en el seguiment de
la malaltia, siné que també comporten modificacions en els valors discriminants
en relacioé al metode utilitzat.

Hem ressaltat que hi ha la tendéncia a utilitzar el mateix valor discriminant de
forma generalitzada. Al nostre entendre, en el cas de I'antigen CA-125 és
particularment necessari que cada laboratori estableixi el valor discriminant
tenint en compte el métode utilitzat. El cas de I'antigen CA-125 ens ha permeés
també mostrar la influencia que poden tenir certes condicions fisiologiques en
els resultats d'un marcador tumoral. Per a I'antigen CA-125 hem assenyalat que
la seva concentracio en el plasma en les dones postmenopausiques és inferior
a les dones premenopausigues on varia segons el cicle menstrual, i que, per
tant, caldria tenir en compte aquesta diferencia a I'hora d'establir el valor
discriminant.

En un sentit semblant, hem descrit que en condicions fisiologiques la
concentracio d'antigen especific de la prostata varia en relacio a I'edat i que,
per tant, podria ser interessant, com assenyalen alguns grups, disposar de
valors discriminants estratificats segons l'edat. D'altra banda, respecte a
I'antigen especific de la prostata hem deixat constancia de la dificultat de
seleccionar una poblacid estrictament sana i la necessitat d'establir criteris de
consens per delimitar una poblacié de referencia. Igualment, hem constatat
que, en casos com el cancer de prostata, pot ser més adequat definir el valor
discriminant en relacié a la seva repercussio en la morbilitat i mortalitat de la
malaltia. En definitiva, creiem que, per tot el que hem exposat, €s necessari
subratllar la importancia de contrastar sempre els valors discriminants
bibliografics i adequar-los, en la mesura del possible, a les circumstancies
propies de cada laboratori. Els criteris per fer-ho haurien d'estar basats
conjuntament en els seglents punts: la metodologia utilitzada, els criteris clinics
de morbilitat i mortalitat, I'existéncia de certes condicions fisiologiques en el
pacient com son l'edat, la menopausa i el cicle menstrual, i per dltim, la
variabilitat biologica intraindividual dels diferents marcadors. Aquest pot ser el
nou repte per al laboratori del futur.
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Taula 1. Utilitat de la concentracié d'a-fetoproteina en el plasma en el
diagnostic de I'hepatocarcinoma (7).

Valor Sensibilitat Especificitat Valor predictiu
discriminant diagnostica diagnostica positiu

(ng/L) (%) (%) (%)

10 76,0 77,6 47,5

13 70,3 83,3 53,1

20 55,4 88,1 55,4

50 35,1 94,1 70,3

100 25,7 97,8 76,0

200 20,3 98,6 88,2
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