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OZET

Amac: Antiepileptik ilaclarin serumdaki konsantrasyonlarinin dlcimuande yillardan beri  farkl yon-
temler kullaniimis olup halen pek cok laboratuvarda degisik yontemlerle dlcim yapilmaktadir. Biz
calismamizda serumda antiepileptik ila¢ duzeyi dlcimunde turbidimetrik yontemi HPLC yontemi ile
karsilastirarak, tarbidimetrik yéntemin performansini degerlendirmeyi amacladik Gerec¢ ve Yéntem:
S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi noroloji ve pediatri kliniklerinde takipte olan epilepsi hasta-
larinin ila¢ duzeyi kontrolu i¢in verdikleri kan orneklerinden her iki yontemle olcim yapildi. Calisma
ayni hastanenin biyokimya laboratuarinda gerceklestirildi. Karbamazepin icin 35, fenitoin icin 31 ve
fenobarbital icin ise 30 6rnek calismaya alindi. Bulgular: Calistgimiz ilaglara ait calisma ici %CV
degerleri dusuk ve yuksek duzeydeki serum havuzlarinda HPLC yonteminde karbamazepin, fenitoin
ve fenobarbital icin sirasiyla soyleydi : % 1.57 ve % 3.62; % 2.15 ve % 4.14; % 1.53 ve % 4.34.
Tarbidimetrik yontemde ise ayni serum havuzlarinda karbamazepin icin % 2.66 ve % 7.03; fenitoin
icin %1.98 ve %2.04 ve fenobarbital icin ise % 3.31 ve % 5.24 bulundu. Ayrica yontemin HPLC
teknigi ile korelasyonu oldukca iyiydi (Karbamazepin icin r = 0.95, fenitoin icin r = 0.97 ve fenobar-
bital icin r = 0.86). Yaptigimiz geri kazanim ¢alismasi sonuclarina gore ise turbidimetrik yontemin kar-
bamazepin, fenitoin ve fenobarbital icin % R degerlerini sirasiyla % 80.4, % 88 ve % 86.8 olarak bul-
duk. HPLC yonteminde ise ortalama % R degerleri karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital icin
sirasiyla % 105, % 107 ve % 110 olarak bulundu. Sonuc¢: HPLC teknigi serumda antiepileptik ilag
konsantrasyonu olcimunde referans yontem olarak kabul edilmektedir. Tarbidimetrik yontemin per-
formansi HPLC ile kiyaslandiginda daha zayiftir, ancak daha hizli ve ucuz olmasi nedeniyle Ulke-
mizde hala tercih edilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antiepileptik ila¢ dtuzeyi, HPLC, tarbidimetri
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SUMMARY

The comparison of HPLC and turbidimetric methods in the measurement of serum
antiepileptic drug concentrations

Aim: Many different methods have been used for detection of antiepielptic drug concentrations for
many years in clinical chemistry laboratories. In our study we aimed to evaluate the performance
of turbidimetry as a method for detection of serum antiepileptic drug concentrations by comparing
it with HPLC technigue. Material and Method: Measurements were performed in both methods
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on the blood samples of the epileptic patients who were in follow up in neurology and pediatrics
clinics of Ministry of Health Ankara Education and Research Hospital. This study was carried on lab-
oratory of biochemistry of the same hospital. 35 samples for carbamazepine, 31 for phenytoin and
30 for phenobarbital were taken into this study. Results: Within run CV values for HPLC technique
in measurement of sera were as follows for each drug: Carbamazepine 1.57% and 3.62%, pheny-
toin 2.15% and 4.14%; and phenobarbital 1.53% and 4.34%. They were found in turbidimetric
method as follows: Carbamazepine 2.66% and 7.03%;, phenytoin 1.98% and 2.04% and pheno-
barbital 3.3%1 and 5.24%. There was a significant correlation between turbidimetric method and
HPLC technique (for carbamazepine r= 0.95, phenytoin r= 0.97 and phenobarbital r= 0.86 ). The
recovery rates for each drug in turbidimetry were satisfactory (carbamazepine R%= 80.4%, pheny-
toine 88% and phenobarbital 86.8%).They were as follows in HPLC technique: R%= 105%, 107%,
110%. Conclusion: HPLC technique is accepted as a reference method for detection of serum
antiepileptic drug concentrations. The performance of turbidimetric method is weak when com-
pared with HPLC technique. But because of the cost effectiveness and the short turn around time,
turbidimetry was preferred in our country.

Key words: Antiepileptic drug level, HPLC, turbidimetry

Karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital, epi- lar calisma konusunda bilgilendirildi ve izinle-
lepside degisik tipteki nobetlerin tedavisinde ri alindi. Karbamazepin icin 35, fenitoin icin
sikca kullanilan ilaclardir. Bu ilaclarin serum- 31 ve fenobarbital icin ise 30 drnek calisma-
daki konsantrasyonlarinin rutin monitorizas- ya alindi. Bu laboratuarda rutinde kullanilan
yonu;, terapotik duzeylerin saglanmasi, toksik yontem olan HPLC teknigi ile hasta ornekleri-
konsantrasyonlardan kacinilmasi ve ayni za- nin Olcumleri yapildiktan sonra tarpbidimetrik
manda uyumun kontrolU acisindan son de- yontemle Olcumleri yapilana kadar ornekler
rece dnemlidir (1,2). —20 °C" de Eppendorf tuplerde saklandi.

Bu ilaclarin serumdaki konsantrasyonlarinin Tarbidimetrik yontemle &lcum, Beckman
Olcumunde yillardan beri pek cok farkl yon- Synchron LX 20 sistemlerinde orijinal Beck-
tem kullanilmis olup halen degisik laboratu- man kitleri ile gerceklestirildi. Yontemin pren-
varlar tarafindan degisik yontemlerle élcum sibi ila¢ konsantrasyonunun partikulle hizlan-
yapiimaktadir. Yuksek performansl likit kro- dinlmis tarbidimetrik inhibisyon immunoas-
matografi (HPLC), floresan immunoassay say ile olcamune dayanmaktadir. Olctmde
(FIA), floresan polarizasyon immunoassay partikal bagl ilaclar 6zgul antikorlariyla bag-
(FPIA), gaz kromatografi (GC), enzimle co- lanarak 1sik saciimasina neden olan ¢ozun-
galtma immunoassay teknigi (EMIT) ve turbi- meyen agregatlar olustururlar. Hasta orne-
dimetrik yontemler bunlardandir (1). gindeki ilac ile partikdl bagl ila¢ antikor bag-

lanma Dolgeleri icin yarisarak ¢ozunmeyen
agregatlarin olusumunu inhibe eder. Partikul
agregasyonunun miktarr ve hizi érnekteki ilag
konsantrasyonu ile ters orantilidir. Olctmler
Uretici firma tarafindan onerilen programlar
. dogrultusunda yapildi. Test araliklari kit pros-
GEREC ve YONTEM pektuslerinde karbamazepin icin  4-12
png/mL, fenitoin icin 10-20 pg/mL ve feno-
pbarbital icin 15-40 ug/mL seklinde verilmisti.

Biz calismamizda serumda antiepileptik ilag
konsantrasyonu Olcumunde tdrbidimetrik
yontemi HPLC yontemi ile karsilastirarak, tar-
bidimetrik yontemin performansini degerlen-
dirmeyi amacladik.

S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
noroloji ve pediatri kliniklerinde takipte olan

epilepsi hastalannin ila¢ duzeyi kontrolu icin HPLC analizi ise HPLC-Chromsystems siste-
verdikleri kan orneklerinden her iki yontemle mindeki ylksek ¢cozUnUrlUkit kolon kullanila-
olcum yapildi. Calisma ayni hastanenin biyo- rak yapildi. Olctimler Uretici firmanin énerile-
kimya laboratuarinda gerceklestirildi. Hasta- ri dogrultusunda gerceklestirildi. HPLC tekni-
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Tablo 1. Turbidimetrik Yontemle Serumda Karbamazepin, Fenitoin ve Fenobarbital Olctmunde Calisma ici Presizyon
Degerleri

Karbamazepin Fenitoin Fenobarbital
Ornek Ortalama = STD ~ %CV Ortalama + STD %CV Ortalama + STD ~ %CV

Duzey 1 4.86+0.13 2.66 9.2+0.18 1.98 13.36+£0.44 3.31
Duzey 2 9.57+0.67 7.03 15.84+0.32 2.04 24.14%1.26 5.24

ginin performansini degerlendirmek icin pre- T
sizyon ve geri kazanim calismalar yapildi. Iki 12
farkli duzeyde hazirlanan serum havuzunda
presizyon calismasi yapildi. Calisma ici %CV
degerleri dusuk ve yuksek duzey icin siraslyla
su sekilde bulundu: Karbamazepin icin
%1.57 ve %3.62; fenitoin icin %2.15 ve
%4.14; ve fenobarbital icin %1.53 ve %4.34.
Dusuk duzeydeki serum havuzuna degisik
oranlarda yUksek duzeydeki serum havuzun- o 2z 4 8 i(»g/mf 10 12
dan eklenerek her bir ilag icin HPLC yontemi-

nin ortalama geri kazanmm (%R) degerleri he- Sekil 1. Karbamazepin icin HPLC ve tuarbidimetrik yon-
saplandi. Bu degerler karbamazepin, fenitoin temler arasi korelasyon

ve fenobarbital icin sirasiyla %105, %107 ve

%110 olarak bulundu. Y = 10652x + 01311
R® = 0.9453

(ng/mL)

TURBIDIMETRIK YONTEM

Tdrbidimetrik yontemin performansini deger-
lendirmek icin presizyon ve geri kazanim ¢a-
lismalari yapildi. Her iki ydontemle elde edilen
Olcum sonuclarinin karsilastiriimasinda kore-
lasyon ve regresyon analizi yontemi kullanil-
di. Bu amacla Microsoft Excel (Microsoft Cor-
poration) ve SPSS for Windows versiyon 10,0 0 10 20 30 40
(Real State Corporation,ingiltere) programla- HPLC YONTEMI (ug/mt)

ri kullanildi.

BULGULAR

Presizyon

Turbidimetrik yonteme ait presizyon calisma- R’ = 07469
lart icin HPLC yonteminin presizyon calisma- 40

sinda kullanilan iki farkh dGzeydeki serum ha-
vuzlarr kullanildi . Calisma ici %CV degerleri
karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital icin
Tablo 1" deki gibi bulundu.

TURBIDIMETRIK YONTEM

Sekil 2. Fenitoin icin HPLC ve turbidimetrik yontemler
arasi korelasyon

30

20 +

10 -

TURBIDIMETRIK YONTEM
(ng/mL)

Korelasyon ve Regresyon Analizi

Korelasyon calismasinda karbamazepin icin
35, fenitoinicin 31 ve fenobarbital icin ise 30
ornek hem HPLC hem de tUrbidimetrik y(")ﬂ- Sekil 3. Fenobarbital icin HPLC ve tUrbidimetrik yon-
temle analiz edildi. Karbamazepin icin korelas- temler arasi korelasyon

HPLC YONTEMi (ug/mL)
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yon katsayisi 0.95, slope 0.87 ve intercept
0.34 ug/mL (Sekil 1), fenitoin icin korelasyon
katsayisi 0.97, slope 1.06 ve intercept 0.13
ng/mL (Sekil 2), fenobarbital icin ise korelas-
yon katsayisi 0.86, slope 0.60 ve intercept
2.77 ng/mL (Sekil 3) olarak bulunmustur.

Geri Kazanim Calismasi

Dusuk dUzeydeki serum havuzuna degisik
oranlarda yuksek duzeydeki serum havuzun-
dan eklenerek her bir ilac icin turbidimetrik
yontemin ortalama %R degerleri hesaplandi.
Bu degerler karbamazepin, fenitoin ve feno-
barbital icin sirastyla %80.4, %88 ve %86.8
olarak bulundu.

TARTISMA

Tarbidimetri, antiepileptik ila¢c konsantrasyo-
nu analizinde pek cok laboratuvarda kullani-
lan bir yontemdir. Bu yontemle olcim icin
Uretilmis pek cok ticari kit mevcuttur (3,4).

Serumda antiepileptik ila¢c duzeyi monitori-
zasyonunda HPLC teknigini kullanan degisik
sistemler mevcuttur. Lamotrijin, fenobarbital,
karbamazepin ve fenitoine ait kan duzeyleri-
nin dlcumunun yapildigr bir calismada basit
bir ters fazli HPLC sistemi olusturulmus ve
yontemin performansi diger HPLC sistemleri
ile uyumlu bulunmus (5). Bu yontemle oxkar-
bazepin ve ana metabolitlerinin de diger ilac-
larla birlikte saptanmasinin mumkun olmasi
kombine ilac kullanan epilepsi hastalarinin ta-
kibinde de bir avantaj saglamaktadir(6).

Cok katimlr dis kalite kontrol sonuclarinin de-
gerlendirildigi bir calismada serum ila¢c duze-
yi Olcumu icin kullanilan analitik sistemlerin
performansi karsilastirimistir. Floresans pola-
rizasyon immunoassay (FPIA) teknigi ile ol
cum yapan sistemlerde negatif bias problemi
gozlenirken kromatografik ve tarbidimetrik
yontemlere ait sonuclar tatmin edici bulun-
mustur (7). FPIA ve HPLC tekniklerinin karsi-
lastinldigr bir baska calismada her iki yon-
temle serum karbamazepin konsantrasyonla-
r Olculmus ve FPIA ile HPLC" den daha ydk-
sek sonuclar bulunmustur. Ancak HPLC ile &l-
culen karbamazepin ve onun ana metaboliti
olan 10, 1 T-epoksid turevinin konsantrasyon-
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larr toplami ile FPIA” da bulunan karbamaze-
pin konsantrasyonu arasinda anlamir bir fark
bulunamamistir (8).

Serumda antiepileptik ila¢ konsantrasyonu ol-
cumu icin bugune kadar pek ¢cok immunolo-
Jik yontem kullaniimistir. Basit bir tarbidimet-
rik lateks aglutinasyon inhibisyon immunoas-
say ile kan primidon duzeyi 6lcumu  gercek-
lestirilmis, sonuclarin farkli enzim immunoas-
say teknikleri ile korelasyonu oldukca iyi bu-
lunmus (9). Basit bir aglutinasyon inhibisyon
immunoassay analizi ile dahi boyle tatmin
edici sonuclar elde edilmesi turbidimetrik in-
hibisyon immunoassay prensibi ile calisan ti-
cari kit tretimini hizlandirmistir. Daha dnceki
calismalarda serumda antiepileptik ila¢ kon-
santrasyonu Olcumunde tarbidimetrik yonte-
min performansini degerlendirmek amaciyla
floresans polarizasyon ya da kemiluminesans
yontemlerle korelasyonuna bakilmistir (10-
12).

Biz de karbamazepin, fenitoin ve fenobarbi-
tale ait serum duzeylerinin saptanmasinda
Beckman Synchron LX 20 otoanalizérinde
ayni sistem icin gelistiriimis tarbidimetrik yon-
temin performansini referans yontem kabul
edilen HPLC teknigi ile karsilastirdik.

Calisugimiz ilaclara ait calisma ici %CV deger-
leri dusuk ve yuksek duzeydeki serum havuz-
larinda sirasiyla su sekildeydi: Karbamazepin
icin %2.66 ve %7.03; fenitoin icin %1.98 ve
%2.04 ve fenobarbital icin ise %3.31 ve
%5.24. Ayrica yontemin HPLC teknigi ile ko-
relasyonu da oldukca iyiydi (Karbamazepin
icin r = 0.95, fenitoin icin r = 0.97 ve feno-
parbital icin r = 0.86). Korelasyonun bu ilag
icin daha zayif olmasinin kalibrasyon hatasin-
dan kaynaklanip kaynaklanmadigini ortaya
koymak icin turbidimetrik yonteme ait yuksek
konsantrasyonlu kalibratorlerin HPLC teknigi
ile Olcumund yaptigimizda sorunun kalibra-
torlere bagh olmadigini anladik. Ancak hem
yuksek duzeydeki kontrol érneklerindeki hem
de presizyon calismast icin kullandigimiz yGk-
sek duzeyli serum havuzundaki Olcumlerde
benzer olarak anlaml bir dusukluk goze car-
piyordu. Bu degerler bize yontemin linearite-
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sinde bir problem oldugunu ddsundurmek-
tedir. Yaptgimiz geri kazanim calismasi so-
nuclarina gore ise turbidimetrik yontemin
karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital icin
% R degerlerini sirasiyla %80.4, %88 ve
%86.8 olarak bulduk.

Tdrbidimetrik immunoassay prensibiyle cali-
san orijinal Bayer marka kit ile ADVIA 1650
analizérande yapilan bir calismada karbama-
zepin duzeyi Olcumu icin yontemin calisma
ici % CV degerleri dusuk ve yuksek duzeyli
serum havuzlarinda sirasiyla %4.9 ve %4.8
bulunmus. Geri kazanim oraninin %R=102.2
olarak hesaplandigl c¢alismada yoéntemin
hem FPIA hem de kemiluminesans yontem
ile korelasyonu  oldukca iyiymis (r=0.99,
r=0.99) (10). Ayni kit ve ayni cihazla yapilan
diger bir calismada yontemin valproik aside
ait performansinin degerlendirilmesinde ise
calisma ici %CV degerleri dusuk ve yuksek
duzeyli serum havuzlar icin %6.8 ve %5.9
olarak bulunurken, yontemin FPIA ile korelas-
yonu da tatmin edici olarak degerlendirilmis
(r=0.98) (11). Fenitoin icin tekrarlanan ben-
zer bir calismada da dusuk ve yuksek duzey-
lere ait calisma ici % CV degerleri ile geri ka-
zanim oranlari sirasiyla su sekilde hesaplan-
mis:%5.2, %4.1 ve %R=101.4. Sonuclarin
floresans polarizasyon ile korelasyonu yine
oldukca iyiymis (r=0.98) (12).

Daha onceki calismalarda tarbidimetrik yon-
temin antiepileptik ilac duzeyi Olcimu ic¢in
performansi floresans polarizasyon, kemilu-
minesans ya da diger immunolojik teknikler-
le karsilastirilarak degerlendirilmis. Biz ise
yontemi pek ¢ok ilacta oldugu gibi antiepi-
leptik ilaclarin monitorizasyonunda da refe-
rans yontem kabul edilen HPLC teknigi ile
karsilastirdik. immunolojik metodlarin her bi-
rinin linearite, sensitivite ya da spesifitelerin-
de farklliklar séz konusu oldugundan, HPLC
teknigi ile karsilastirarak tarbidimetrik yonte-
min performansi hakkinda daha guvenilir so-
nuclar elde ettigimiz dasunulebilir.

Beckman'in tarbidimetrik yontemi, HPLC tek-
nigi ile karsilastinldiginda; hizli sonug verdi-
ginden ve On islem gerektirmediginden acil
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analiz icin uygun ve daha ucuz bir yontem-
dir. Ayrica HPLC yontemi kalifiye teknik perso-
nel gerektirmektedir.

Ancak tarbidimetrik yontemle ilaclarin meta-
politlerini dlcme sansi olmadigr gibi bu meta-
politlerle carpraz reaksiyon ihtimali de yuk-
sektir. Ayrica HPLC yontemiyle kombine ilag
kullanan hastalarda tek élcamle tum ilaclarin
serum dudzeyleri hakkinda bilgi sahibi olabilir-
ken turbidimetrik yontemde boyle bir sansi-
miz bulunmamaktadir.

Tabii ki pek cok analitte oldugu gibi antiepi-
leptik ilaclarin monitorizasyonunda da HPLC
referans yontem olarak kabul edilmektedir.
Ancak Turkiye sartlaninda halen HPLC sistem-
leri laboratuvarlarda yaygin olarak kullanila-
mamaktadir. Bu nedenle ulkemizde tUrbidi-
metrik yontem ve immunoassay teknikleri an-
tiepileptik ilaclara ait serum duzeylerinin belir-
lenmesinde daha uzun yillar kullanilacak gibi
gorunmektedir.



Selcuk Tip Dergisi
2006

Kaynaklar

1. Steijns LSW, Bouw J, Weide J. Evaluation of fluores-
cence polarization assays for measuring valproic acid,
phenytoin, carbamazepine and phenobarbital in
serum. Ther Drug Monit 2002; 24: 432.

2. Hermida J, Boveda MD, Vadilo FJ, Tutor JC.
Comparison between the Cobas Integra immunoassay
and high performance liquid chromatography for ther-
apeutic monitoring of carbamazepine. Clin Biochem
2002; 35: 251.

3. Cochran EB, Massey KL, Phelps SJ, Cramer JA,
Toftness BR, Denio LS, Drake ME. Comparison of a
noninstrumented immunoassay for carbamazepine to
high performance liquid chromatography and fluores-
cence polarization immunoassay. Epilepsia 1990; 37:
480.

4. Wilson JF, Watson ID, Williams J, Toseland PA,
Thomson AH, Sweeney G, Smith BL, Sandle LN,
Ramsey JD, Capps NE. Primary standardization of
assays for anticonvulsant drugs: Comparison of accu-
racy and precision. Clin Chem 2002; 48: 1963.

5. Patil KM, Bodhankar SL. Simultaneous determination
of lamotrigine, phenobarbitone, carbamazepine and
phenytoin in human serum by high performance li-
quid chromatography. J Pharm Biomed Anal 2005. 1;
39(1-2): 181-6.

6. Franceschi L, Furlanut M. A simple method to mon-
itor plasma concentrations of oxcarbazepine, carba-
mazepine, their main metabolites and lamotrigine in
epileptic patients. Pharmacol Res 2005. 51(4):297-
302.

96

7. Tsanaclis LM, Wilson JF. Comparison by external
quality assessment of performance of analytical sys-
tems for measurement of therapeutic drugs in serum.
Ther Drug Monit 1997. 19(4):420-6.

8. Wilimowska J, Gamollka E, Pasich A, Jenner B, Szpak
D. Comparison of fluorescence polarization
immunoassay and high performance liquid chro-
matography for determination of carbamazepine con-
centration in blood of poisoned patients. Przegl Lek.
2005; 62(6):595-8.

9. Kubota N, Momose K, Maekowa H, Tsubota N.
Turbidimetric latex agglutination inhibition immunoas-
say for primidone. Biol Pharm Bull.1994.17(4):463-6.

10. Dasgupta A, Datta P. Analytical performance eval-
uation of a new turbidimetric immunoassay for carba-
mazepine on the ADVIA 1650 analyzer: effect of car-
bamazepine 10,1 1-epoxide. Ther Drug Monit 2005.
27(1):31-4.

11. Datta P, Dasgupta A. Analytical performance
evaluation of a new turbidimetric immunoassay for
valproic acid on the ADVIA 1650 analyzer: effect of
gross hemolysis and high bilirubin.  J Clin Lab Anal
2005; 19(2):31-5.

12. Datta P, Scurlock D, Dasgupta A. Analytical per-
formance evaluation of a new turbidimetric
immunoassay for phenytoin on the ADVIA 1650 ana-
lyzer: effect of phenytoin metabolite and analogue.
Ther Drug Monit 2005. 27(3):305-8.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




