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Resumo

Este estudo pretendeu avaliar o limiar de detecção da técnica de PCR
aliada à eletroforese capilar para diagnóstico da Leptospira pomona em
sêmen bovino. Doses inseminantes livres de patógenos foram
contaminadas experimentalmente com Leptospira pomona em escalas
que variavam de 100 a 107 bactérias/ml e submetidas à extração de
DNA pelo método de fenol/clorofórmio. Após a reação de PCR, a
visualização dos fragmentos foi realizada em três tipos de eletroforese:
agarose 2% sob luz UV, acrilamida 8% corado com prata e eletroforese
capilar fluorescente. A detecção de DNA de Leptospira pomona em sêmen
bovino através de eletroforese capilar fluorescente foi possível a partir
de concentração de 102 bactérias/ml. Nos métodos de eletroforese em
agarose 2%, observou-se limite de detecção de 104 bactérias/ml e em
gel de poliacrilamida 8% o limite de detecção foi de 102 bactérias/ml.
A eletroforese capilar demonstrou ser uma alternativa eficaz e rápida
na detecção de DNA de Leptospira em sêmen bovino podendo ser
uma valiosa ferramenta para controle de qualidade do sêmen
produzido em centrais de inseminação artificial dada a facilidade de
automação desse processo.
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Introdução

A leptospirose é uma zoonose de
distribuição mundial causada por uma
espiroqueta, classificada na família
Leptospiracea, gênero Leptospira. Entre as
várias doenças ligadas à reprodução, a
leptospirose participa como uma das grandes
responsáveis pela baixa produtividade do
rebanho bovino, afetando de modo
significativo a pecuária de um país, sua
importância não é somente devida aos
prejuízos econômicos e na cadeia de
produção animal, mas também como causa
de riscos à saúde humana1,2.

As perdas reprodutivas causadas pela
Leptospira interrogans em bovinos, nas suas
fases aguda e crônica, são caracterizadas
principalmente por: aborto, infertilidade,
retenção placentária, queda na produção de

leite, mastite e infecção renal3.
O diagnóstico definitivo da infecção

por Leptospira spp é usualmente dado pelo
isolamento e cultivo do agente infeccioso, o
que pode demandar de semanas, ou na
detecção de sua presença por métodos
imunológicos, com variáveis sensibilidade e
especificidade4,5,6.

Nos últimos anos, técnicas moleculares
de diagnóstico embasadas na metodologia de
PCR, constituíram importante avanço na
detecção rápida de patógenos em diferentes
tipos de amostras7. Diversos patógenos
podem ser detectados com sucesso quando
diagnosticados por PCR: Parvovirus canino8,
Herpervirus 1 bovino9,10,11, Chlamydia psittaci
em amostras clinicas de aviário12e Staphylococcus
aureus no leite13 entre outros são exemplos
disso.

Recentemente, a técnica de reação em
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cadeia pela polimerase (PCR) começou a ser
aplicada para a detecção de agentes
infecciosos no sêmen de bovinos, tornando-
se uma alternativa eficiente e promovendo
o diagnóstico rápido e específico4,9,10.
Trabalhos recentes14,15, demonstraram a
viabilidade do diagnóstico de Leptospira por
PCR no sêmen bovino.

O presente estudo teve como objetivo
avaliar a sensibilidade e especificidade da
técnica de PCR, aliada à eletroforese capilar,
para detecção de Leptospira pomona em sêmen
bovino contaminado experimentalmente.

Materiais e Métodos

O presente experimento foi desenvolvido
no Laboratório de Bioquímica e Biologia
Molecular Animal, localizado na Faculdade de
Odontologia de Araçatuba curso de Medicina
Veterinária da UNESP, Araçatuba, São Paulo,
Brasil.

Cepas padrão de Leptospira pomona
Cepas de Leptospira pomona foram

gentilmente cedidas pelo Laboratório IRFA-
Química e Biotecnologia Industrial Ltda,
Porto Alegre, RS, Brasil. As bactérias foram
inativadas pelo calor a 100 °C por 15
minutos. A concentração de bactérias foi
determinada no laboratório de origem, pela
contagem de células bacterianas em campo
escuro.

Sêmen bovino
Amostras de sêmen bovino

empregado para contaminação experimental
com Leptospira pomona foram obtidas de um
touro da raça Nelore da Central de
Inseminação Artificial Lagoa da Serra,
localizada no município de Sertãozinho,
Estado de São Paulo. O sêmen foi testado
por sorologia ou cultivo e apresentava
resultado negativo para o agente em questão.
Realizou-se a contagem de espermatozóides
na amostra utilizando a câmara de Neubauer
e procedeu-se a diluição em solução salina
0,9 % estéril para o volume final de 500 mL,
contento aproximadamente

3x107espermatozóides/ml (que constitui a
dose inseminante padrão). Para determinar
a menor concentração de DNA bacteriano
capaz de ser detectada através da técnica de
PCR, a contaminação experimental foi
obtida por diluições serial em base 10 (107 a
100 bactérias/ml) de Leptospira pomona.

Extração de DNA
A extração do DNA das suspensões

contendo bactérias e sêmen bovino foi
realizada segundo protocolo descrito
Heinemann et al.15 com algumas
modificações. As amostras foram
centrifugadas a 13000 x g por 1 hora. Em
seguida resuspendeu-se o sedimento em 410
L de tampão de lise contendo 50 mL de
lisozima (20 mg/mL), 50 mL de proteinase
K (20 mg/mL) , 50 ml de dodecilsulfato de
sódio (SDS) 10 % e 260 ml de Acetato de
Sódio 0,2 M e incubou-se a 56 °C. A
integridade do DNA purificado foi
constatada por eletroforese em gel de
agarose 2 % empregando brometo de etídeo
como revelador16.

Amplificação do DNA por PCR
Foram utilizados os  oligonucleo-

tídeos iniciadores que amplificam 330 pares
de base (pb) em Leptospira sp (LF–
5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3’ -
marcado com substância fluorescente HEX
e LR–5’ TCCCCCCATTGAGCAAGATT
3) previamente descritos17.

As reações de PCR foram realizadas em
volume total de 50 mL contendo 200 mM
Tris-HCl pH 8,0; 2,5mM cloreto de magnésio;
1,25mM de cada desoxiribonucleotídeo
trifosfatado (dNTPs); 10pmol de cada
oligonucleotídeo iniciador LF e LR; 0,5U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). Além
disso, foram utilizados em cada experimento
controles negativos contendo todos os
reagentes exceto DNA para monitoramento
de possíveis contaminações. As amostras
foram submetidas a uma desnaturação inicial
de 5 minutos a 95ºC, 35 ciclos de 95ºC por
40 seg, 55ºC por 40seg, 72ºC por 40seg e
extensão final 72ºC por 5 minutos realizada
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em termociclador PTC-100 (MJ-Research®

- USA).

Análise dos Produtos de PCR
Os fragmentos de DNA foram

separados por eletroforese em gel de agarose
2% corado com brometo de etídeo, gel de
poliacrilamida 8% corado com prata16 e por
eletroforese capilar em equipamento
automático de análise de fragmentos de
DNA (ABI-310 Applied Biosystem®).

Resultados e Discussão

Recentemente, técnicas de PCR para
detecção de bactérias patogênicas vêm sendo
bastante utilizadas por sua precisão e
sensibilidade. Estas vantagens permitem
identificação extremamente específica,
permitindo distinguir os diferentes genótipos
de bactérias1,14,15,18,19,20.

A figura 1 apresenta os resultados da
amplificação por PCR para detecção de
Leptospira pomona em sêmen bovino infectado
experimentalmente com diferentes diluições
desta bactéria. Para determinar o limite de
detecção de Leptospira através da PCR foi
realizada diluição seriada na base 10 em
amostra de sêmen bovino livres de Leptospira,
sendo possível detectar até a diluição
contendo 102 bactérias/ml. Este resultados
são semelhantes aos obtidos por
Heinemann5, cujo limiar de detecção foi  10
bactérias/ml  em diluições desta bactéria em
cultivo puro e sêmen contaminado
experimentalmente.

 A visualização dos produtos de PCR
foi realizada através de três sistemas
eletroforéticos: agarose 2 % (Figura 1A),
acrilamida 8 % (Figura 1B) e eletroforese
capilar em equipamento automático de
análise de fragmentos de DNA-ABI310-
Applied Biosystem® (Figura 1C). Através dos
oligonucletídeos iniciadores LF e LR
observou-se a amplificação de um
fragmento de 330 pares de base (bp) do
DNA de Leptospira pomona.

Utilizando os métodos de
eletroforese tradicionais (agarose 2% e

poliacrilamida 8%), foi possível detectar até
a concentração de 104 bactérias/ml e 102

bactérias/ml em cada método
respectivamente. Já através da eletroforese
capilar foi possível detectar até a
concentração de 102 bactérias/ml, sendo que
este método mostrou-se mais rápido, prático
e mais sensível podendo ser utilizado
simultâneamente para a detecção não só de
bactérias, mas também outros agentes
microbianos que possam concorrer na
infecção as amostras de sêmen.

A detecção do DNA de bactérias
patogênicas após reação de PCR é
rotineiramente realizada por gel de
eletroforese. Porém o gel de eletroforese é
regularmente pouco sensível e requer longo
tempo para separação o que impõe
limitações a total eficiência das técnicas de
PCR para análise rápida, específica e
automatizada21. Segundo Song, Mobley e
Vo-Dinh22 a alta velocidade e sensibilidade
são os mais importantes fatores a serem
considerados na detecção de bactérias
porque a presença de até mesmo um único
organismo patogênico pode resultar em
infecção.

A eletroforese capilar pode ser uma
alternativa na detecção de DNA de Leptospira
pomona, tendo se mostrado uma maneira
eficaz e rápida de detecção destes patógenos,
quando comparado aos sistemas de
eletoforeticos tradicionais. Além disso o
acoplamento de outros patógenos a um teste
rápido utilizando essa metodologia, pode
constituir-se numa excelente ferramenta para
o controle de qualidade sanitário em centrais
de inseminação artificial e de transferência
de embriões.

Conclusões

Podemos concluir que a eletroforese
capilar é uma valiosa ferramenta na detecção
de Leptospira pomona por permitir rapidez e
sensibilidade, vantagens estas que poderão no
futuro ser adicionada aos métodos
convencionais de detecção de patógenos no
sêmen bovino podendo vir a constituir um
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Figura 1 – Análise por três sistemas eletroforéticos da amplificações por PCR em amostras de sêmen infectadas experimentalmente com Leptospira
                      pompna: A e B - agarose 2% e Acrilamida 8% respectivamente P) Marcador Molecular 100bp; 1) Controle positivo; 2 a 9) Diferentes
                     diluições (respectivamente 107 a 100 bact/ml); 10) Sêmen não contaminado; 11) Controle negativo sem DNA, Figura C- Eletroforese
                      Capilar -1 a 8) Eletroforectogramas diferentes às diluições de 107 a 100 bact/ml e 9) Controle positivo; 10) Sêmen  não contaminado; 11)
                    Controle negativo sem DNA

recurso a mais no diagnóstico de agentes
infecciosos, para assegurar a produção de
sêmen livre de Leptospira em centrais de
inseminação artificial.
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Detection of Leptospira pomona in bovine semen by fluorescent
capillary eletrophoresis

Abstract

This study was performed in order to evaluate the detection limit of
PCR with fluorescent capillary electrophoresis for Leptospira pomona
diagnosis in bovine semen. Negative bovine semen samples were
artificially contaminated with Leptospira pomona (100 to 107 bacteria/
ml) and DNA was extracted by phenol/chloroform protocol. DNA
fragments visualization was done by three electrophoresis methods:
under UV light in 2 % agarose gel, silver staining 8% polyacrylamide
gel and fluorescent capillary electrophoresis. The detection limit of
capillary electrophoresis for Leptospira pomona was 102bacteria/ml. Under
UV light, in 2 % agarose gel, the detection limit was of 104 bacteria/
ml while for silver stained 8 % polyacrylamide gel it was 102 bacteria/
ml. PCR with fluorescent capillary electrophoresis is an efficient and
rapid diagnostic test for DNA detection of Leptospira in bovine semen
and this can be an important tool for herd and semen sanitary control
in artificial insemination centers.

Key-words:
Semen Bovine.
Leptospira.
PCR.
Capillary Eletrophoresis.

Referências

1 RICHTZENHAIN, L. J.et al. A multiplex PCR for
detection of Brucella spp and Leptospira spp. DNA
from aborted bovine fetuses. Veterinary of
Microbiology, v. 87, p. 139-147, 2002.

2 BRICKER, B. J. PCR as a diagnostic tool for brucelosis.
Veterinary of Microbiology, v. 90, p. 435-446, 2002.

3 RODRIGUES, A. L. B.et al. Sobrevivência da
Leptospira interrogans sorovariedade pomona em
sêmen bovino experimentalmente contaminado. Revista
Brasileira de Reprodução Animal, v. 27, n. 4, p. 636-
643, 2003.

4 MASRI, S. A. et al. A  polymerase chain reaction assay
for the detection of Leptospira spp in bovine semen.
Canadian Journal of Veterinary Research, v. 61, p. 15-
20, 1997.

5 HEINEMANN, M. B. Detecção de Leptospira spp
em sêmen bovino através da reação em cadeia pela
polimerase (PCR). 1995. p. 48 Dissertação (Mestrado)
- Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia
Universidade de São Paulo, São Paulo, 1995.

6 CICERONI, L.et al. Differentiation of leptospires of
the serogroup pomona by monoclonal antibodies,
pulsed-field gel eletrophoresis and arbritrarily primed
polymerase chain reaction. Research in Microbiology,
v. 153, p. 37-44, 2002.

7 AL-SOUD, W. A.et al. Sample preparation method
which facilitates detection of bacteria in blood cultures

by the polymerase chain reaction. Journal of
Microbiology Methods, v. 32, p. 217–224, 1998.

8 PEREIRA, C. A. D.et al. Molecular characterization of
canine parvovirus in Brazil by polymerase chain reaction
assay. Veterinary of Microbiology, v. 75, p. 127-133,
2000.

9 ROCHA, M. A.et al. A high sensivity-nested PCR
assay for BHV-1 detection in semen of naturally infected
bulls. Veterinary of Microbiology, v. 63, p. 1-11, 1998.

10 SANGUINETTI, C. J.; DIAS NETO, E.; SIMPSON,
A. J. Rapid silver staining and recovery of PCR products
separated on polyacrylamide gels. Biotechniques, v.
17, n. 5, p. 914-921, 1994.

11 MOORE, S.; GUNN, M.; WALLS, D. A rapid and
sensitive PCR-based diagnostic assay to detect bovine
herpesvirus 1 in routine diagnostic submissions.
Veterinary of Microbiology, v. 75, p. 145-153, 2000.

12 HEWINSON, G. R.et al. Detection of Chlamydia
psittaci DNA in avian clinical samples by polymerase
chain reaction. Veterinary of Microbiology, v. 54, p.
155-166, 1997.

13 KHAN, M. A.et al. Detection of Staphylococcus
aureus in milk by use of polymerase chain reaction
analysis. Australian Veterinary Journal, v. 59, n. 7, p.
807-813, 1998.

14 HEINEMANN, M. B.et al. Detection of leptospires
in bovine semen by polymerase chain reaction.
Australian Veterinary Journal, v. 77, n. 1, p. 32-34,
1999.



399

Braz. J. vet. Res. anim. Sci., São Paulo, v. 43, n. 3, p. 394-399, 2006

15 HEINEMANN, M. B.et al. Detection and
differentiation of Leptospira spp serovars in bovine
semen by polimerase chain reaction and restriction
fragment length polymorphism. Veterinary of
Microbiology, v. 73, p. 261-267, 2000.

16 SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATIS, T.
Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd. New
York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989,  956
p.

17 MÉRIEN, F.et al. Polymerase chain reaction for
detection of Leptospira spp in clinical samples. Journal
of Clinical Microbiology, v. 30, n. 9, p. 2219-2224,
1992.

18 LEAL-KLEVEZAS, D. S.et al. Single-step PCR for
detection of Brucella spp. from blood and milk of
infected animals. Journal of Clinical Microbiology, v.
33, p. 3087-3090,1995.

19 AMIN, A. S.; HAMDY, M. E. R.; IBRAHIM,  A. K.
Detection of Brucella Militensis in semen using the
polymerase chain reaction assay.  Veterinary of
Microbiology, v. 85, p. 37-44, 2001.

20 MANTEROLA, L.et al. Evaluation of a PCR test for
the diagnosis of Brucella ovis infection in semen samples
from rams. Veterinary of Microbiology, v. 92, p. 65-
72, 2003.

21 SMITS, C. B.et al. Comparison of three polymerase
chain reaction methods for routine detection of bovine
herpesvirus 1 DNA in fresh bull semen. Journal of
Virology Methods, v. 85, p. 65-73, 2000.

22 SONG, J. M.; MOBLEY, J.; VO-DINH, T. Detection
of bacterial pathogen DNA usinganintegrated
complementary metal oxide semiconductor microchip
system with capilary array electrophoresis. Journal of
Chromatography B, v. 783, p. 501-508, 2003.



<<
  /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
  /SyntheticBoldness 1.00
  /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
    /AgencyFB-Bold
    /AgencyFB-Reg
    /Algerian
    /Arial-Black
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /ArialRoundedMTBold
    /ArialUnicodeMS
    /BaskOldFace
    /Bauhaus93
    /BellMT
    /BellMTBold
    /BellMTItalic
    /BerlinSansFB-Bold
    /BerlinSansFBDemi-Bold
    /BerlinSansFB-Reg
    /BernardMT-Condensed
    /BlackadderITC-Regular
    /BodoniMT
    /BodoniMTBlack
    /BodoniMTBlack-Italic
    /BodoniMT-Bold
    /BodoniMT-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed
    /BodoniMTCondensed-Bold
    /BodoniMTCondensed-BoldItalic
    /BodoniMTCondensed-Italic
    /BodoniMT-Italic
    /BodoniMTPosterCompressed
    /BookAntiqua
    /BookAntiqua-Bold
    /BookAntiqua-BoldItalic
    /BookAntiqua-Italic
    /BookmanOldStyle
    /BookmanOldStyle-Bold
    /BookmanOldStyle-BoldItalic
    /BookmanOldStyle-Italic
    /BookshelfSymbolSeven
    /BradleyHandITC
    /BritannicBold
    /Broadway
    /BrushScriptMT
    /CalifornianFB-Bold
    /CalifornianFB-Italic
    /CalifornianFB-Reg
    /CalisMTBol
    /CalistoMT
    /CalistoMT-BoldItalic
    /CalistoMT-Italic
    /Castellar
    /Centaur
    /Century
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CenturySchoolbook
    /CenturySchoolbook-Bold
    /CenturySchoolbook-BoldItalic
    /CenturySchoolbook-Italic
    /CenturySchoolbook-Regular
    /CGOmega
    /CGTimes-BoldItalic
    /Chiller-Regular
    /ColonnaMT
    /ComicSansMS
    /ComicSansMS-Bold
    /CooperBlack
    /CopperplateGothic-Bold
    /CopperplateGothic-Light
    /Courier
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /cour-Normal
    /CurlzMT
    /EdwardianScriptITC
    /Elephant-Italic
    /Elephant-Regular
    /EngraversMT
    /ErasITC-Bold
    /ErasITC-Demi
    /ErasITC-Light
    /ErasITC-Medium
    /EstrangeloEdessa
    /FDA_Esp
    /FelixTitlingMT
    /FootlightMTLight
    /ForteMT
    /FranklinGothic-Book
    /FranklinGothic-BookItalic
    /FranklinGothic-Demi
    /FranklinGothic-DemiCond
    /FranklinGothic-DemiItalic
    /FranklinGothic-Heavy
    /FranklinGothic-HeavyItalic
    /FranklinGothic-Medium
    /FranklinGothic-MediumCond
    /FranklinGothic-MediumItalic
    /FreestyleScript-Regular
    /FrenchScriptMT
    /Garamond
    /Garamond-Bold
    /Garamond-Italic
    /Gautami
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Gigi-Regular
    /GillSansMT
    /GillSansMT-Bold
    /GillSansMT-BoldItalic
    /GillSansMT-Condensed
    /GillSansMT-ExtraCondensedBold
    /GillSansMT-Italic
    /GillSans-UltraBold
    /GillSans-UltraBoldCondensed
    /GloucesterMT-ExtraCondensed
    /GoudyOldStyleT-Bold
    /GoudyOldStyleT-Italic
    /GoudyOldStyleT-Regular
    /GoudyStout
    /Haettenschweiler
    /HarlowSolid
    /Harrington
    /Helvetica-Black-SemiBold
    /Helvetica-Bold
    /HelvLight-Normal
    /HighTowerText-Italic
    /HighTowerText-Reg
    /Impact
    /ImprintMT-Shadow
    /InformalRoman-Regular
    /Jokerman-Regular
    /JuiceITC-Regular
    /Kartika
    /KristenITC-Regular
    /KunstlerScript
    /Latha
    /LatinWide
    /LtrGothic-Italic
    /LucidaBright
    /LucidaBright-Demi
    /LucidaBright-DemiItalic
    /LucidaBright-Italic
    /LucidaCalligraphy-Italic
    /LucidaConsole
    /LucidaFax
    /LucidaFax-Demi
    /LucidaFax-DemiItalic
    /LucidaFax-Italic
    /LucidaHandwriting-Italic
    /LucidaSans
    /LucidaSans-Demi
    /LucidaSans-DemiItalic
    /LucidaSans-Italic
    /LucidaSans-Typewriter
    /LucidaSans-TypewriterBold
    /LucidaSans-TypewriterBoldOblique
    /LucidaSans-TypewriterOblique
    /LucidaSansUnicode
    /Magneto-Bold
    /MaiandraGD-Regular
    /Mangal-Regular
    /MaturaMTScriptCapitals
    /MicrosoftSansSerif
    /Mistral
    /Modern-Regular
    /MonotypeCorsiva
    /MSOutlook
    /MSReferenceSansSerif
    /MSReferenceSpecialty
    /MusicalSymbolsPSMT
    /MVBoli
    /NiagaraEngraved-Reg
    /NiagaraSolid-Reg
    /OCRAbyBT-Regular
    /OCRAExtended
    /OCRB10PitchBT-Regular
    /OldEnglishTextMT
    /Onyx
    /PalaceScriptMT
    /PalatinoLinotype-Bold
    /PalatinoLinotype-BoldItalic
    /PalatinoLinotype-Italic
    /PalatinoLinotype-Roman
    /Papyrus-Regular
    /Parchment-Regular
    /Perpetua
    /Perpetua-Bold
    /Perpetua-BoldItalic
    /Perpetua-Italic
    /PerpetuaTitlingMT-Bold
    /PerpetuaTitlingMT-Light
    /Playbill
    /PoorRichard-Regular
    /Pristina-Regular
    /Raavi
    /RageItalic
    /Ravie
    /Rockwell
    /Rockwell-Bold
    /Rockwell-BoldItalic
    /Rockwell-Condensed
    /Rockwell-CondensedBold
    /Rockwell-ExtraBold
    /Rockwell-Italic
    /ScriptMTBold
    /ShowcardGothic-Reg
    /Shruti
    /SILDoulosIPA93Bold
    /SILDoulosIPA93BoldItalic
    /SILDoulosIPA93Italic
    /SILDoulosIPA93Regular
    /SILManuscriptIPA93Bold
    /SILManuscriptIPA93BoldItalic
    /SILManuscriptIPA93Italic
    /SILManuscriptIPA93Regular
    /SILSophiaIPA93Bold
    /SILSophiaIPA93BoldItalic
    /SILSophiaIPA93Italic
    /SILSophiaIPA93Regular
    /SnapITC-Regular
    /Stencil
    /Swiss721BT-Black
    /Swiss721BT-BlackCondensed
    /Swiss721BT-BlackCondensedItalic
    /Swiss721BT-BlackExtended
    /Swiss721BT-BlackItalic
    /Swiss721BT-BlackNo2
    /Swiss721BT-BlackOutline
    /Swiss721BT-BlackRounded
    /Swiss721BT-Bold
    /Swiss721BT-BoldCondensed
    /Swiss721BT-BoldCondensedItalic
    /Swiss721BT-BoldCondensedOutline
    /Swiss721BT-BoldExtended
    /Swiss721BT-BoldItalic
    /Swiss721BT-BoldOutline
    /Swiss721BT-BoldRounded
    /Swiss721BT-Heavy
    /Swiss721BT-HeavyItalic
    /Swiss721BT-Italic
    /Swiss721BT-ItalicCondensed
    /Swiss721BT-Light
    /Swiss721BT-LightCondensed
    /Swiss721BT-LightCondensedItalic
    /Swiss721BT-LightExtended
    /Swiss721BT-LightItalic
    /Swiss721BT-Medium
    /Swiss721BT-MediumItalic
    /Swiss721BT-Roman
    /Swiss721BT-RomanCondensed
    /Swiss721BT-RomanExtended
    /Swiss721BT-Thin
    /Swiss721BT-ThinItalic
    /Swiss911BT-ExtraCompressed
    /Swiss911BT-UltraCompressed
    /Swiss921BT-RegularA
    /Swiss924BT-RegularB
    /Sylfaen
    /SymbolMT
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TempusSansITC
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /TimesNewRomanSpecialG1
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Tunga-Regular
    /TwCenMT-Bold
    /TwCenMT-BoldItalic
    /TwCenMT-Condensed
    /TwCenMT-CondensedBold
    /TwCenMT-CondensedExtraBold
    /TwCenMT-Italic
    /TwCenMT-Regular
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
    /VinerHandITC
    /Vivaldii
    /VladimirScript
    /Vrinda
    /Webdings
    /Wingdings2
    /Wingdings3
    /Wingdings-Regular
    /WP-MultinationalAHelve
    /WP-MultinationalARoman
    /WP-MultinationalBCourier
    /WP-MultinationalBHelve
    /WP-MultinationalBRoman
    /WP-MultinationalCourier
  ]
  /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 true
  /PDFX3Check true
  /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 (None)
  /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 <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
    /PTB <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


