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Resumen

El material particulado (PM) y los microorganismos en el aire son dos de los principales contaminantes
por via aérea en el ambito de la ganaderia. EI PM puede ir asociado a numerosos microorganismosy la
inhalacion de los mismos puede tener un efecto perjudicial para la salud. Los objetivos de este estudio
fueron estudiar la distribucién espacial de bacterias aerobias meséfilas en el aire de una granja de
broilers (granja de cria de pollos para la obtencién de carne), cuantificar la concentracién de bacterias
y de PM en el aire y su evolucion a lo largo de un ciclo de produccién, evaluar la relaciéon entre el tama-
Ao de particula y las bacterias aerobias mesoéfilas, y correlacionar la evolucién de las concentraciones
de PM con la evolucién de las concentraciones de bacterias aerobias meséfilas. Para ello se muestred
semanalmente, utilizando diferentes métodos, el aire en dos salas de una misma nave experimental
de broilers durante un ciclo de 42 dias. Se observé un gradiente espacial (p < 0,001) en la concentra-
cién de bacterias aerobias mesofilas, entre la altura de los animales y alturas mayores al comienzo del
ciclo (dia 3). La concentracion de bacterias aerobias meséfilas en el aire varié entre 3y 6,53 log
UFC/m3. Entre el 42% vy el 96% de las bacterias aerobias meséfilas se encontraron en los rangos de
tamafio de particula entre 3,3 y mas de 7 ym. La concentracion media de PM en el aire fue de 0,019
mg/m3 para PM2,5 y 0,189 mg/m3 para PM10. Las concentraciones de PM y bacterias aerobias meséfi-
las en el aire evolucionaron de forma similar a lo largo del ciclo de produccién (coeficiente de correla-
cion entre 0,78 y 0,89), produciéndose para ambos un maximo en el dia 24 del ciclo y disminuyendo a
partir de entonces, coincidiendo con un incremento en la tasa de ventilacién.
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Summary
Concentration, spatial and size distribution of airborne aerobic mesophilic bacteria in broiler farms

In livestock houses, particulate matter (PM) and airborne microorganism are two of the most relevant
air pollutants. Particulate matter may carry microorganisms, the inhalation of which can cause detri-
mental health effects. The aim of this study was to study the spatial distribution of airborne aerobic
mesophilic bacteria in the air of a broiler farm (rearing poultry for meat production), to quantify the
concentration of airborne aerobic mesophilic bacteria and PM in the air and to study their evolution
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in time, as well as to evaluate the relationship between particle size and airborne aerobic mesophilic
bacteria, and to correlate the evolution of PM concentrations and aerobic mesophilic bacteria con-
centrations. For this purpose, the air of two broiler rooms in an experimental broiler farm was sam-
pled weekly using different methods during 42 days. There was a spatial gradient (p < 0.001) in aero-
bic mesophilic bacteria concentrations between animal height and higher heights, at the beginning
of the production cycle (day 3). The concentration of aerobic mesophilic bacteria in the air ranged
from 3 to 6.53 log CFU/m3. Between 42% and 96% of aerobic mesophilic bacteria in the air were
found in the particle size ranges between 3.3 to more than 7 um. The PM concentration in the air was
equal to 0.019 mg/m3 for PM2.5 and equal to 0.189 mg/m3 for PM10.The PM and bacteria concentra-
tions followed a similar evolution during the production cycle (correlation coefficient between 0.78
and 0.89), showing a maximum concentration on day 24 and decreasing thereafter, coinciding with

an increase in the ventilation rate.

Key words: bioaerosols, particulate matter, air quality, poultry.

Introduccion

El material particulado (del inglés, Particu-
late Matter; PM) suspendido en el aire en
alojamientos ganaderos se compone princi-
palmente de particulas fecales, pienso, par-
ticulas de piel, pelo, plumas y polvo mineral
en diferentes proporciones (Cambra-Lopez
etal.,, 2011a y b). Estas particulas pueden ir
solas o asociadas a numerosos microorga-
nismos, en ocasiones patdgenos, pudiendo
facilitar su transmision entre animales vy
humanos dentro de las explotaciones y oca-
sionando problemas sanitarios (Chinivasa-
gam et al., 2009). Se denomina bioaerosol
al conjunto de particulas en suspension con
un didmetro que varia entre 0,5y 100 pm,
de origen o actividad biolégica que pueden
afectar a seres humanos causandoles algun
tipo de patologia (Cox y Wathes, 1995). En
este sentido, el PM y los bioaerosoles son dos
de los principales contaminantes aéreos en el
ambito de la ganaderia (Seedorf et al., 1998;
Takai et al., 1998).

De entre las particulas biolégicas que pue-
den ir asociadas a los bioaerosoles se en-
cuentran esporas, hongos, virus, bacterias,
toxinas y alérgenos. La principal fuente ge-
neradora de bioaerosoles en alojamientos
ganaderos son los propios animales a través

de sus secreciones y excreciones; ademas del
pienso y la cama, en aquellas explotaciones
en las que esté presente (Cox y Wathes, 1995).
La concentracion de bioaerosoles en el aire
varia con el sistema de alojamiento, el ani-
mal y los factores ambientales.

La inhalacién de bioaerosoles puede afectar
a seres humanos causandoles algun tipo de
patologia, ya sea de tipo alérgico, téxico,
infeccioso u otros (Cox y Wathes, 1995). Los
problemas de salud mas frecuentemente
asociados a la exposiciéon a bioaerosoles son
los problemas respiratorios y las enferme-
dades infecciosas (Douwes et al., 2003).
Ademas, la exposicion aguda y crénica de
los animales a los bioaerosoles puede oca-
sionar una disminucién en el rendimiento
productivo (Donham, 1991).

La frecuencia y gravedad de los posibles
problemas respiratorios y enfermedades in-
fecciosas ocasionados por los bioaerosoles
depende del tipo, tamafo, cantidad y su-
pervivencia de los microorganismos. Ade-
mas, se ha demostrado que el PM puede
actuar como sustrato para los microorganis-
mos ya que proporciona un ambiente ade-
cuado para su supervivencia (Millner, 2009).
Las particulas pueden proteger a los micro-
organismos de condiciones climaticas adver-
sas como por ejemplo de la temperatura, la
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humedad relativa y la radiaciéon ultravioleta
(Cox y Wathes, 1995), que pueden provocar
su inactivacion. La formay el tamafio del PM
también determinan el periodo de supervi-
vencia de los microorganismos en el aire. El
tamano de particula determina el tiempo
que la particula permanecera suspendida en
el aire (Cox y Wathes, 1995) de manera que,
a menor tamafio permanecerd mas tiempo
suspendida.

En general, entre los diferentes alojamien-
tos ganaderos, las granjas de broilers (granja
de cria de pollos para la obtencién de carne)
son las que mayores concentraciones de PM
y bioaerosoles presentan (Takai et al., 1998).
Estas diferencias se deben a las particulari-
dades de este tipo de animales y del aloja-
miento: a la presencia de plumas jévenes en
broilers (plumoén) que facilmente pueden
ser aerotransportadas, a la excrecion de
acido urico encapsulado en forma de parti-
culas esféricas, asi como al tipo de aloja-
miento (sobre suelo) con material de cama
(Cambra-Lopez et al., 2011a). Los microor-
ganismos mas comunmente aislados en los
alojamientos ganaderos son las bacterias
Gram positivas, siendo las bacterias de los
géneros Staphylococcus y Streptococcus las
que predominan (Matkovic et al., 2007).
Entre las bacterias Gram negativas, las bacte-
rias de la familia Enterobacteriaceae son las
mas abundantes (Zucker et al., 2000). Sin
embargo, todavia se desconoce cual es el com-
portamiento de las bacterias suspendidas en
el aire de granjas, su distribucién y como se
relacionan con el PM. Esta informacion podria
ser util para predecir sus niveles, evaluar los
posibles riesgos para la salud y asi contribuir a
desarrollar medidas para reducir sus efectos
perjudiciales en granjas de broilers.

En este contexto, los objetivos de este tra-
bajo son:

1. Estudiar la distribucién espacial de bacte-
rias aerobias mesofilas en el aire durante
un ciclo de produccién de broilers.
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2. Cuantificar la concentracion de bacterias
aerobias meséfilas y de PM en el aire de
granjas de broilers y estudiar su evolucién
a lo largo de un ciclo de produccion.

3. Evaluar la relacién entre el tamafo de
particula y las bacterias aerobias meséfi-
las en el aire de granjas de broilers.

4. |dentificar la correlacion entre la evolu-
cion de las concentraciones de PM y las
concentraciones de bacterias aerobias
mesofilas en el aire de granjas de broilers.

Material y métodos
Instalaciones y animales

La experiencia se llevd a cabo en dos salas
piloto (sala 1y sala 2) de la nave experimen-
tal de cebo aviar del Centro de Investigacion
y Tecnologia Animal perteneciente al Insti-
tuto Valenciano de Investigaciones Agrarias
(IVIA), situado en Segorbe (Castellén). Cada
sala tenia unas dimensiones de 13 x 6 me-
tros. Las salas disponian de un mecanismo
de ventilacién forzada controlado mediante
un sistema copilot (Copilot System®, Barce-
lona), con dos ventiladores situados en el
techo de cada sala. El sistema de refrigera-
cion empleado fue de refrigeracion evapo-
rativa, a partir de unos paneles humidifica-
dores por los que se hace pasar el aire
procedente del exterior a través de una pe-
licula de agua que lo enfria.

Para la experiencia se utilizaron un total de
576 pollos macho (linea Hubbard) de un dia
de vida y 42 + 3 g de peso. Al comienzo del
ciclo, los pollos se dividieron de forma alea-
toria en ambas salas. Se utilizé viruta de
madera como cama (de 10 cm de espesor). El
ciclo de crecimiento se desarrollé en verano,
y duré 42 dias durante los cuales los animales
fueron alimentados con piensos comerciales.
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Pardmetros productivos

Los pollos se pesaron al inicio y al final del
ciclo. El consumo de pienso se valoré al final
del ciclo productivo. Con estos datos se calcu-
|6 el consumo medio diario de pienso (CMD),
la ganancia media diaria de peso (GMD) y el
indice de conversion (IC; kg pienso consumi-
do/kg peso) de los animales. La mortalidad
fue supervisada diariamente y se tuvo en
cuenta para el cdlculo de los pardmetros
productivos.

Parametros ambientales

Se registré la temperatura y la humedad
relativa de forma continua durante todo el
ciclo cada 5 minutos en 2 puntos diferentes
en el interior de cada sala. Para ello se utili-
zaron sensores de temperatura y humedad
relativa (HOBO H8-007-02, Onset Computer
Crp, Pocasset, Mass, EEUU; HOBO U12-013
Onset Computer Crp, Pocasset, Mass, EEUU).
Ademas el caudal de ventilacion se calculé en
cada sala a partir de un balance de di6xido
de carbono (CO,) utilizando sondas con sen-
sores de CO, (Vaisala GMT-222, 0-1000 ppm)
y un datalogger (HOBO U12-O13 Onset Com-
puter Crp, Pocasset, Mass, EEUU) para la
recogida de datos en continuo. La emision
de CO, de los animales se estimo segun
valores obtenidos por Calvet et al. (2010). El
dia 29 del ciclo se incremento la tasa de ven-
tilaciéon y se puso en marcha el sistema de
refrigeraciéon evaporativa en cada sala.

Muestreo de bacterias aerobias mesofilas
en el aire

Para cumplir con los objetivos de este estudio,
se utilizaron tres sistemas de muestreo de
bacterias en el aire: el sistema de sedimenta-
cion en placa (método pasivo); el sistema de
borboteadores de aire o “impingement” y el
sistema de impactacién en cascada (los dos
ultimos, métodos inerciales).
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La diferencia entre estos sistemas de mues-
treo radica en el método de captacion de la
muestra (sin aire forzado para el método
pasivo y con aire forzado para los métodos
inerciales), ademas del didmetro de corte y
por lo tanto, el tamafo de particula mues-
treado. Mediante la sedimentacién en placa
se obtuvieron, principalmente, bioaerosoles
adheridos a tamafos de particula grande o
conglomerados de particulas que se deposi-
taban sobre la placa con agar por gravedad.
Los borboteadotes captaron, en un medio
liquido mediante aspiracién del aire, parti-
culas superiores a 0,3 pm de diametro. El
impactador en cascada recogia la muestra
directamente en agar mediante aspiracion
del aire y separaba por tamafos de particu-
las; permitiendo posteriormente, evaluar la
relacion entre el tamafio de particula y los
microorganismos en el aire.

Asi, el sistema de sedimentacién en placa
permitié estudiar la distribucién espacial de
las bacterias aerobias meséfilas cultivables
en las salas, el sistema de borboteador de
aire permitié cuantificar la evolucion de las
concentraciones de estas bacterias en el aire
a lo largo del ciclo de produccién, mientras
que el sistema de impactacién en cascada
permitié relacionar las bacterias aerobias
mesofilas cultivables en el aire con el tama-
no de particula. El aire se muestre6 sema-
nalmente los dias 3, 17, 24, 31y 38 del ciclo.

Distribucion espacial de las bacterias
aerobias mesdfilas cultivables medida
mediante sedimentacion en placa

Para estudiar la distribucién en el aire de
bacterias aerobias meséfilas se utilizé la téc-
nica de sedimentacién en placa. Para ello se
colocaron en cada sala un total de 36 placas
con un medio de cultivo para bacterias
aerobias mesofilas (PCA, del inglés Plate
Count Agar) (Liofolchem, TE, Italia), en tres
alturas (12 placas por altura y sala): de 10 a
30 cm del suelo (altura de respiracion de los
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animales, que varié debido al crecimiento
de los animales), a 150 cm del suelo (altura
de respiracion de personas) y a 200 cm del
suelo (altura de la salida de la ventilacion).

Semanalmente, las placas con PCA se coloca-
ron abiertas durante tiempos variables para
obtener un nimero de colonias entre 30 y
300 para su recuento. Este tiempo varié
entre 5 y 30 minutos segun la semana del
ciclo de engorde de los pollos. Tras la exposi-
cion, las placas se incubaron en estufa a 30°C
durante 48 horas. Tras la incubacion, las uni-
dades formadoras de colonias (UFC) fueron
contadas. Este muestreo se realizé Unica-
mente durante las primeras 3 semanas del
ciclo de produccion ya que a partir del dia 17,
el elevado nimero de microorganismos en el
aire imposibilité la lectura de las placas.

Concentracion y evolucidn de las bacterias
aerobias mesdfilas cultivables medidas
mediante el sistema de borboteadores

Para el recuento de bacterias aerobias me-
sofilas en el aire, éste se muestreé en un
medio liquido utilizando un sistema de fras-
cos borboteadores “impingers” (AGI-30,
Ace Glass, Inc., Vineland, NJ, EEUU). Estos
funcionaban recogiendo un volumen de
aire conocido en un medio de captacion li-
quido. El medio de captacion utilizado esta-
ba compuesto por 20 mL de agua de pepto-
na tamponada estéril, 0,01% de Tween y
0,005% de antiespumante. El muestreo se
hizo por triplicado en cada sala (3 impin-
gers/sala). El caudal de aire muestreado fue
12,5 Umin por cada impinger, que se obte-
nia mediante una bomba de succién de cau-
dal constante calibrada (75 Mb, lImivac,
IImenau, Alemania). El diametro de corte de
los borboteadores de aire fue de 0,3 pm.
Todos los microorganismos por encima de
este didmetro fueron recogidos.

El muestreo se llevd a cabo en el centro de
cada sala en un punto préximo a la salida
del aire, a 1,5 m de altura. Las muestras de
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aire se recogieron semanalmente en cada
sala durante un tiempo de 15 minutos. Las
muestras recogidas se mantuvieron refrige-
radas (4°C) durante su transporte hasta el
laboratorio.

La muestra se procesé en el laboratorio
antes de 2 horas. Se realizaron diluciones
seriadas de cada muestra y la solucion liqui-
da se sembré en placa con medio de cultivo
PCA. Las placas se incubaron en estufa a
30°C durante 48 horas.

El nUmero de unidades formadoras de colo-
nias por placa se calculé en relacién al volu-
men de aire muestreado, el tiempo de
muestreo y el flujo de aire, tal y como
muestra la siguiente ecuacioén:

UF(/ _ UFC x V.muestra x 1000
m® V.sembrado x Flujo aire x t

Siendo:

UFC: Unidades formadoras de colonias con-
tadas en la placa

V. muestra: Volumen de la muestra (20 mL)

V. sembrado: Cantidad de muestra sembra-
da en placa (0,1 mL)

Flujo aire: Flujo de aspiracion de la bomba
(12,5 L/min)

t: Tiempo de muestreo (15 min)

Distribucion segun el tamafo de particula
de las bacterias aerobias mesofilas
cultivables en el aire mediante
impactacion en cascada

Para muestrear bacterias aerobias mesofilas
en el aire en funcién del tamafio de parti-
cula al que podrian estar adheridas, se utili-
z6 un impactador en cascada en agar (Six
Stage Viable, Andersen Cascade Impactor,
Thermo Scientific, EEUU). Este impactador
separaba las particulas de acuerdo a su dia-
metro aerodindmico, desde un minimo de
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0,65 pm hasta un maximo de 7 pm, hacien-
do pasar la muestra por diferentes tamanos
de poro (Tabla 1). El caudal de aire muestre-
ado fue 28,1 L/min que se obtenia mediante
una bomba de succién de caudal constante
calibrada.
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Este impactador constaba de seis platafor-
mas consecutivas perforadas con tamafios
de poro decrecientes. Sobre cada una de las
plataformas se colocé una placa de vidrio
(DURAN Group GmbH, Alemania) con 27 mL
de medio de cultivo PCA.

Tabla 1. Rango de tamafos de particulas del impactador en cascada
Table 1. Particle size ranges for the cascade impactor

Rango de tamafo de particulas (um)

Nivel 1
Nivel 2
Nivel 3
Nivel 4
Nivel 5
Nivel 6

0,65-1,1
1-2,1
2,1-3,3
3,3-4,7
4,7-7,0
=7

El muestreo se realizé semanalmente en ca-
da sala. El tiempo de muestreo varié entre
10 y 90 segundos y fue ajustado para obte-
ner un numero de colonias entre 30 y 300
por placa segun la semana del ciclo de cre-
cimiento de los pollos, asi como para evitar
la desecacion del agar debido a la corriente
de aire forzado que se hace pasar por las
placas durante el muestreo.

Entre muestreos, el impactador se desinfec-
t6 con una solucién de etanol al 70%. Las
placas de agar se transportaron en refrige-
racion (4°C) al laboratorio antes de haber
transcurrido 2 horas desde el muestreo.

Después del muestreo, estas placas se incu-
baron en estufa a 30°C durante 48 horas.
Tras la incubacién, las unidades formadoras
de colonias fueron contadas. El nimero de
unidades formadoras de colonias en el aire
ambiente se calculé en relacién al flujo de
aire y el tiempo de muestreo para obtener
las unidades formadoras de colonia por
metro cubico de aire muestreado, segun la
siguiente ecuacion:

UFC x1000
F|UJO aire x t

UFC/

Siendo:

UFC: Unidades formadoras de colonias con-
tadas en la placa

Flujo aire: Flujo de aire absorbido (28,1
L/min)

t: Tiempo de muestreo (min)

A partir del dia 31 del ciclo, debido al eleva-
do numero de microorganismos en el aire
en la explotacion, las placas fueron lavadas
para diluir la concentracién de colonias
segun la metodologia propuesta por Zhao
et al. 2011a y b). El lavado se realizé ana-
diendo 2 mL de agua de peptona estéril a
cada una de las placas y mediante un asa de
siembra se rasco la superficie del agar, sin
danarlo. Los 2 mL de agua de peptona se
vertieron en un frasco estéril. Esta opera-
cion se repitidé tres veces, obteniendo un
total de 6 mL por placa. A partir de esta
solucién, se realizé el recuento en placa.
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Para estas placas, el numero de unidades
formadoras de colonia en el aire ambiente
se calculé en relacién al flujo de aire, el
tiempo de muestreo y el volumen de agua
de peptona afiadida, para obtener las uni-
dades formadoras de colonia por metro cu-
bico de aire muestreado.

Concentracién y evolucion de material
particulado en el aire

Semanalmente, se registraron en continuo
las concentraciones de dos fracciones de
particulas en el aire en cada sala: PM10
(material particulado de 10 ym de diametro
o inferior) y PM2,5 (material particulado de
2,5 pm de didmetro o inferior) con el siste-
ma “Tapered element oscillating microba-
lance”, TEOM (TEOM®, modelo 1405-D
Thermo Fisher Scientificc EEUU). De esta
forma fue posible relacionar la evolucion
del PM a lo largo del ciclo, con la evolucion
de las bacterias aerobias meséfilas. El TEOM
media la masa de PM mediante determina-
cion de la frecuencia propia de vibracién de
un dispositivo de vidrio de forma tubular
anclado en uno de sus extremos.

Las muestras de PM se tomaron a 2 m de
altura. El muestreo fue semanal en ambas
salas. El tiempo de muestreo fue de 24 horas
por sala y semana. El equipo se programé
para registrar concentraciones cada minuto.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos a partir de la sedi-
mentacion en placa se analizaron mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando
el paquete estadistico SAS System Software
(Version 9.1, SAS Institute Inc., Cary, Caroli-
na del Norte, EEUU) para determinar la
variacion en el nimero de colonias por altu-
ra en cada sala. Los valores medios de re-
cuento por alturas, salas y semanas fueron
comparados mediante el test de compara-
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cion de medias tukey para un nivel de signi-
ficacion estadistica del 5%.

Los resultados obtenidos semanalmente me-
diante cada uno de los métodos de mues-
treo se presentan como medias por sala'y
semana.

Para identificar la correlacion entre la evo-
lucién de las concentraciones de PM y las
concentraciones de bacterias aerobias me-
sofilas en el aire, se calculo el coeficiente de
correlacién entre la concentraciéon de PM2,5
y PM10 y la de bacterias aerobias mesofilas,
utilizando los recuentos de bacterias aero-
bias mesdfilas medidos con los borboteado-
res y utilizando el paquete estadistico SAS
System Software (Version 9.1, SAS Institute
Inc., Cary, Carolina del Norte, EEUU).

Resultados y discusion
Pardmetros productivos

Los parametros productivos de los animales
se encontraron dentro de los rangos habi-
tuales en broilers. Los valores medios de
CMD, GMD e IC durante todo el ciclo se pre-
sentan en la Tabla 2 para cada sala.

Parametros ambientales

La Tabla 3 resume la temperatura y la hume-
dad relativa media para todo el ciclo de pro-
duccién. Estas fueron similares a lo largo del
ciclo en ambas salas y se encontraron dentro
de los rangos normales para el adecuado
crecimiento de los animales.

En la Figura 1 se presenta la evolucién de la
tasa de ventilacion a lo largo del ciclo para
cada sala. La ventilacién fue similar durante
la primera mitad del ciclo en ambas salas,
sin embargo, la tasa de ventilacion de la sa-
la 1 fue superior a la de la sala 2 en la se-
gunda mitad del ciclo, debido al control de la
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Tabla 2. Valores medios de ganancia media diaria (GMD), consumo medio diario (CMD),
e indice de conversién (IC) durante todo el ciclo de produccién de broilers en cada sala
Table 2. Average weight gain (GMD), feed intake (CMD), and feed conversion (IC)
in each room during the broiler production cycle

GMD (g/dia) CMD (g/dia) IC (kg pienso/kg peso)
Sala 1 63,2 103,7 1,64
Sala 2 67,6 110,5 1,63

Tabla 3. Media de temperatura (T?), humedad relativa (HR) y desviaciéon estandar (Desvest)
a lo largo del ciclo de produccién de broilers en cada sala
Table 3. Average temperature (T?), relative humidity (HR) and standard deviation (Desvest)
in each room during the broiler production cycle

T2 (°Q) Desvest T2 HR (%) Desvest HR
Sala 1 28,0 2,1 44,8 15,6
Sala 2 27,6 1,5 46,5 13,4
1,80 1
1,60 -
1,40 -
_ 1,20 -
g
‘s 1,00 A
<
£ 0,80 -
E
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0,40 -
0,20
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Figura 1. Tasa de ventilacién (m3/h/animal) durante el ciclo de produccion de broilers en cada sala.
Figure 1. Ventilation flow rate (m3/h/lanimal) in each room during the broiler production cycle.
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climatizacion. No obstante, la tasa de ven-
tilacion media en la sala 1 para todo el ciclo
(0,7 £ 0,5 m3/h/animal) fue comparable con
la tasa de ventilacion media en la sala 2 (0,5
+ 0,3 m3/h/animal).

Distribucion espacial de las bacterias
aerobias mesofilas en el aire

En la Tabla 4 se presenta el recuento medio
de los 12 puntos en cada una de las alturas
muestreadas mediante la técnica de sedi-
mentacion pasiva, por dia de muestreo y
sala. En general, se observé que la concen-
tracion bacteriana aumento del dia 3 al dia
17 de ciclo en ambas salas.

En cuanto a la distribucién de las bacterias,
en el muestreo realizado el dia 3 del ciclo se
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observé un gradiente significativo de bacte-
rias entre las tres alturas (p < 0,001), encon-
trandose un mayor numero de bacterias
aerobias meséfilas a la altura de los animales
(30 cm) en ambas salas, tal y como describie-
ron Saleh et al. (2005). Esto es debido a que
los animales y sus deyecciones son la princi-
pal fuente de microorganismos al aire (See-
dorf et al., 1998). Sin embargo, dos semanas
después (dia 17 del ciclo), se observé un in-
cremento en el niUmero de bacterias respecto
al muestreo anterior, aunque no se obser-
varon diferencias significativas en el recuen-
to de bacterias aerobias meséfilas entre las
tres alturas. Estos resultados indican una
distribucion mas homogénea de las bacte-
rias aerobias meséfilas en el aire a partir de
este momento, probablemente debido a
una mayor concentracion de bacterias aero-

Tabla 4. Media del logaritmo de unidades formadoras de colonia (log UFQ), error estandar
de la media (EEM) y p-valor del recuento de bacterias aerobias meséfilas
a diferentes alturas por dia de del ciclo, sala y altura
Table 4. Average logarithm of colony forming units (log UFC), standard error of the mean (EEM)
and p-value of the aerobic mesophilic bacteria counts at different heights
per day in the cycle, room and height

Dia del ciclo Altura N muestras Log UFC/placa EEM P-VALOR
3 30 cm 12 3,02a 0,038 <0,001
150 cm 12 2,56b
200 cm 12 2,17c
Sala 1
17 30 cm 12 3,18 0,040 0,179
150 cm 12 3,28
200 cm 12 3,24
3 30 cm 12 2,54a 0,029 <0,001
150 cm 12 2,21b
200 cm 12 2,29b
Sala 2
17 30 cm 12 3,33 0,037 0,252
150 cm 12 3,27
200 cm 12 3,25
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bias mesoéfilas y a un incremento de la venti-
lacion que favorecié la homogeneizacion
del aire en las salas.

Concentracién y evolucion de las bacterias
aerobias mesofilas en el aire

La Figura 2 muestra el recuento de bacterias
aerobias mesofilas obtenido utilizando la
técnica de borboteadores de aire a lo largo
del ciclo para cada sala. El promedio de con-
centracion de UFC en el aire teniendo en
cuenta las dos salas fue 6,28 = 1,14 log
UFC/m3, muy similar al recuento obtenido
en otros estudios. Por ejemplo, Seedorf et
al. (1998) obtuvieron un recuento de 6,43
log UFC/m3, y Bakutis et al. (2004), obtuvie-
ron 6,67 log UFC/m3 en broilers.

Elisa Adell et al. ITEA (2011), Vol. 107 (2), 77-93

En ambas salas, la evolucion en el tiempo de
la concentracién de bacterias aerobias me-
séfilas fue similar. Se mostré un incremento
semanal en el numero de UFC desde el co-
mienzo de la experiencia hasta alcanzar el
maximo de concentracion el dia 24 del ciclo,
en el que se obtuvo el recuento de 6,53 log
UFC/m3 en la sala 1y de 6,41 log UFC/m3 en
la sala 2 (ambos equivalen a 106 UFC/m3). A
partir de entonces, los recuentos disminuye-
ron aunque los valores se mantuvieron ele-
vados respecto a los valores iniciales, entre
5,7y 6 log UFC/m3.

En la bibliografia se describe que el recuen-
to de bacterias en el aire incrementa con la
edad de los pollos (Saleh et al., 2005; Oppli-
ger, 2008), mostrando su concentracion ma-
xima alrededor de la cuarta semana del ci-

7,00 ~

6,00 -

logUFC/m3

I . I
I
5,00 -
4,00 A
3,00 A
2,00 A
1,00 -
0,00 L T T T T T 1
3 10 17 24 31 38

MSalal Sala 2

Dia del ciclo

Figura 2. Recuento de bacterias aerobias meséfilas de la muestra obtenida mediante
los borboteadores de aire a lo largo del ciclo de produccién de broilers en cada sala.
Figure 2. Aerobic mesophilic bacteria concentrations in each room during
the broiler production cycle, using impingers.
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clo (Cox y Wathes, 1995), tal y como sucede
en nuestro estudio. Después, puede descen-
der ligeramente debido al aumento en la
tasa de ventilacién, considerando los valo-
res elevados de ventilacién que normalmen-
te se alcanzan a finales del ciclo de produc-
cion de broilers.

Relaciéon entre el tamafo de particula'y
las bacterias aerobias mesofilas

En la Tabla 5 se observa el recuento de bac-
terias aerobias meséfilas a lo largo del ciclo,
recogidas mediante la técnica de impacta-
cion en cascada. Se presenta para cada sala
el logaritmo de UFC medio obtenido en ca-
da uno de los 6 niveles del equipo de mues-
treo, correspondientes a los distintos tama-
fAos de particulas. Esta tabla muestra un
incremento semanal de bacterias durante el
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ciclo para todos los tamafios de particula en
ambas salas. El promedio del logaritmo de
la concentracion de UFC en el aire teniendo
en cuenta las dos salas fue 7,11 = 1,60 log
UFC/m3, siendo ligeramente superior en la
sala 2.

La Figura 3y la Figura 4 muestran los resul-
tados de la Tabla 5 expresados en porcenta-
je de bacterias para cada uno de los 6 nive-
les del equipo de muestreo y en cada sala, a
lo largo del ciclo de produccién. Se observa
que el recuento maximo de bacterias aero-
bias mesofilas en general se encontré en los
rangos de particulas gruesas. La Figura 3
muestra que entre el 42% y el 96% de las
bacterias aerobias mesofilas se encontraron
en los rangos de tamaino de particula entre
4,7y 7 ym en la sala 1. La Figura 4 muestra
que entre el 57% y el 83% de las bacterias
aerobias mesofilas se encontraron en los

Tabla 5. Recuento de bacterias aerobias meséfilas (log UFC/m3) obtenidos mediante
impactacion en cascada segun rango de tamafio de particulas a lo largo del ciclo
de produccion de broilers en cada sala
Table 5. Aerobic mesophilic bacteria counts (log UFC/m?3) according to particle size range in each
room, during the broiler production cycle using the cascade impactor

Rango de tamaio de particulas (um)

Dia del ciclo

065-1,1  1,1-21  21-33  33-47 4,7-7 >7
3 1,67 2,37 3,11 3,27 3,11 3,07

10 - - - - - -
17 3,39 3,97 4,40 4,50 4,66 4,44
Salat 24 4,79 4,95 5,07 5,15 5,37 5,33
31 6,38 6,38 6,92 5,80 6,71 8,76

38 6,60 6,89 7,22 6,71 6,41 7,41

3 1,37 2,58 3,18 3,37 3,40 3,41

10 - - - - - -
| 17 4,47 4,30 4,40 4,54 4,52 4,50
Sala 2 24 5,10 5,45 5,45 5,71 5,34 5,46
31 5,80 5,80 6,28 7,03 6,10 6,58
38 7,74 6,27 6,53 6,62 6,64 7,22
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Figura 3. Porcentaje de microorganismos segun el tamafio de poro
del impactador en cascada durante el ciclo de produccién de broilers en la sala 1.
Figure 3. Percentage of microorganism depending on particle size collecting
with cascade impactor during the broiler production cycle in room 1.
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Figura 4. Porcentaje de microorganismos en cada uno de los niveles del andersen
durante el ciclo de produccion de broilers en la sala 2.
Figure 4. Percentage of microorganism depending on particle size collecting
with cascade impactor during the broiler production cycle in room 2.
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rangos de tamano de particula entre 3,3y 7
pm en la sala 2, excepto el dia 38 en el que
se obtuvo un 64% de bacterias aerobias
mesofilas en los rangos de tamario de parti-
cula mas pequenios (entre 0,65y 1,1 um).

Estos resultados indican una mayor asocia-
cion de las bacterias aerobias mesofilas a las
particulas de tamafos entre 3,3y 7 pm o
superior, comparado con las mas pequeias
(entre 0,65 y 3,3 uym). Lee et al. (2006) tam-
bién encontraron una tendencia a la asocia-
cion de microorganismos con particulas de
tamanos grandes.

Concentracién y evolucion del material
particulado en el aire

Como se observa en la Figura 5y Figura 6, las
concentraciones de PM medidas con el TEOM
tanto de PM2,5 como de PM10 variaron en el
tiempo en ambas salas. La concentracién
media para ambas salas fue de 0,019 mg/m3
para PM2,5 y 0,189 mg/m3 para PM10. En
todos los casos, la concentracion del PM10
fue superior a la concentracion del PM2,5,
indicando una mayor concentracién de par-
ticulas gruesas que finas.

Los niveles de PM fueron bajos durante toda
la experiencia, aunque se observé una eleva-
da variacién diaria en las concentraciones que
se refleja en una amplia desviacién estandar
de la media (Figura 5 y Figura 6). Esta varia-
cién es habitual y se debe a la fluctuacién
horaria de las concentraciones de PM a lo
largo de un dia. Los niveles de PM fueron
muy inferiores a los valores maximos pro-
puestos para proteccion de la salud de los tra-
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bajadores y de los animales: (CIGR, 1992).
Igualmente, no se superaron los valores maxi-
mos de concentracién segun criterios de salud
humana en el &mbito laboral (HSE, 2007).

Ademas, la concentracion de PM total obte-
nida en este estudio es inferior a la mayoria
de resultados aportados por otros autores
para el mismo tipo de alojamiento. La PM10
indicada en los diferentes estudios es de
0,69 mg/m3 (Roumeliotis yVan Heyst, 2007) y
de 1,21 mg/m3 (Cambra-Lopez et al., 2009), y
la PM2,5 es de 0,19 mg/m3 (Roumeliotis y
Van Heyst, 2007) y de 0,079 mg/m3 (Cambra-
Lopez et al., 2009). Esta diferencia en las
concentraciones puede ser debido a la baja
densidad de animales de nuestro estudio en
condiciones experimentales, comparado con
otros estudios.

La concentracion de PM aumenté a lo largo
del ciclo. A partir del dia 29 del ciclo, au-
mento la tasa de ventilacion (especialmente
en la sala 1) y se puso en marcha la refrige-
racion evaporativa, disminuyendo la con-
centracién de particulas, sobre todo la frac-
cion mas gruesa (PM10). Esta evolucion
coincide con el comportamiento de las bac-
terias aerobios meséfilos obtenido con los
borboteadores de aire (Figura 2). Se obtuvo
una correlaciéon positiva (Tabla 6) entre la
concentracion de PM y la concentracién de
bacterias aerobias meséfilas en el aire medi-
da con los borboteadotes. Los coeficientes
de correlacién variaron entre 0,78 y 0,89,
para PM2,5 y PM10, siendo superiores para
PM2,5. Estos resultados confirma la relacion
positiva entre estas variables descrita por
otros autores (Bakutis et al., 2004).
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Figura 5. Concentracién de PM2,5 medido con el equipo de muestreo en continuo de
material particulado (TEOM) a lo largo del ciclo de produccién de broilers
en cada sala. Las barras de error indican desviacion estandar.
Figure 5. Average concentration of PM2.5 in each room during the broiler production cycle
using the continuous monitoring system TEOM. Error bars indicate standard deviation.
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Figura 6. Concentracion de PM10 medido con el equipo de muestreo en continuo
de material particulado (TEOM) a lo largo del ciclo de produccién de broilers
en cada sala. Las barras de error indican desviacion estandar.
Figure 6. Average concentration of PM10 in each room during the broiler production cycle,
using the continuous monitoring system TEOM. Error bars indicate standard deviation.
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Tabla 6. Coeficiente de correlacion entre la concentracion de material particulado (PM2,5 y PM10)
y el recuento de bacterias aerobias mesoéfilas medido con los borboteadotes
Table 6. Correlation coefficient between PM concentration (PM2.5 and PM10)
and aerobic mesophilic bacteria concentration using impingers

Sala 1 Sala 2
PM2.5 0,89 0,89
PM10 0,78 0,86

Conclusiones

La distribuciéon espacial de las bacterias ae-
robias mesofilas en el aire varié a lo largo del
ciclo. Al comienzo del ciclo (dia 3), se observé
un mayor numero de bacterias (p < 0,001) a
la altura de los animales (30 cm del suelo)
respecto a alturas mayores (entre 150 y 200
cm del suelo) indicando un gradiente en su
concentraciéon. Sin embargo, estas diferen-
cias desaparecieron a partir del dia 17 del
ciclo, probablemente debido a un aumento
de las concentraciones de bacterias aerobias
mesofilas totales y a una distribucién mas
homogénea de éstas en el aire.

Las concentraciones de bacterias aerobias
mesoéfilas medidas en el aire variaron entre
3 log UFC/m3y 6,53 log UFC/m3. Las concen-
traciones aumentaron semanalmente, hasta
alcanzar el maximo el dia 24 del ciclo. A par-
tir de entonces, y probablemente debido al
aumento de la tasa de ventilacion, los re-
cuentos disminuyeron aunque se mantuvie-
ron con valores elevados.

Entre el 42% y el 96% de las bacterias aero-
bias mesoéfilas se encontraron en los rangos
de tamafio de particula entre 3,3y mas de 7
pm, comparado con las mas pequefas (en-
tre 0,65y 3,3 pm).

La concentracién media de PM en el aire fue
de 0,019 mg/m3 para PM2,5 y 0,189 mg/m3
para PM10. La evolucién de las concentra-

ciones de PM a lo largo del ciclo fue similar
a la de las bacterias aerobias mesoéfilas en el
aire. A partir del dia 24, y probablemente
debido al aumento de la tasa de ventila-
cién, las concentraciones, especialmente de
la fraccion mas gruesa (PM10) disminuye-
ron. Existe una correlacion positiva (coefi-
ciente de correlacion entre 0,78 y 0,89) en-
tre las concentraciones de PM2,5y PM10 y
las de bacterias aerobias mesofilas.

Los resultados de este estudio son utiles pa-
ra el desarrollo de medidas de reduccién del
PM asi como de bioaerosoles en granjas de
broilers, y contribuyen a entender su com-
portamiento en el aire.

Agradecimientos

Los autores agradecen la financiacion reci-
bida a través del Proyecto GASFARM-2
(AGL2008-04125) del Ministerio de Ciencia e
Innovacion, coordinada por el prof. Antonio
Torres. También agradecen al Centro de In-
vestigacion y Tecnologia Animal del IVIA por
ofrecernos las instalaciones y por el apoyo
durante el ensayo. Los autores expresan su
agradecimiento al Dr. Fernando Estellés por
su ayuda en el calculo del balance de CO, y
al grupo de Wageningen UR Livestock Re-
search (Paises Bajos) por la cesion del impac-
tador en cascada.



92

Bibliografia

Bakutis B, Monstviliene E, Januskeviciene G, 2004.
Analyses of airborne contamination with bac-
teria, endotoxins and dust in livestock barns
and poultry houses. Acta Veterinaria Brno
73(2), 283-289.

Calvet S, Cambra-Lépez M, Estellés F, Torres AG,
Van den Weghe H, 2010. The influence of ani-
mal activity and litter on carbon dioxide ba-
lances to determine ventilation flow in broiler
production. XVIIith World congress of the In-
ternational Commission of Agricultural Engi-
neering (CIGR) Quebec, Canadéa (Junio 13-17,
2010).

Cambra-Lopez M, Hermosilla T, Lai HTL, Aarnink
AJA, Ogink NWM, 2011a. Particulate matter
emitted from poultry and pig houses: source
identification and quantification. Transactions
of the ASABE 54(2), 629-642.

Cambra-Lépez M, Torres AG, Aarnink AJA, Ogink
NWM, 2011b. Source analysis of fine and coar-
se particulate matter from livestock houses.
Atmospheric Environment 45, 694-707.

Cambra-Lopez M, Winkel A, van Harn J, Ogink
NWM, Aarnink AJA, 2009. lonization for redu-
cing particulate matter emissions from poultry
houses. Transactions of the ASABE 52(5), 1757-
1771.

Chinivasagam HN, Tran L, Maddock L, Gale A,
Blackall PJ, 2009. Mechanically ventilated
broiler sheds: a possible source of aerosolized
Salmonella, Campylobacter, and Escherichia
coli. Applied and Environmental Microbiology
75(23), 7417-7425.

CIGR, 1992. Climatization of animal houses. Se-
cond Report of the Working Group on Climati-
zation of Animal Houses, Centre for Climatiza-
tion of Animal Houses., 1-147. Ghent, Bélgica.

Cox CS, Wathes C, 1995. Bioaerosols handbook.
Editors: Cox, C.S. y Wathes, C. CRC Press, Boca
Raton, Florida, U.S.A.

Donham KJ, 1991. Association of environmental
air contaminants with disease and producti-
vity in swine. American Journal of Veterinary
Research 52(10), 1723-1730.

Elisa Adell et al. ITEA (2011), Vol. 107 (2), 77-93

Douwes J, Thorne P, Pearce N, Heederik D, 2003.
Bioaerosol health effects and exposure assess-
ment: Progress and prospects. Annals of Occu-
pational Hygiene 47(3), 187-200.

HSE, 2007. List of approved workplace exposure
limits. Health & Safety Executive, 1-18.

Lee SA, Adhikari A, Grinshpun SA, McKay R, Shu-
kla R, Reponen T, 2006. Personal exposure to
airborne dust and microorganisms in agricul-
tural environments. Journal of Occupational
and Environmental Hygiene 3(3), 118-130.

Matkovic K, Vucemilo M, Vinkovic B, Seol B, Pavi-
cic Z, Matkovic S, 2007. Qualitative structure
of airborne bacteria and fungi in dairy barn
and nearby environment. Czech Journal of
Animal Science 52, 249-254.

Millner PD, 2009. Bioaerosols associated with
animal production operations. Bioresource
Technology 100(22), 5379-5385.

Oppliger A, 2008. Exposure to bioaerosols in
poultry houses at different stages of fatte-
ning; use of real-time PCR for airborne bacte-
rial quantification. Annals of occupational hy-
giene 52(5), 405-412.

Roumeliotis TS, Van Heyst BJ, 2007. Size fractio-
nated particulate matter emissions from a
broiler house in Southern Ontario, Canada.
Science of the Total Environment 383, 174-182.

Saleh M, Seedorf J, Hartung J, 2005. Influence of
animal age and season on bioaerosol concen-
trations in a broiler house. Animals and Envi-
ronment, Volume 2: Proceedings of the Xlith
ISAH Congress on Animal Hygiene, Warsaw,
Poland, 4-8 September 2005.

Seedorf J, Hartung J, Schroder M, Linkert KH,
Phillips VR, Holden MR, Sneath RW, Short JL,
White RP, Pedersen S, Takai H, Johnsen JO,
Metz JHM, Koerkamp PWGG, Uenk GH,
Wathes CM, 1998. Concentrations and emis-
sions of airborne endotoxins and microorga-
nisms in livestock buildings in Northern Europe.
Journal of Agricultural Engineering Research
70(1), 97-109.

Takai H, Pedersen S, Johnsen JO, Metz JHM,
Koerkamp PWGG, Uenk GH, Phillips VR, Hol-



Elisa Adell et al. ITEA (2011), Vol. 107 (2), 77-93

den MR, Sneath RW, Short JL, White RP, Har-
tung J, Seedorf J, Schroder M, Linkert KH,
Wathes CM, 1998. Concentrations and emis-
sions of airborne dust in livestock buildings in
Northern Europe. Journal of Agricultural Engi-
neering Research 70(1), 59-77.

Zhao Y, Aarnink AJA, Doornenbal P, Huynh TTT,

Koerkamp PWGG, de Jong MCM, Landman
WIJM, 2011a. Investigation of the efficiencies
of bioaerosol samplers for collecting aerosoli-
zed bacteria using a fluorescent tracer. I:
effects of non-sampling processes on bacterial
Culturability. Aerosol Science and Technology
45(3), 423-431.

93

Zhao Y, Aarnink AJA, Doornenbal P, Huynh TTT,

Koerkamp PWGG, Landman WJM, de Jong
MCM, 2011b. Investigation of the efficiencies
of bioaerosol samplers for collecting aerosoli-
zed bacteria using a fluorescent tracer. Il: sam-
pling efficiency and half-life time. Aerosol
Science and Technology 45(3), 432-442.

Zucker BA, Trojan S, Muller W, 2000. Airborne

gram-negative bacterial flora in animal hou-
ses. Journal of Veterinary Medicine Series B,
Infections Diseases and Veterinary Public
Health 47(1), 37-46.

(Aceptado para publicacién el 13 de mayo de 2011)




<<
  /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
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments 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
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 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
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /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
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /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 ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




