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RESUMEN

El presente trabajo tiene por objeto la deteccion de Listeria en quesos artesanales fabricados en
el Canton San Fernando. Se tomaron 16 muestras en 5 fabricas, las cuales fueron tratadas
previamente con los caldos de enriquecimiento y lysis para su posterior analisis en el equipo
ANSR, el cual es un método de deteccidon rapida de ADN de bacterias, en este caso para
Listeria spp. Este método es una amplificacién isotérmica replicando el ADN a una temperatura
constante utilizando una polimerasa para amplificar exponencialmente el ADN a 56°C. De las 80
muestras analizadas, 35% de ellas dieron positivo para Listeria spp. 11,25% invélidas a las
pruebas y el 53,75% restante resultaron negativas. Lo cual indica que existe contaminacién con
Listeria spp en los quesos debido probablemente a los ambientes contaminados, malas
practicas de manufactura, contaminacién cruzada y condiciones desfavorables en el
almacenamiento. Adicionalmente se plante6 un Manual de Buenas Practicas de Manufactura

para reducir este y varios riesgos presentes.

Palabras clave: Listeria, ADN, ANSR, amplificacion, isotérmica, manual, quesos.
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ABSTRACT

This work aims at detecting Listeria in artisanal cheese manufactured in the canton of
San Fernando. We took 16 samples in 5 factories that were previously treated with
enrichment broth and lysis for further analysis by means of ANSR, a DNA rapid
bacterial detection system, which in this case was Listeria spp. This is an isothermal
amplification technique which replicates DNA at a constant temperature using a
polymerase to exponentially amplify the DNA at 56 ° C. Thirty five % of the 80
samples analyzed, tested positive for Listeria spp.; 11.25% were invalid tests, and the
remaining 53.75% tested negative. These results indicate that there is contamination
with Listeria spp in cheese probably due to contaminated environments, poor
manufacturing practices, cross-contamination, and adverse storage conditions. In
addition, we proposed a Good Manufacturing Practice Handbook aimed at reducing this

and several other risks detected in the study.

Keywords: Listeria, DNA, ANSR, Amplification, Isothermal, Manual, Cheese.

AZUAY :
Dpto. Idiomas Lic. Lourdes Crespo
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Cordero Maldonado Ana Lia

Trabajo de Graduacion

Magister. Maria Fernanda Rosales Medina
Julio, 2015

“Determinacion de Listeria spp en quesos frescos elaborados en las fabricas artesanales del

cantén San Fernando”

INTRODUCCION

De acuerdo a la Norma Técnica Sustitutiva de BPM (Buenas Préacticas de Manufactura) para
alimentos procesados (ARCSA 042-2015), de reciente vigencia (RO. 555 - 30/07/2015), las
empresas que manufacturen alimentos para consumo nacional y/o de exportacion estan sujetos a
actividades de vigilancia y control sanitario para determinar el cumplimento de las buenas précticas

en sus establecimientos y asegurar alimentos inocuos para el consumidor.

Esta normativa sustituye al reglamento 3253 el cual enmarcaba a las BPM, pero se han realizado

cambios sustanciales y ahora se conoce como norma nacional de cumplimiento obligatorio.

Las pequefias empresas como las artesanales, se encuentran regidas por esta normativa, tienen
aproximadamente hasta enero del 2016 para realizar la implementacion de las BPM vy la

certificacién por el organismo competente.

En las BPM, la inocuidad es la razén de ser de la normativa, por esto se ha visto la necesidad de
determinar los tipos de contaminaciones microbianas que pudiesen estar presentes en los

ambientes y en los productos que se elaboran en las fabricas de alimentos.

Los microorganismos, y en concreto las bacterias, son la principal causa de enfermedades
ocasionadas por el consumo de alimentos contaminados. Se habla de cdmo evitar su presencia, de
SuUs consecuencias sanitarias y socioeconémicas, pero a menudo no se conocen lo suficiente
(Evans, et al., 2004, p.86).

Al contrario de lo que se cree de las miles de bacterias que se han descubierto cerca de 200
especies son patdégenas, es decir, causantes de enfermedades que afectan al ser humano,
algunas de las bacterias méas dafiinas son causantes de enfermedades como el célera, la
salmonelosis, disenteria, entre otras (Perroni, 2008, p. 39). Dentro de este grupo de
microorganismos patdgenos, encontramos a la Listeria spp, de las cuales la méas patogénica es sin
duda la Listeria monocytogenes.

La Listeria spp es capaz de sobrevivir en las mas variadas condiciones ambientales, entre ellas el

refrigerador doméstico, es por esto que representa un desafio para la industria de alimentos, sin
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embargo, puede ser eliminada al someterse a un proceso de coccion adecuado o pasteurizacion
tal como lo indica la NTE INEN 10:2012 correspondiente a leche pasteurizada. A pesar de esto
existe la contaminacion cruzada que se presenta a causa de una deficiente manipulacion
posterior. (Madigan, 2004, p. 456)

Esta bacteria produce un cuadro con sindrome febril con malestar general y diarrea, auto limitado,
es posible que se vea acompafiado de conjuntivitis, abscesos y lesién cutdnea. Los mas
vulnerables son gestantes, recién nacidos e inmunosuprimidos, en estos casos pueden
presentarse cuadros mas graves relacionados con meningitis pues afecta a las membranas que
cubren el cerebro, septicemia que implica una infeccién en la sangre, en el caso de afectar al
corazon se denomina endocarditis y al afectar a los pulmones se conoce como neumonia, ademas
puede ocasionar aborto y mortalidad perinatal pues las bacterias pueden atravesar la placenta e
infectar al feto (Ellner, et al., 1991, p. 35).

El caso de las embarazadas representa un riesgo casi veinte veces superior a la poblacién general
de desarrollar la enfermedad conocida como Granulomatosis Infantisepticum, que se manifiesta por
compromiso de estado general, fiebre, cefalea y mialgias, en algunos casos incluye diarrea y
vomitos (Araya, et. al., 2008, p. 184).

Esta bacteria es muy probable encontrarla en quesos procesados, en ambientes poco inocuos,
fabricas que no pasteuricen la leche antes de realizar la cuajada, ademas de que puede ser
introducida por los operarios a través de algun utensilio sucio o mal desinfectado, a través de las

manos, etc.

Entre las materias primas que pudiesen estar contaminadas con Listeria, encontramos a la leche. Y
entre los principales productos elaborados con leche tenemos al queso, el mismo que el Codigo
Alimentario Argentino (Decreto N° 111, 12.1.76 art. 605) denomina como producto fresco o
madurado, que se obtiene por separacion del suero de leche o de la leche reconstituida, entera,

parcial o totalmente descremada, coagulada por accién del cuajo y/o enzimas especificas.

Existen varios tipos de quesos y éstos se clasifican obedeciendo a diferentes criterios tales como el
proceso de elaboracion, el contenido de grasa, tipo de leche, tipo de coagulacién, textura. Existen
algunos factores que influyen en las caracteristicas finales del queso, entre ellos aparecen
Factores microbiolégicos (composicion de la microflora asociadas/sucesivas), Factores bioquimicos
(concentracién y propiedades de las enzimas coagulantes), Factores fisicos y fisicoquimicos
(temperatura, pH, Eh y efectos osmaticos), Factores quimicos (proporcion de calcio retenido en la
cuajada, contenido en agua y sal, composiciéon de la atmoésfera (humedad, gas carbdnico,

amoniaco), Factores mecanicos (corte, agitacion, trituracion y frotamiento), (Estrella, 2013).
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De acuerdo a la norma NTE INEN 1528:2012, es de gran importancia el manejo posterior a la
elaboracién, es decir, que los quesos sean almacenados en recipientes asépticos y cerrados de
manera hermética, cuyo material no represente una amenaza para los factores organolépticos del
producto; por udltimo, es importante que el embalaje asegure condiciones que conserven las
propiedades del producto y su inocuidad en el proceso tanto de almacenamiento, como de

transporte y distribucion.

Cada tipo de queso contiene un valor nutricional diferente, sin embargo se puede decir vagamente
que es un aporte representativo de proteina, calcio y fosforo. Ademas contiene vitaminas

pertenecientes al grupo B, Ay D.

Para lograr que éste producto se mantenga en condiciones aptas para su consumo es importante
respetar las normas de BPM y existen varios aspectos que se deben tomar en cuenta para
lograrlas, entre ellos esta: en lo referente a la infraestructura, ésta debe estar edificada respetando
el medioambiente y de modo tal que sea de facil limpieza, efectivo para excluir polvo, plagas y mas
contaminantes; debe estar dividido y sefializado en zonas que sigan el principio de flujo hacia
adelante desde materias primas al proceso de transformacién con el fin de evitar confusiones y
contaminaciones; ademas de facilitar el movimiento del personal y materiales. En cuanto a lo
referente a utensilios y equipos, deben ser de materiales no corrosivos y resistentes, ademas
deben estar instalados de forma que permitan la movilizacién y eviten la confusion del personal;
deben poseer piezas de desarmado facil con el fin de facilitar la limpieza, también se debe tomar
en cuenta que los materiales que los conformen no deben ser reactivos con los insumos utilizados
para la produccioén. En cuanto al personal, es importante que cada trabajador esté capacitado para
su funcién en la produccion, ademas debe regirse a las normas de higiene, mantener un buen
estado de salud, utilizar siempre el equipo de proteccion (guantes, delantales, mascarilla, etc.),
conocer las normas de comportamiento, estas deben apoyarse mediante sefializaciones en cada
espacio acorde a los requisitos del sitio. En lo referente a materias primas se deben someter a un
proceso de andlisis microbioldgico, esto incluye el agua. En cuanto al proceso de produccion,
empaquetado y transporte, los principales factores son la limpieza y el orden, se debe llevar un
constante registro de anomalias durante el proceso y el inmediato desarrollo y aplicacién de un

proceso de medidas correctivas.

Para la deteccion de patégenos en alimentos existen diferentes métodos aprobados por los
organismos internacionales, entre estos métodos tenemos al sistema ANSR (Amplified Nucleic
Single Temperature Reaction), el cual es un sistema que utiliza tecnologia de reaccidon de
amplificacion Unica isotérmica, replicando el ADN de la bacteria presente en el alimento a una
temperatura constante utilizando una polimerasa para amplificar exponencialmente el ADN a 56°C,

la muestra debera estar enriquecida a niveles detectables donde el acido nucleico objetivo es
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amplificado y su sistema emplea ondas nucleares fluorescentes para la deteccion en tiempo real.

El sistema rapido detecta la presencia 0 ausencia de Listeria spp en tan solo 18 minutos.

En el presente trabajo se tratd precisamente de detectar la presencia de Listeria spp., en quesos
frescos elaborados en las fabricas artesanales del Cantén San Fernando de la Provincia del

Azuay-Ecuador, en donde se pueden encontrar alrededor de 25 fabricas artesanales de queso,

Para este estudio, se escogi6 al Cantén San Fernando ubicado en la Provincia del Azuay en el
sector de la Sierra Sur del Ecuador, que se encuentra limitado al norte con la Victoria del Portete,
al Sur con La Asuncion, al este con Girén y al Oeste con Shaglli. Su extensién es de 140
kilometros cuadrados, esta regado por varios rios y pequefios riachuelos que mantienen verde el
lugar y permiten el sistema de silvopastoreo que se desarrolla en el lugar. Es un Canton muy
conocido por su gran produccidn pecuaria y segun consta en el Plan de Desarrollo y Ordenamiento
Territorial (2012) del Cantén San Fernando. La produccién de leche en el sector es de 750.000
litros al dia, lo que otorgaria un ingreso de 262.500 délares al dia. Este cantén representa parte del
atractivo turistico local, por lo que los pobladores de la zona se muestran abiertos a la produccion

artesanal. Los productos que se distribuyen son Queso fresco, Queso Pasteurizado y Cuajada.

Al ser estos lacteos propensos a contaminacién con bacterias tales como Listeria spp. que
representan un patégeno para la salud de los seres humanos que lo consumen, es necesario
realizar controles en los que se determine la presencia de éstos patdgenos y de ser posible
localizar el momento de contaminacion con el fin de corregirlo y crear medidas preventivas para el

mismo.

Los productos lacteos se distribuyen a diversas localidades tales como Machala, Huaquillas,
Naranjal, Guayaquil, Cuenca, Loja y El Oro. Se presenta una tabla de las fabricas que producen
queso dentro del sector en el (ANEXO 1). De las fabricas mencionadas se seleccionan 5 para su
analisis y posterior creacion de un Manual de BPM que permita tecnificar el sistema de elaboracion
artesanal de quesos de la zona con el fin de respetar las medidas de higiene necesarias para evitar
ETAS (Enfermedades de Transmision Alimenticia) por causa de Listeria spp en quienes consuman

el producto.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la presencia o ausencia del microorganismo Listeria spp en los quesos frescos

artesanales que se comercializan en el Canton San Fernando-Azuay.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar el estado de las plantas productoras de quesos en el Cantén San Fernando-Azuay
a fin de seleccionar muy bien los quesos que se analizaran y aportar al mejoramiento del
proceso sanitario en su fabrica artesanal y por ende a la garantia de calidad e inocuidad de
su producto.

e Recolectar muestras de quesos que se elaboran en algunas de las pequefias fabricas del
Canton San Fernando-Azuay.

e Someter las muestras a un proceso de amplificacién isotérmica de ADN y Bioluminiscencia
para detectar la presencia del microorganismo Listeria spp.

e Analizar los resultados de las pruebas realizadas de forma estadistica con el fin de indicar
el porcentaje de contaminacién bacteriana.

e Realizar un Manual de BPM genérico a fin de lograr la mejora de los procesos sanitarios
de las plantas de quesos seleccionadas y asi reducir el riesgo de contaminacion de quesos

con Listeria spp.
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CAPITULO I.
MATERIALES Y METODOS

El andlisis realizado para determinar la presencia o no de Listeria spp., en quesos artesanales del
Canton San Fernando-Azuay, se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia de la empresa
APRACOM S.A. en la ciudad de Cuenca, ya que facilitaron el equipo de deteccion ANSR (Neogen
Corporation).

Se recolectaron 80 muestras de queso fresco, siguiendo las recomendaciones dadas por la NTE
INEN 4:1984 para muestreo de leche y productos lacteos, utilizando los instrumentos que exige la
norma (ANEXO 2), la toma de muestras se realiz6 durante los meses de febrero y marzo del 2015,
en 5 de las 25 fabricas existentes en el Canton San Fernando (provincia del Azuay), y que
permitieron el acceso para toma de muestras. De las 5 fabricas se tomaron 16 muestras de un
peso aproximado a 100 gramos cada una, las mismas que fueron empacadas en fundas estériles,

selladas y refrigeradas en una caja térmica hasta llegar al laboratorio.

Las muestras se desmenuzaron en sus respectivas bolsas y se mezclé para luego tomar 25
gramos, los cuales se pasaron a una nueva bolsa estéril y se agregd a cada una 220 ml de caldo
de enriquecimiento para Listeria spp y se mezclé en un homogeneizador triturador (Stomacher
400). Las muestras se colocaron en una incubadora (marca QuincyLab) a 37°C +/- 1 durante 18 a
24 horas.

Luego de transcurrido el tiempo de incubacién se realizé el estudio mediante el sistema ANSR
(Neogen Corporation), para Listeria spp. (ANEXO 3). Se adicion6 50uL de la muestra enriquecida
en los tubos de andlisis, luego se agregaron 450uL de buffer de lysis. Los tubos se transfirieron a
un calefactor a 37°C y se incubaron por 10 minutos. Luego se pasan a otro calefactor a 80°C por
20 minutos. De las muestras lisadas se transfieren 50uL a tubos especiales que contienen los
reactivos liofilizados y tapas, se da inicio a la lectura en el equipo a 56°C (temperatura constante) y
este transfiere la informacion al software ANSR. Los resultados son reportados en 18 minutos y se
despliegan como positivos, negativos o invalidos.

Como aporte para las fabricas de quesos artesanales del cantdon San Fernando se ha elaborado un
manual (ANEXO 4), basado en la norma técnica sustitutiva de Buenas Practicas de Manufactura
para alimentos procesados (ARCSA 042-2015), (RO. 555 — 30/07/2015) y la guia para empleados
ServSafe Starters de la NATIONAL RESTAURANT ASSOCIATION SOLUTIONS, quinta edicion

(2008), en él se explican los procesos adecuados de sanidad que deben cumplir las plantas
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procesadoras de alimentos, consejos para mantener una higiene personal apropiada, las fallas
comunes que se presentan en la produccion de alimentos y la manera recomendada para prevenir
errores que podrian llevar a la contaminacién del producto terminado. En el Manual de BPM se
muestran algunas fotografias de instalaciones, materiales y procesos de las plantas artesanales de
quesos que exponen algunas acciones apropiadas que deben cumplirse, ademas de

equivocaciones que deben evitarse.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

De las 80 muestras analizadas por el sistema ANSR (Neogen Corporation), se dieron los siguientes
resultados: 35% de las muestras resultaron positivas a Listeria spp., 11% fueron resultados

invalidos y el 54% de las muestras resultaron negativas.

Los datos especificos de resultados obtenidos se pueden apreciar en la Tabla 1.
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1. Tabla 1. de Resultados de Analisis de Listeria spp en Quesos Artesanales producidos en el Cantén San Fernando mediante el

sistema ANSR.
SUB TQTALES POR SUB TQTALES POR
CUADRO DE RESULTADOS FABRICA FABRICA
~lalmnlalal A~ bL|b|o|0|0
S22 22edl2lgle|gls|glglgls
RQISIRISIRISIRILE|IY| (Y| |Y|Y|
2lal2|2|5|S |5l c|8|8|8|s8|8|&|& 4 3 1 © S ©
SI2\EIEIEIEIEIZIEIEIEIEIE|GIGIEl 2| 2| & |8 | 2|3
, SR RAR R AR KA REARCA REA R AR R ) B > 5 < s S
FABRICAS Al | g|w|Oo|~]|o old|N|m | |w;w]|w© = > = = [ =
— <l<|l<|lxl<|<] << SE A A | A | A | A ]| < D g < 5 < <
ElE ElElEIF Xl ||| 5 w z o w Z
== 5 Fle|lE|lElE|lElE]E z = a z =
Llolnln|l® Q12 nlnlnlnlnlnlaln
W W Wy gy | | | w ||
2(2(2(2(2(2(2|2|2|5|5|5|5|2|2]2
=|=|2|2|=2|2|2|=2|3|5|5|5|5|5|5|3
FABRICA 1/
LOTE 1 0 15 1 0 93,75 6,25
FABRICA 2/
LOTE 2 8 6 2 50 37,5 12,5
FABRICA 3/
LOTE 3 2 12 2 12,5 75 12,5
FABRICA 4 / 8 5 3
LOTE 4 50 31,25 18,75
FABRICA 5/
LOTE 5 10 5 1 62,5 31,25 6,25
TOTAL DE MUESTRAS POSITIVAS= 35,00
TOTAL DE MUESTRAS NEGATIVAS= 43 53,75
TOTAL DE NUESTRAS INVALIDAS= 9 11,25

INTERPRETACION DE COLORES

POSITIVO

NEGATIVO

INVALIDO
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FIGURAS DE RESULTADOS

Se estudiaron 5 fabricas nombradas como lote 1, 2, 3, 4 y 5 para efectos de identificacién en el

lector del equipo ANSR, los resultados obtenidos se muestran a continuacion:

TOTAL DE MUESTRAS

m POSITIVAS
B NEGATIVAS
= INVALIDAS

FIGURA 1. Resultados de Listeria spp. En las 80 muestras.
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Las fabricas se enumeraron de la 1 a la 5, se omitieron los nombres de las mismas por pedido
exclusivo de los propietarios y fue la condicién para tomar las muestras.

La fabrica 5 presenté un 62,5% de muestras positivas resultando la mas alta en contaminacién con
Listeria spp., le siguen las fabrica 2 y 4 con el 50%, la fabrica 3 con el 12,5 y la fabrica 1 con el 0%.

Los detalles los observaremos a continuacion:

FABRICA 1

0%

m POSITIVAS
B NEGATIVAS
I INVALIDAS

FIGURA 2. Resultados de Listeria spp. En las 16 Muestras de la fabrica # 1. Se observa un 0% de

presencia del patégeno.

FABRICA 2

A

FIGURA 3. Resultados de Listeria spp. En las 16 Muestras de la fabrica # 2. Se observa un 50% de

H POSITIVAS
m NEGATIVAS
= INVALIDAS

presencia del patégeno.
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FABRICA 3

| m POSITIVAS
B NEGATIVAS
= INVALIDAS

FIGURA 4. Resultados de Listeria spp. En las 16 Muestras de la fabrica # 3. Se observa un 12% de

presencia del patégeno.

<
N

FIGURA 5. Resultados de Listeria spp. En las 16 Muestras de la fabrica # 4. Se observa un 50% de

FABRICA 4

m POSITIVAS
B NEGATIVAS
© INVALIDAS

presencia del patégeno.
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FABRICA 5

m POSITIVAS
B NEGATIVAS
m INVALIDAS

FIGURA 6. Resultados de Listeria spp. En las 16 Muestras de la fabrica # 5. Se observa un 63% de

presencia del patégeno.

A continuacion podemos observar en las figuras 7, 8 y 9, como el software ANSR, da una

respuesta a través de curvas de comportamiento de la muestra frente al control.

Las muestras invélidas se pueden reconocer cuando las lineas de prueba (amarilla) y de control
(verde) se encuentran paralelas en todo el proceso de andlisis 0 en la mayor parte del mismo.

Cuando una muestra resulta invalida indica que pudo haber fallado cualquier paso del
procedimiento como por ejemplo: mala toma de la muestra, error en su medida, temperatura no

registrada o mala dilucién de la muestra en cualquier paso del proceso.

Tube 2-3.2

—- Contral
4000 @ Test 1

2000 —

64650 +2400 +120 +i0 HIG0

FIGURA 7. Muestra invalida
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En el caso de las muestras que resultaron negativas, el software envia un grafico como el de la
figura 8, en el que se observa a la linea de control (verde) como sobrepasa la linea de prueba

(amarilla), lo que indica que no hubo fluorescencia por lo tanto no hay presencia de Listeria spp.

Tube 12 -5.12
e — Conkrol
000 P #- Test 1
f{-’.f?
2000 — -
1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I I I 1 1 1 1 1 1
T.a39:09 +240 +40 +720 +AG0

FIGURA 8. Muestra negativa

Por dltimo cuando las muestras resultaron positivas, se observa en la figura 9 que la linea de
prueba (amarilla), sobrepasa a la linea de control (verde) y lo hace precisamente en el momento en

que se produce la fluorescencia y por lo tanto ha detectado el ADN de la bacteria.

Tube 1 - 5.1

— Conkrol
000 0 Test 1

2000 T

——

73009 +240 +420 +I0 +HIG0

FIGURA 9. Muestra positiva

Las figuras de resultados de las 80 muestras se pueden observar en el (ANEXO 5).
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Adicional a las figuras de curvas independientes de analisis ANSR (Neogen Corporation) el software nos otorga una figura de resultados totales

por lote de muestras correspondientes a las 5 fabricas en el orden que se menciond anteriormente y las podremos apreciar a continuacion;

Tube Overlay - Control

. T T A Tbel 8 Thed O Tubels

00 - / . {’{'r'r *' O-Tube 2 8-Te 9 0-Tube 16
' g - & Tube 3 8- Tube 10

&-Tubed & Tue 11

£ Tube 5 -0 Tube 12

- Tube & 0 Tube 13

)+ ¥ Tube? OTube 14
R TR B s e e at T et e e T

FIGURA 10. Resultados generales lote 1 (fabrica 1)
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Tube Qverlay - Control

T el - Tubed O Tie IS

il - AT A The? - Ted - Tubels
| AT e el Tl
- ._J',,;- .ﬂ#r - &-Tubed 8 Tube 11
i TR a3t
[P 4 Tube - Tube 13
| T e T Tk 1

.01 30| 281 202642 B AR AR 26Tk B DEAGE U130 040 140

FIGURA 11. Resultados generales lote 2 (fabrica 2)
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Tube Qverlay - Control

& Tbe ! 8-Tuoed O Tube (5
£-Tube 2 8- Tube 8 -8 Tube 16
& Tube 3 -8 Tube 10
& Tbe 4 & Tube 11

4000 -

2000 -
£ Tube 5 0 Tube 17
- Tube & 0+ Tube 13
[IIIIIIIIIIIIIIIIIIII'TUI:IE?-D-TUI:IEH

0.6 G| 28 BRI 0BGE42B 405 AA0R AR 261 BhodEHADEHAEEN A0 04 140

FIGURA 12. Resultados generales lote 3 (fabrica 3)
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Tube Overlay - Control

&-Tube! ©-Tubef O Tube s

- 4 Tibel 8 Tbed Tuels
| A T3 8 Tibett
1000 - & Tube ¢ - Tube 11
& Tube 5 -0 Tube 12
RS nrs s O Tube s -0 Tube 13
) T Tue 7 - Tube I

T 0 28 2085842 840 A BB 28 B RS AA0BAGE 030 D4 140

FIGURA 13. Resultados generales lote 4 (fabrica 4)



Cordero Maldonado 19

Tube Overlay - Control

& Tube ! 8- Tubed O Tube 15
- Tube 2 -8 Tubed -8 Tube 16
& Tube 3 -8 Tube 10
& Tube 4 - Tube 11

& Tube 5 -0 Tube 12
- Tube & 0 Tube 13

[I|||||||||||||||||||'TUhE?'D'TUhEH‘
730 MO 215006424506 BE0R 007 20T DRG0 030 140

FIGURA 14. Resultados generales lote 5 (fabrica 5)

4000 -

2000 -
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CAPITULO 1.
DISCUSION

Las 80 muestras analizadas, dieron un total de 35% positivos a Listeria spp., lo que lleva a pensar
que las buenas practicas de manufactura en estas fabricas artesanales no se estd cumpliendo

adecuadamente.

Partiendo desde el manejo de su materia prima se puede observar en un estudio realizado por el
Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Austral de Chile (2009), del 100% de muestras de leche analizadas para detectar la

presencia o ausencia de Listeria se encontré que un 22% del total estuvo contaminado (Schobitz, R

et al. 2001)

Asimismo en el producto terminado en un estudio realizado en Colombia (2011), se demuestra que
los quesos frescos y madurados son los grupos de alimentos mas contaminados con Listeria
monocytégenes (p=0.009/0003) debido, posiblemente, a deficiencias de higiene en la manipulacion
a lo largo de toda la cadena de produccion, procedimiento, conservacién y transporte,
fraccionamiento y manipulacién en la venta de estos productos y que, unido todo esto a la riqueza

de sus componentes, al pH, y a su constante de humedad, le van a permitir su desarrollo.

Aunque en ésta investigacion no se identificé los tipos de Listeria, existe una probabilidad alta de
gue se encuentre Listeria monocytogenes presente en las muestras de queso que resultaron

positivas.

De los 23 quesos frescos con presencia de Listeria monocytogenes y con serotipo 4 b en su
mayoria, 22 de ellos provenian de plazas de mercado y fueron elaborados en forma artesanal y
posiblemente con leche sin pasteurizar, como es la costumbre de fabricacién de estos quesos
(Mufioz et al.2011, p.435)

En la investigacion realizada por Plaza (2013), sobre “Analisis microbiolégico en quesos frescos
que se expenden en supermercados de la ciudad de Guayaquil, determinando la presencia o
ausencia de Listeria y Salmonella” se encontré un 47% de presencia de Listeria spp., en muestras
de quesos artesanales, el mismo fue realizado con un método rapido aprobado por la Asociacion

de Quimicos Analiticos Oficiales con sus siglas en inglés (AOAC), (ANEXO 6).
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De acuerdo a los estudios mencionados y al realizado en el presente trabajo se ha determinado
una alta presencia de Listeria spp en quesos frescos artesanales. Por lo tanto de los resultados de
este estudio, se recomienda: (1) la implementacién de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) a
lo largo de toda la cadena alimentaria, motivo por el cual se adjunta el mismo, (ANEXO 4). (2) la
implementacion de un buen control de calidad, como es el sistema de analisis de peligros y puntos
criticos de control (HACCP), y (3) la implementacion de vigilancia ambiental de Listeria

monocytogenes en las fabricas de alimentos, como lo hacen paises industrializados.
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CONCLUSION

Del presente estudio se puede concluir que hay presencia de Listeria spp., se obtuvieron un 35%
de muestras contaminadas, un 11% fueron pruebas consideradas no validas y un 54% fueron
negativas a Listeria. Esto lleva a determinar que la falta de higiene y buenas practicas de

manufactura en las fabricas de quesos son uno de los causantes principales de contaminacion.

Partiendo desde la higiene del personal que labora en las fabricas, la seleccion, recepcién y
almacenamiento de la materia prima, problemas en los procesos térmicos de eliminacién de
patégenos, contaminacion cruzada, manejo del producto sin elementos de proteccién, uso de
utensilios contaminados, control deficiente en el proceso de empaquetado y temperaturas

incorrectas de almacenamiento de producto terminado.

Cuando se realizé la seleccion de las fabricas en el cantén se pudo evaluar las condiciones en las
que trabajan y debemos rescatar que fabricas como la numero 1 a pesar de sus falencias brind6 un
producto libre de contaminacién por el cumplimiento elemental de algunas normas importantes,
asimismo se puede decir que existen fabricas que se encuentran funcionando en condiciones
totalmente desfavorables y que requieren de capacitacion, es por ello que el Manual de BPM que
se presenta en esta investigacion es una guia basica para conocer algunos detalles que se deben

considerar en plantas artesanales.
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Anexo 1. Inventario de fabricas de queso cantdn San Fernando — provincia del Azuay

# PROPIETARIO DIRECCION

1 Sr. Jonathan Loja Calle 10 de Agosto

2 Sr. José Luis Zhispén

3 Sr. Joselito Gifiin Via a Busa

4 Sr. Martin Gavilanes

5 Sr. José Castro Calle Santiago de San Fernando y Av. Municipal
6 Sr. Nelson Romero

7 Sr. Juan Romero

8 Sra. Carmen Pasato

9 Sra. Nancy Azafia

10 Sra. Digna Castro San Carlos

11 Sr. Pedro Cardenas Calle Lamar — Salida via La Asuncion
12 Sr. Pedro Pefia

13 Sr. Patricio Idrovo

14 Sr. Mesias Pefia Calle Sucre

15 Sr. Marco Quinde Recinto de Fatima

16 Sr. Octavio Guaman

17 Sr. Manuel Azafa

18 Sr. Braulio Astudillo Recinto Rosas

19 Sr. Victor Loja Recinto Patay

20 Sr. Emiliano Idrovo

21 Sr. Alfonso Garzoén Recinto Balsapamba

22 Sr. Delfin Pasato Recinto San Idrovo

23 Sr. Luis Pasato Recinto El Carmen

24 Sr. Segundo Pasato Recinto Maria Auxiliadora
25 Sr. Marcelo Quizhpi Parroquia Chumbilin

Inventario: Fabricas de Queso — San Fernando
Elaborado por: Daniela Armijos
Fecha: 09/Enero/2015
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Anexo 2. Instrumentos adecuados para muestreo de quesos.

AﬂA
|

SECCION A—A

./ \_ I

vista frontal vista lateral

vista posterior

FIGURA A4 Sacamuestras para queso

Tomado de la: NTE INEN 0004 (1984)
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Proceso de andlisis ANSR para listeria SPP en quesos artesanales
del Canton San Fernando — Azuay

Recolectar la muestra de queso en la fibrica seleccio-
nada manteniendo la cadena de frio. Codificar cada
muestra deacuerdo al namero de fabricay alafecha de
elaboracién y de recoleccién.

Pesar 25 gramos de cada muestra desmenuzada
y conservarla refrigerada en bolsas ziploc cerra-
das antes de realizar el estudio.

Tomar 50ul de cultivo enriquecido
utilizando puntas estériles con filtro y
colocar en los posillos.

Tomar los microposillos de reaccién que deben permane-
cer hasta el final en sus bolsas y fijarse que los reactivos
liofilizados se encuentren en la parte inferior del micropo-
sillo, colocar los microposillos en el equipo ANSR que
debera estar a 56°c en el lector. Retirar las tapas y desechar-
las.

Plom

~

-

Verificar la temperatura de recepcién del
queso (=< 4°¢) y transportarlos en un cooler
para no perder la temperatura.

Preparar el medio de pre enriquecimiento mezclan-
do 78,5 gramos del medio para listeria SPP con 1
litro de agua destilada precalentada a 30°c.

Tomar aproximadamente 100 gramos de
muestra de queso y colocarlo en bolsas
ziploc, d las tras para
lograr mezclar el queso en su totalidad.

Colocar 220ml del medio en los 25 gramos de
queso, sellar las bolsas ziploc, mezclar muy bien
e incubar por 24 horasa 37°c.

Pasar los posillos con muestra a
37°c al calentador a 80°c por 20
minutos.

Agregar 450pl de buffer de lisis a la
muestra anterior y colocar en el calen-
tador a 37°c por 10 min.

Tomar 50pl de muestra y colocar en
los microposillos, colocar nuevas tapas
y cerrar el equipo.

Dar click en la palabra RUN y esperar a que el
equipo analice las muestras y grafique los resulta-
dos obtenidos en 18 minutos.

Fotografias de Ana Lia Cordero. Cuenca, (2015). Laboratorio de Microblologia APRACOM SA.
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Anexo 4. Manual de Buenas Practicas de Manufactura para una planta de quesos artesanal.

Manual de BPM

para una Planta de Quesos Art
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Manual de BPM

Para una Planta de Quesos Artesanales

-

Ana Lia Cordero Maldonado

El manual ha sido elaborado de acuerdo a la Norma Técnica sus-
titutiva de Buenas Pricticas de Manufactura para alimentos pro-
cesados (ARCSA 042-2015), (RO. 555 - 30/07/2015) y la guia para
empleados de ServSafe Starters de National Restaurant Associa-
tion Solutions, Quinta Edicién/2008; con el fin de brindar al lector
una guia basica para lograr tener un buen manejo de su planta de
elaboracion de quesos.

Recopilacion de Informacidn: Ana Lia Cordero Maldonado
Disefio y Diagramacion: Maria Eduarda Maldonado Cedetio
Fecha de Elaboracion: Julio/ 2015

Cuenca- Ecuador
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Capitulo #1

Las Instalaciones

Las dreas deben estar disenadas de manera que sean ficiles de limpiar y
desinfectar.

El proceso debe ser organizado y sefializado desde el inicio
hasta ¢l final.

Los materiales no deben ser téxicos, deben ser de grado alimenticio.

En dreas donde el alimento esté expuesto, las ventanas deben ser de material
no astillable y si ticnen vidrio, debe existir una pelicula protectora que cvite
contaminacion fisica en caso de rupturas.

La Numinacién debe ser adecuada y si se re-
quicre de iluminacién artificial debera ser lo
mads parccida a laluz natural y estar correcta-
mente protegida en caso de rupturas.

Cosdem, A 12015, far tothovocs Recspensds de Mp/iwew tar-
enarcoenitrevediac/vis Uiy ierpar tnpenablomscs

La uniones entre paredes y pisos, paredes y techos; deben ser concavas
para facilitar su limpicza y evitar formar dngulos rectos donde se puedan
acumular bacterias.
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Manual de BPM para una Planta de Quesos Artesanales

Los sistemas de ventilacion deben
estar ubicados de manera que se
cvite el paso del aire desde un drea
contaminada.

Corders, A (2015w iotixtes. Rocuporadn 4 batpey1 bp Hlogepot.
ctl!c'v(”&"m\'ZMYX-’MAMA—MA!‘-’?DYMZAMW

Debe existir un mecanismo de control de temperatura y humedad.

Se deberd contar con un sistema de |. |
agua potable. '

Si existen tuberias de agua no potable
deberdn estar senalizadas. AGUA AGUA

NO POTABLE POTABLE

P wptac b =gart-  oG-chligpcion
L0 wc-al 3d-pve uge- 3o pola-
blep2135tml

Se debe tener tachos especificos para cada tipo de desecho y con tapa, de mane-
ra quc sc logre mantener un sistema correcto de recoleccion, almacenamiento,
proteccion y climinacién de basuras.

Carderz, A (X012, Lo totistoo. Roauporado de bty s putdciaperds sk callect ion systony
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|

Manual de BPM ﬁm una Planta de SLx-sos Artesanales

Capitulo #2

Magquinaria

La maquinaria quc cstard cn contacto con los alimentos no debe ser téxica ni
otorgar a los productos olores o colores distintos, no deben estar cubiertos de
pinturas desprendiblesv.

Deben ser desarmables para faci-
litar su limpicza y desinfeccion.

Se debe dar mantenimiento a los equipos de
mancra rcgular y cambiar o colocar accites
cada que sea necesario, cuidando que estos

scan de grado alimenticio. Cosden, A (3005, Zar Staboiones Recape
rado de htpiTwws d Lo =
- rrpamredicreals

Fotografia de Ams Lis Cordomn, Sex Fermanda, Azzay, (30051 fabricx de Qracson #1
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Capitulo #3

Proveedores Calificados

Recepcion de Materia Prima

Almacenamiento

Proveedores Calificados

Los proveedores de materias primas de-
ben ser confiables.

Se realiza un estudio de los proveedo-
res de la zona y se revisa que scan cali-
ficados dentro de los procesos regulares
tanto de crianza de las vacas como de
recoleccion, transporte y mantenimien-
to de la leche.

Solicitar al proveedor un documento
que lo acredite como proveedor de
leche.

o, A (20050, Rmepoido de S —" T S
-scrvicio de-crtrrgs a domfto-de- o oo -onll-
2oy mL- pemeraa

Recepcidn de Materia Prima y Almacenamiento

El receptor de materia prima deberd revisar que la leche llegue en perfecto es-

tado de refrigeracion tomando la temperatura de minimo 4°C y conservarla
dentro del frigorifico en todo momento.
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Capitulo #4

Materia Prima en Buenas Condiciones

Materia Prima en Buenas Condiciones

Se deben realizar prucbas rapidas de microbiologia a
fin de detectar la presencia de pardsitos en materias
primas.

U-& wmﬂﬂm DL m"
No se debe recibir materia prima en malas condi-
ciones, esto se refiere a la temperatura inadecuada o
cualquicr indicio de problemas en ¢l mantenimien-
to y transporte.

ke
T

ol o r———

En todo momento debera identificarse cl lote
del producto, fechas y fechas limite, para lo-

Htagraia de Ama [a Cordorn Samcs, 301X tabo- grar identificarlos por medio de ctiquetas.
ntorta de Micosbiadog AFEACOM SA

Se deben llevar registros de control tanto de la recep-

cién como ¢l despacho de materia prima y la canti-

dad solicitada.
Se debe contar con un sistema de control y
aseguramicnto de la inocuidad.
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Capftulo #5

Personal Calificado

Personal Calificado

El personal de una planta productora de quesos debera estar capacitado
para cl cargo y tener estudios ademas de experiencia relacionada con el
tema que va a tratar més adelante.

Capacitar a los trabajadores de manera regular a fin de lograr actualizar
conocimientos y por ende mejorar ¢l proceso de elaboracion del producto
comercializado.

Condera, A (2003). Rocos (aidfcads Reupaedo de htgr Pwww v rea wad s Stk onoc to- Scultad ratabe dcncy

10
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Capitulo #6

Cuidado del Personal

Cuidado del Personal

Obligaciones de la empresa con el persconal

Se deben crear diferentes programas que incluyan normas y precauciones a tomas
cuando sc trabaja con alimentos.

El personal debera hacerse una revision médica antes de empe-
zar a trabajar y cumplir con cicrtas normas de higiene especificas
para ¢l mancjo de los alimentos.

El personal no debe laborar si se encuentra enfer-
mo.

n;‘-n-b'uuc-h-'o—u.ns. Laboratorio de Micrsbiokogts
ATRACOM S A
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Manual de BPM una Planta de Artesanales

Acciones correctas e incorrectas del personal

El trabajador no debe tener unas
largas ni pintadas.

El trabajador debe tener las unas cortas
y limpias.

w‘&h&t‘*hnku’
satorio de Microbiologes ATRACOM SA

El trabajador no debe usar joyas
como aretes, relojes, anillos.

Fotografis de Ara L Cordora. Caxmca, 2005 Labe-
rtaris de Microblologs AFFACOM S A

El trabajador no debe utilizar maqui-
laje excesivo.

El trabajador no debe estar con el cabello
suclto.

ATHACOM S A
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Vestimenta adecuada del personal

El personal debe contar con el uniforme adecuado y completo para la labor
asignada: (delantales, botas, guantes, gorros, mascarillas, mallas para ¢l cabe-
llo) preferiblemente lavables o desechables.

Botas o zapatos con sucks antideslizante

Potografis de Ara Lo Coodom Craen, 2005, Labormorio de Micesbiologts AFRACOM SA.
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M&Bmgml’hﬂhdemm

Correcto lavado de manos

Mojar sus manos en agua lo mis caliente que puada
soportar.

Aplique suficiente abén para hacer abundante espu-
ma.

Frotarse las manos y entre kos dedos

por 10 a IS segundos aproximadamen-
te.

~ Frotarse bien las manos y antebrazos.

de agua caliente.

Utilice una toalla
de papel desecha-

PEER Y TSI 4 5 3

Condaro, A {2013). Cutfade ded Mr el Rocoperado de i bwws bertapoactpo
4o de-erares bees]
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anddeBPMﬁmPhnhdeSmAﬂanﬂu

Uso de antisépticos para manos

Finalmente utilice un gel desinfectante para finali-
zar la impicza de sus manos.

*Eluso de gel desinfectante no reemplaza
el lavado de manos.

C-hn&(”lﬂ. Guﬂh—fnm
rade de Blpww

mbmh- bvadc de ra
soe el

Cudndo lavarse las manos

Luego de Fumar.

Luego de ir al bafio.

luegod:dmndar.toosomﬂwmpa-

b—qxduﬂb “barrrce al otorradr o an ba
w.qmz
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Manual d= BPM una Planta de Quesos Artesanales

Antes y después de tocar carne, aves y mariscos.

Luego de Sacar k2 basura.

Luego de manejar productos quimicos que
afectan a la seguridad de los alimentos.

{

Caordea, A (015, Cudelo & Moomd
- 5
pre=pelmpiene Pocpac-agm

raa—

Luego de tocar dinero.

Condem, i ko o Py Bocapersdo de gl
wwwblogdcfarraca cooi terp de-l oo
nae hacge d- e -dhow o cloctw sy
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Capitulo #7

Temperaturas de Almacenamiento en Frio

Los alimentos de alto riesgo como son la leche y productos lic-
tcos deben someterse a un proceso térmico que climine la flora
patogena existente.

Es importante que la temperatura sc reduzca
rapidamente luego del tratamiento térmico con

la finalidad de conservar el producto de 2°C a
4°C.
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Capftulo 8

Proceso de Pasteurizacion

El proceso de pasteurizacién por e que pasa la leche es importante y debe
realizarse de mancra correcta ya que si no cumple con el proceso adecuado el
producto final requerido (queso) resultard contaminado.
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DLANULI O DEM umna anm ac ATLsanaies

Capftulo #9

Flujo de Elaboracién del Queso

Se debe tomar en cuenta el proceso desde la seleccién de proveedores de MP
(materia prima), recepcion de MP y claboracién del producto final.

w» o,

. s ok
_ - = ‘.
N , — I
& mmmemme .

.a‘ . .- b

Se debe incluir el cuidado del abuso del tiempo (s recomienda menos de 2 horas)
a temperaturas de entre 5 y 65°C, se recomienda enfriar rapidamente a menos de
4°C en ¢l proceso de empaquetado, sellado, almacenamiento posterior y distribu-

cion.

Coeders, A (205, Mgoy Zkb & Quzre Roaperado dc
N dex phyp T vics

_ -1

gands
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Anexo 5. Figuras de resultados de las 80 muestras analizadas.

Test Detail

Test Type: ARISR Listena Algortmim Frl Listena 20130814
Set fE.0°C Start Time 1420145
Instrumemt ID: DF37EIS

Flle Mame: LISTERL~ json

Test Fields

Liser Mame AMALLA

Lok 1D LOTE 1
SEMPLE D CH1 CHA

o1, 1.1 Irrwalid 0. 1.9 Megative
Di. 1.2 MegstE ol 190 MeIEE
0i. 1.3 Megathe 0. 1.11 Megathe
Di. 1.4 Magathe 0. 1.12 Fegathe
01, 15 Magative 0. 1.13 Megative
01, 16 Megate 0. 1.14 Megative
oi. 1.7 Megste 0. 1.15 Megatve
Di. 1.8 Megste 0. 1.16 MegEE
Test Results

70000060 Seeoseee

& 5 ] y L] i 1 1d

Comments
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS

Test Detail
Test Type: SMSR Lstena Ajgortthm: Prd Listana 3130874
Se&t TempsEar S6.0°C San Timre: 110 0E B:07: 36T
Insimurment ICx L AFEN L
Fli= Mame: LISTERIAZ json
Test Fields
User Mame: ALl 1=
Lok B0 LOTE 2

SAMPLE Ik CHA SAMPLE ID oH
o1. 21 Imalid [.= =] Pielthea
o2 2 mvalid 0. 213 MNegaive
O3 2.3 MegET Ve 1. 2.1 MegaTvE
D4 24 HNegaETve 12, 212 Pielthea
05, 25 HNegaETve 13 213 Pielthea
D5 26 MegET e 14 214 MegaTve
or. 27 PoElve 15. 215 Megate
DE. 28 PoElve 16. 216 Pielthea
Test Results

Prescces eccescce

Comiments

FTE et WelDSehhIly Py L LS T A
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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- ool
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o — 1 : :
A 40 +40 T A0
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] R -
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D 1 T T
A 240 300 T A0

ETE [t ol ahhle Sy LI LT BTN AN
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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FTE et VRS eIy Py LI S T A
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS

Test Detail
Tt Types HMNER Letena Aggporithim: P Listena 3130814
S5et Tempe@Emr s56.0°C San Timess T A01S B4B:S0FM
Instumerd IDc CFEAITEN G
Flis Mame LISTERIA json
Test Fields
User Name: Alded L6 CORDERC
Lok IO LOTE 3

SAMPLE ID CH1 SANPLE ID CH1
GINER] HegaTve =REL Megaive
o2 32 mvalid 0. 210 Megatie
03, 33 mvalid 11. 211 Megatie
D4, 3.4 NegETveE 12, 312 Megatve
D5 3.5 NegETveE 13. 313 Megatve
05, 26 HegaTve 14, 214 MHegatve
ov. 37 PoEive 15, 215 Megatie
oa. 38 PoEive 6. 216 Megatie
Test Results

errescee cocsesse

Comments

e e FROey, Al SO0t At Fe
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS

Test Detail
Test Typs- HMSR Lstena Ajgaortthm Prd Listena H1730874
SE Tempe@amr S6.0°C =an Thme: TT0A01E 717 J9F
Instmument ICc GFATEIE
Fli2 Mame: LISTERIS4. json
Test Fields
User Hame: Arlal L8 CORDERD
Lk DD LOTE 4
SAMPLE IDn CH1 SAMPLE 1D CH1
01. 4.1 Meqatve 9. 4.9 Precitve
02 42 NegaET e 0. 4.10 Proesithea
03 4.3 Postve 11. 4.11 Prsithes
D4 44 NegET e 1Z2. 412 Prsithes
05 4.5 NegET e 135 413 Prsithes
DS, 4.6 PoEtve 14. 4.14 Megatve
O7. 4.7 Pastive 15. 4.15 Irrsalld
0a. 4.8 Frvalid 16. 4.16 Irrsalld
Test Results

ELL TET T IO T T T e i)

Commemnts

O et FROEY, L S ST T
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS

REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
REPORT
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS

Test Detail
Test Type: AMNSR Lstena Aggortthim: Pil Listeana 1130814
Set Tempeamr S6.0°C A Times T A0S 739 091
Instnumert ICc CFIATENE
Flie Mame LISTERIAE json
Test Fields
User Hame: AAA) Le CORECERCH
Lt DO LOTE &

BAMPLE ID CH1 SAMPLE ID cH1
01. 5.1 Sostive = Positive
o2 52 mvalid i0. 510 Megatve
03 5.3 PoEve 11. 511 Proslthva
D4 54 Dostive 12. 512 MegaTie
D5, 5.5 NegaETeve 13. 513 Proslthva
D5, 5.6 PoEve 14. 514 Proeslthva
O7. 57 MegaTve 15. 515 Postiva
D3, 5.8 WNegaETve 6. 516 Proslthva
Te=st Results
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
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SUMMARY TEST & TUBE GRAPHS
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Anexo 6. Certificado AOAC para ANSR (Neogen Corporation) para Listeria spp.

Neogen's ANSR® for Listeria monocytogenes receives AOAC approval
0 0 e

LANSING, Mich., July 9, 2015 /PRNewswire/ - Neogen Corporation has received approval from the AOAC Research Institute for its new
rapid and accurate test to definifively detect Listeria monocytogenes DNA in food and environmental samples.

Neogen's newly approved ANSRE for Listeria monocytogenes (Performance Tested Method®" certfication, No. 081506, from the
AQAC Research Institute) detects L. monocytogenes after only 10 minutes post-sample processing. Neogen's ANSR is an isothermal
amplification reaction test method that exponentially amplifies the DNA of any target bacteria present in food and environmental
samples to detectable levels.

"The: AOAC approval further validates our test as an invaluable tool o food producers,” said Ed Bradley, Neogen's vice president for
Food Safety. "ANSR is the fastest DNA-tefinitive pathogen assay available — with results in only 10 minutes. Compared to the fhree
hours other methods such s polymerase chain reaction, or PCR, take fo produce DNA-eve! results, that's a huge difference in 2
laboratory's workflow, and the operations of a food producer as a whole."

Combined with ANSR's single-step enrichment, Neogen's new pathogen detection method for L. monocytogenes can provide definiive
results in as little as 17 hours for environmental samples from the time the sample is taken. The new test aiso utiizes Neogen's LESS
Plus Medium, which can be autoclaved — allowing for larger batches of media to be prepared prior to use.

The approval covers fhe use of the ANSR system to detect L. monacytogenes in the following sample fypes: hot dogs, Mexican-style
cheese, cantaloupe, guacamole, pasteurized liquid egg, sprout irrigation water, and sponge samples from stainless steel surfaces.

Neogen's line of ANSR products also includes AOAC Research Institute-validated ANSR for Listeria and ANSR for Salmonelia.

Neogen offers an unmatched industry-specific range of microorganism testing products, experience and expertise — from lateral flow
immunoassays to fully automated pathogen and spoilage organism platforms, to a comprehensive catalog of high quality dehydrated
cutture media, to DNA genotyping technology through its NeoSEEK genomic profiing and serotyping service.

Neogen Corporation (Nasdag: NEOG) develops and markets products dedicated to food and animal safety. The company's Food
Safety Division markets dehydrated culture media and diagnostic test kits fo detect foodborne bacteria, natural toxins, food allergens,
drug residues, plant diseases and sanitation concerns. Neogen's Animal Safety Division is a leader in the development of animal
genomics along with the manufacturing and distribution of a variety of animal healthcare products, including diagnostics,
pharmaceuticals, veterinary instruments, wound care and disinfectants.






