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TABLE 2 Overview of bacterial hazards of the highest public health (PH) relevance in the various food and feed production and processing
sectors in the EU/EEA indicating which of those have been assessed as most relevant for persistence in the respective FFPE of these sectors.

Pathogens of highest PH relevance In sector and/or persisting In the FFPE of sector

Bacterlal pathogen F M FS D E FV LMF
Bacillus cereus sensu lato

Campylobacter jejuni/coli

Clostridium botulinum/perfringens

Cronobacter sakasakii

Pathogenic E. coli

Staphylococcus aureus

Samonell enterica e 1 1

Vibrio parahaemolyticus

Notes: Orange cells: bacterial pathogens of highest PH relevance in the specified/specific sector but not considered as most relevant bacterial food safety hazards
associated with persistence in the FFPE in the specified/specific sector; Red cells: bacterial pathogens of highest PH relevance and considered as most relevant bacterial
food safety hazards associated with persistence in the FFPE in the specified/specific sector; blank cells: bacterial pathogens not considered of highest PH relevance in the
specified/specific sector.

Abbreviations: F, feed for food animal production sector; M, meat sector, excluding low moisture food (LMF) products; F5, fish and seafood sector, excluding LMF products;
D, dairy sector, excluding LMF products; E, egg sector, excluding LMF products; FV, fruit and vegetable sector, excluding LMF products; LMF, low moisture food sector.




» La contaminacion de alimentos y ambientes de procesado
en industrias no es infrecuente

» Hay una pequena proporcion de industrias con serios
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A 3-year multi-food study of the presence and persistence of Listeria
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¢QUE ES LA PERSISTENCIA?

- Microbial ‘persistence’ can be defined as the ability of a given organism to be established in niches (or
harbourage sites) within the processing environment for a long term, despite the frequent application of
cleaning and disinfection.

- ltrequires prolonged existence usually with multiplication of the microorganism in the specific niche. ltis a
phenomenon which may lead to recurrent food contamination events and is normally detected through the
repeated isolation from the same premises or equipment on different dates (spanning months or years) of
strains that are subsequently identified as highly related subtypes.

- Persistence does not include continuous reintroductionin the facility of the same organism, although in
practice it is often not possible to distinguish between both phenomena.

- LA IDENTIFICACION DE UN EVENTO DE PERSISTENCIA REQUIERE LA UTILIZACION DE UN METODO DE
TIPIFICACION CON ALTO PODER DISCRIMINANTE
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Relevant features for environmental persistence conveyed by plasmids of different clusters.

Cluster A Cluster B Cluster C Cluster E
Metal resistance Arsenic arsA, arsC, arsD and acr3 *
Cadmium cadA, cadC cadA, cadC cadA, cadC cadA, cadC
Copper copB, mco copB, copY
Zinc z0sA
General Heavy metal translocator
Stress response Bacteriocin CPBP metalloprotease
Cell wall yhdK
Osmotic Glycyne ABC transporter
Oxidative FAD oxidoreductase FAD oxidoreductase, fetB
Saline rapA
Temperature Clp protease Clp protease Clp protease
Ultraviolet light umuC*
Biocides resistance Benzalkonium chloride berA, berB and berC cassette
Fluorides crcB 1, creB 2

This summary table has been extracted after comparison of BRIG output files, * genes present in a 9 Kb fragment that differentiates two kinds of plasmids in cluster C.
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PRINCIPALES SUBTIPOS ASOCIADOS A PERSISTENCIA

(B) cC47s
CC415
Cc412
CC199
cci77

cc20
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CC155
oot
ccii
cc204
cc14
cc7
cc3z1
cco
Ccce
cc121

0 2 9 5] 8 10 12 14 16 1B 0 5 10 15 a0 75

(A) ST1048
CC369
CC2gs
CC218

CCss
o4
CCc1

Cc224
oc3
CC554
CCav
CC183
CCe
oc2
CCs

M meat Mfish and seafoods ©dairy Mfruit and vegetable mLMF ® mixed products BN/A

Persistencia mas frecuente en el linaje Il (CC121, CC8, CC9) seguido por el linaje | (CC5, CC6, CC2)

Estos CC que persisten con mayor frecuencia se encuentran en muchos sectores, con algunas
excepciones (por ejemplo, CC9 vinculado principalmente al sector carnico).




/ /

g

\
g

! &‘! \
5 RN
. AN

"4

W

g

-

W

LT

F AT
y
‘‘‘‘‘‘‘‘‘

Second category

Main category

Geographic
location

\
[T il

LT

Geographic location

Main category
. clinical
. environment

Second category

. animal

dairy products
. fruits and vegetables

. seafood




DETERMINANTES DE PERSISTENCIA

Los marcadores que se han identificado como posiblemente asociados a persistencia son:
- Islas de supervivencia a estrés SSI-1 y SSI-2
- Islas gendmicas LGI1 y LGI2
- Genes de resistencia a metales pesados (cadmio y arsénico) y biocidas (bcrABC, gacC, qacH, emrEy

emrC), a menudo ubicados en elementos genéticos moviles (incluidas islas gendmicas como es el caso de emrE,
transposones como es el caso de gacH o plasmidos)

Son marcadores globalmente vinculados a una mayor robustez ambiental, tolerancia a la desinfeccién y/o formacion
de biopeliculas.
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FIGURE 4 Overview of genetic features of selected SNP clusters from the NCBI Pathogen Detection database. This includes six SNP clusters related to CC more commonly associated with persistence in food
processing environments (above the black line), and the two SNP clusters present in the database containing at least 100 isolates from CC which have not been identified as persistent in the literature screened for this
scientific opinion (below the black line). ‘in/A*’ indicates isolates harbouring an inlA gene with a premature stop codon, associated with a truncated InlA protein. Presence/absence is indicated by the heatmap, with
numbers relating to the number of isolates in that cluster carrying a given marker. ‘Max SNPs' refers to the largest SNP difference among isolates within that cluster in the NCBI Pathogen Detection database.




DETERMINANTES DE PERSISTENCIA

Ciertos subtipos del linaje Il (CC121, CC9y CC31), a menudo se asocian con hipovirulencia (gen in/A truncado,

ausencia de otros factores de virulencia especificos) y son mas comunes entre los aislados alimentarios y en episodios
de persistencia.

Sin embargo, la infeccién por L. monocytogenes no se basa Unicamente en los requisitos genéticos de las cepas (p. €j.,
la presencia de una InlA funcional), sino que también implica la interaccion con el sistema inmunoldgico. Como
resultado, incluso las cepas hipovirulentas pueden causar infeccidn en personas inmunodeprimidas.
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NICHOS DE PERSISTENCIA

Los sitios mas comunes donde se aisla L.
monocytogenes persistente son equipos
(FCS), desaglies (NFCS), suelos (NFCS) y
cintas transportadoras (FCS). El
aislamiento repetido de L.
monocytogenes de desaglies y suelos a
veces puede indicar persistencia en otras
partes de la fabrica, ya que pueden actuar
como sitios colectores.

El principal factor de riesgo es el disefio
higiénico deficiente de los equipos. Este
conduce a nichos que son dificiles de
limpiar y desinfectar y donde se pueden
acumular restos y humedad. Una limpieza
y desinfeccion, o zonificacion,
inadecuadas también puede conducir a la
introduccién y propagacion de clones
persistentes. La humedad favorece la
persistencia de L. monocytogenes.
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SECUENCIACION GENOMICA EN PROGRAMAS DE MONITORIZACION AMBIENTAL

Seek and destroy: una forma sistematica
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CONCLUSIONES

Un programa de monitorizacion ambiental bien disefiado, que siga un enfoque basado en el riesgo, es la
estrategia mas eficaz para identificar posibles fuentes de contaminacion y detectar cepas potencialmente
persistentes.

La confirmacién de la presencia de una cepa persistente y la identificacion de su nicho dentro de la
instalacion requieren la caracterizacion detallada de los aislados recuperados de muestras positivas
utilizando métodos de tipificacidén con suficiente resolucion, siendo la secuenciacion de genoma completo
la opcidn mas ventajosa.

No se han identificado marcadores o caracteristicas universales responsables de la persistencia. Aunque ser
portador de diferentes combinaciones de determinantes genéticos vinculados a una mayor robustez
ambiental posiblemente confiera la capacidad de persistir en subtipos particulares, la persistencia es un
proceso multifactorial que también depende de condiciones ambientales especificas y factores de riesgo en
la planta de produccién.
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