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RESUME

P O I N T S P R I N C I PA U X . e Le CNR arecu untotal de 98 isolats uniques provenant

d'hémocultures en 2022, une proportion similaire a
celle des années précédentes. L'observation la plus
—_ frappante est que 31% des isolats invasifs sont de
sérotype S. Enteritidis (31/98). Outre S. Typhi, les
sérovars les plus invasifs (n>2) en Belgique sont S.

e En 2022, le Centre national de référence a regu un total Dublin (55%), S. Chester (19%) et S. Virchow (33%).
de 2736 isolats de Salmonella provenant de 2417

patients uniques, soit une augmentation de 14.8% par
rapport a 2021, approchant a nouveau le niveau pré-
pandémique.

e Comme prévu, on a de nouveau détecté un peu plus
de salmonelloses liées aux voyages qu'en 2020. Cette
année, 2,7% (54/2104) des échantillons de Salmonella

N examinés étaient liés & un séjour récent a I'étranger,
e La majorité des souches de Salmonella (90.2 %) ont contre 1.7% en 2020.

été isolées a partir de matiéres fécales. En 2022, 4%
des souches ont été isolées dans le sang, un chiffre

. S e Les résistances les plus fréquentes sont celles contre
stable par rapport aux années précédentes.

'ampicilline (33%), les sulfamides (31%) et la
tétracycline (32%), avec de grandes différences entre

¢ Bien quaucun changement significatif dans la les différents sérovars. En 2022, 13% de tous les
distribution des sérotypes parmi les souches humaines isolats belges de Salmonella étaient MDR. Le sérovar

d'e Salmonella n'ait été obs?rvé ,pendang!a pandémie, le plus résistant reste S. Kentucky avec 44% d'isolats
cest le cas en 2022. Lannée derniére, pour la MDR, mais il s'agit également d'une diminution de 14%
premiere fois depuis plus de dix ans, la majorité des par rapport a lannée derniére. La prévalence de la

souches (42,0 %) appartenait au principal MDR dans le sérotype Typhimurium était de 25 %. En
sérogroupe O:9 (D1), la grande majorité (955/1038) 2022, les taux de résistance les plus élevés ont été
étant identifiée comme S. enterica serovar Enteritidis. mesurés chez S. Infantis. avec 10/33 souches

Cette augmentation ~s'accompagne d'une nette présentant une résistance a au moins 6 antibiotiques
diminution de la prévalence du sérovar Typhimurium. testés.
qui passe de 21.3 % en 2019 & 10.4 % en 2022.

3 ) e Aprés une baisse de quatre ans, la résistance a la

¢ Dans le groupe des sérotypes moins courants, nous ciprofloxacine a de nouveau augmenté. La proportion
avons noté une forte augmentation du sérovar Newport de Salmonella spp peu résistantes (0,06<MICCIP<2
avec 77 isolats uniques (3.2%) en 2022. Les souches ug/ml) est passée de 11% en 2021 a 17% (188/1083)
typhoidiques  représentaient un total de 1.12% en 2022. En outre, le groupe disolats hautement
(27/2417) de toutes les souches, en hausse par résistants est passé de 1.5 % en 2021 a 3.8 %

rapport a 0.39% en 2021. Elles se répartissent entre (42/1083) de I'ensemble des Salmonella spp. testées
Typhi (0.95%) et Paratyphi A (0.12%) et Paratyphi B en 2022.

(0.04%). Le pourcentage de souches typhoides est

toujours inférieur a celui de 2019 (1.8%). e Le CNR a publié 4 articles évalués par des pairs

N ) . concernant la surveillance nationale et internationale
*  Les souches typhoides ne représentaient au total que des infections a Salmonella. Ces publications sont

0,39% de toutes les souches analysees dans le CNR, disponibles gratuitement, via le lien figurant & la section
réparties entre Typhi (0,29%) et Paratyphi A (0,1%). 4.2,

e En utilisant les données du CNR, 5 augmentations
notables des sérotypes et/ou des profils MLVA dans un
court laps de temps ont été notées en 2022. Ceux-Ci
sont examinés en détail dans la section 3.3 du présent
document.
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INTRODUCTION

1. INTRODUCTION

1.1. OBJECTIF

La tache la plus importante du Centre national de référence
(CNR) pour Salmonella consiste a assurer la surveillance
épidémiologique des infections humaines a Salmonella. Le
but de cette surveillance est de détecter les épidémies le
plus rapidement possible, ainsi que leur origine et, a long
terme, d’évaluer les tendances spatiales et temporelles de
I'évolution de ces deux germes.

De plus, les souches de Salmonella, principalement isolées
des aliments, sont sérotypées. En conséquence, un
éventuel lien entre la source de contamination et I'épidémie
humaine peut étre établi. La surveillance épidémiologique
des 2 sérotypes les plus importants (Enteritidis et
Typhimurium) s’opére par la réalisation d’'un sous-typage, a
savoir I'analyse du nombre variable de répétitions en
tandem de différents loci (Multiple loci VNTR Analysis :
MLVA). Les cas spécifiques tels que les souches
multirésistantes ou invasives font I'objet d’une recherche par
séquencage du génome entier (Whole Genome
Sequencing : WGS). Le CNRS surveille également la
sensibilité aux antibiotiques des germes isolés.

Quand une épidémie est suspectée, le CNR met en garde le
programme «Maladies infectieuses dans la population
générale» qui prend alors les mesures nécessaires pour
lancer une enquéte chez les patients et informer I'AFSCA
pour une enquéte sur des aliments éventuellement
contaminés. Ce suivi permet de controler les épidémies, de
définir des mesures préventives et d'évaluer les mesures
prises en faveur de la santé publique et de la protection des
consommateurs.

Toutes ces missions sont effectuées en collaboration avec
le programme «Maladies infectieuses dans la population
générale» de Sciensano, qui recoit une liste mensuelle du
CNRSS des infections confirmées chez I'homme par
Salmonella. Ces données sont ensuite transférées vers le
systeme national de surveillance EpiStat et transmises
annuellement au réseau européen des zoonoses et des
maladies d'origine alimentaire et hydrique (une organisation
pour les infections entériques du Centre Européen de
Prévention et de Contr6le des maladies, ECDC). Les
données épidémiologiques peuvent étre consultées, avec
un acces limité,sur la base de données Sciensano par les
inspecteurs  sanitaires des communautées  via
https://www.sciensano.be/nl/nationale-referentiecentra-
voor-humane-microbiologie#nrc_nrl-block_1-1 en https:/
epistat.sciensano.be/dashboard/.

1.2. QUALITE

Depuis plus de 40 ans, le CNR s’efforce d’atteindre un
niveau de qualité élevé, tant en termes d'analyses et
d’études épidémiologiques qu’en termes de communication
avec les correspondants et les clients.

En 2003, le Centre a introduit un systeme de qualité officiel,
NBN et ISO/IEC 17025, pour officialiser la norme de qualité.
Depuis le 22 juin 2004, le centre est accrédité. Les
techniques de typage moléculaire et de sous-typage sont
accréditées depuis juin 2013 selon la norme 1SO15189.

Ce systeme garantit la précision et la validité des protocoles
appliqués, la tracabilit¢ des résultats de recherche, la
justesse des résultats et l'indépendance technique du
laboratoire. Ce systeme qualité crée également un lien de
confiance entre le Centre, ses correspondants et ses clients
grace a la qualité des analyses effectuées.

En plus de lintroduction de ce systéeme qualité officiel, le
CNR encourage également activement l'introduction de
techniques de biologie moléculaire, telles que le
séquencage de nouvelle génération (NGS) et le typage
multiplex. Ceux-ci permettent au Centre d'assurer et de
mettre en ceuvre son expertise dans les domaines de la
santé publique et de la protection des consommateurs aux
niveaux national et international.



METHODOLOGIE

2. METHODOLOGIE

2.1 DEFINITIONS

La salmonellose est définie comme une infection humaine
pour laquelle Salmonella est isolé. Cela peut étre a la fois
pour une personne en bonne santé ou une personne
malade.

2.2 COLLECTIONS DES SOUCHES ET
METADONNEES

Tout isolement de souches humaines de Salmonella
provenant de laboratoires cliniques est envoyé au CNR sur
une base volontaire, avec le formulaire d'informations sur les
souches et I'épidémiologie.

Les métadonnées demandées contiennent I'age, le sexe et
le code postal du patient, ainsi que le syndrome associé et
les informations en rapport avec des voyages récents et
hospitalisations des patients. S'il existe déja des
caractéristiques  d'antigene  établies, celles-ci sont
également demandées. En cas d'épidémie ou d'intoxication
alimentaire collective, seules quelques souches de patients
différents doivent étre envoyées avec l'indication du nombre
total de cas établis.

A la réception, chaque échantillon se voit attribuer un
numéro unique, sous la forme S22BD0000x, et les
métadonnées enregistrées sont entrées numériquement
dans le systtme STARLIMS. L'échantillon est conservé
apres analyse dans 20% de glycérol a -80°C.

Le CNR signale également des infections & Salmonella spp.
aux inspecteurs de la santé dans toutes les régions de
Belgique.

2.3 TAXONOMIE ET FLUX DE TRAVAIL DU
CNR

Le genre Salmonella appartient a la famille des
Enterobacteriaceae et comprend deux especes:

e S. enterica (2557 sérotypes), subdivisé en 6 sous-
especes:

S. enterica sous-espéce enterica (1531 serovars)
ou sous-espece |
S. enterica sous-espéce salamae (505 serovars)
ou sous-espece |l
S. enterica sous-espece arizonae (99 serovars)
ou sous-espece llla
S. enterica sous-espéce diarizonae (336
serovars) ou sous-espece llib
S. enterica sous-espéce houtenae (73 serovars)
ou sous-espece IV
S. enterica sous-espéce indica (13 serovars) ou
sous-espéce VI

¢ S. bongori (22 sérovars)

NRC SALMONELLA - workflow
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Figure 1. Flux de travail au CNR Salmonella, 2022. AST,
antibioticum  Susceptibility Testing. WGS, Whole-Genome
Sequencing.

2.4 (GENO-) SEROTYPAGE

Le sérotype d'une Salmonella est déterminé par une
combinaison d'antigénes O somatiques, d'antigénes H
flagellaires et d'antigénes de surface (Vi) selon le schéma
de Kauffmann et White. Si nécessaire, des tests
biochimiques supplémentaires sont effectués pour confirmer
l'identification ou pour distinguer les différentes sous-
especes.

Depuis fin 2018, le CNR est passé au géno-sérotypage
développé eninterne et accrédité ISO15189, basé sur des
billes Luminex XTAG (Figure 2). Cette méthode permet
d’identifier les sérotypes les plus courants de Salmonella a
I'aide de marqueurs génétiques spécifiques du sérotype, a
partir d'un thermolysat issu d’'une culture pure. Le test est
divisé en quatre réactions multiplex pour maximiser la
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entabilité (Figure 2). Le module BASE peut identifier tous les
sérotypes qui doivent étre Iégalement suivis (cf. reglement
UE n ° 2160/2003 et conseil Belge 03-2012), et peut
simultanément orienter tout échantillon inconnu de
Salmonella vers un groupe d'antigénes O. Le contexte
technique de cette méthode est décrit en détail dans Gand
et al. (2020), Food Microbiol. 87:10339.

2.5 RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Le CNR teste la sensibilité aux antibiotiques des souches
humaines de Salmonella pour les 20 sérovars les plus
fréquents, conformément a I'échantillon présenté dans la
table 1. Dans le présent rapport, la multirésistance aux
médicaments est définie comme résistant a plus de trois
classes d'antibiotiques.

Tableau 1. Schéma de la sensibilité par sérovar.

Semaines
30-41 42-47 48-53
20 10 5
10 5 5

Serovar
1-24
ENTERITIDIS 5
TYPHIMURIUM 5
AGONA
ANATUM
BRANDENBURG
CHESTER
CORVALIS
DERBY
DUBLIN
HADAR
HEIDELBERG
INFANTIS
KENTUCKY
LIVINGSTONE
PANAMA
PARATYPHI
SAINTPAUL
STANLEY
TYPHI
VIRCHOW

25-29
10
10

Tous les échantillons récus

Hybridisation to magnetic beads

Agona
Anatum
Brandenburg

Derby
Minnesota
Serogrouping : 0:3 Senftenberg
mr::mmr. 04 O:7 O:8 0:9 0:21
Enteritidis
Bon Hadar Cholerassuis
—_— Infantis Livingstone
Paratyphi A Mbandaka
\_ﬁ' Paratyphi B (+ var. Java) Ohio
— Typhi Rissen
e Typhimurium
(+ var. monophasique)
MVirchow Enteritidis
(+ variant vaccinal)
biovar Gallinarum
biovar Pullorum
Q‘ ."’.".
~ o
* o e

Figure 2. Géno-serotypage des Salmonelles par la

Magnetic beads = )
méthode Luminex..

in sample

Depuis 2017, I'antibiogramme est établi par microdilution en
bouillon (Sensititre ™, Thermo Fisher), la valeur de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) étant déterminée
pour chaque antibiotique. Les valeurs de CMI sont
interprétées  conformément aux  recommandations
d'EUCAST, tandis que la norme CLSI est respectée en
'absence de parameétres (Institut de normalisation des
laboratoires).

Tableau 2. Antibiotiques testés par microdilution en bouillon

Antibiotique CODE Conc. Point limite de
Testée sensibilité
(mg/L) (mg/L)

AMPICILLINE | AMP 1-64 8.0
AZYTHROMYCINE AZI 2-64 ND*
CEFOTAXIME FOT 0.25-4 2.0
CEFTAZIDIME TAZ 0.5-8 1.0
CHLORAMPHENICOL CHL 8-64 ND*
CIPROFLOXACINE CIP 0.015-8 ND*
COLISTINE | COL 0.5-8 0.06
ERTAPENEM ETP 0.015-2 2.0
GENTAMICINE =~ GEN 0.5-16 0.5
MEROPENEM = MER 0.03-16 2.0
SULFAMETHOXAZOLE | SMX 32-1024 2.0
TETRACYCLINE TET 2-64 ND*
TIGECYCLINE &= TGC 0.25-8 ND*
TRIMETHOPRIM = TMP 0.5-16 ND*

* Pour linterprétation, ce rapport utilise les valeurs ECOFF pour
AZM (wt £ 16 pg/ml), CHL (wt £ 8 pg/ml), TCY (wt < 4ug/ml), SMX
(wt <256 pg/ml) et TGV (S < 1ug/ml).

2.6 TYPAGE MLVA

Le typage des souches de Salmonella enterica sérovar
Enteritidis avec la technique MLVA est effectué par le CNR
conformément a l'article de Hopkins, tandis que le sérovar
Typhimurium de Salmonella enterica est typé selon la
méthode de Lindstedt. En 2020, cette technique a été
appliquée a toutes les souches d'Enteritidis et Typhimurium.



2.7 SEQUENCAGE DU GENOME ENTIER

Dans certains cas, tels que les épidémies nationales ou
internationales, les souches sont ensuite examinées a l'aide
du séquencage de nouvelle génération (NGS). Dans ce cas,
I'ADN génomique est extrait avec le kit MgC Bacterial DNA
Kit™ avec un volume d'élution de 60 pl (Atrida, NL),
conformément aux instructions du fabricant. Les banques de
séquencage sont créées a l'aide du kit de préparation
d'échantillons d'ADN Illumina Nextera XT, puis séquencées
a l'aide d'un instrument lllumina MiSeq avec un protocole
250-bp paired-end (chimie MiSeq v3), conformément aux
instructions du fabricant.



SALMONELLA SURVEILLANCE

3.1 COLLECTION DE SOUCHES: NOMBRE
ET ORIGINE

3.1.1 NOMBRES DE SOUCHES

Au cours de l'année écoulée, le CNR a procédé au typage
d'isolats humains de Salmonella pour le compte de 136
laboratoires. En 2022, le CNR a regcu 2736 souches
humaines de Salmonella pour typage, ce qui représente
2417 cas uniques de salmonellose, soit une augmentation
de 14.8 % par rapport a 2021, approchant a nouveau les
niveaux prépandémiques (figure 3, ci-dessus). Par rapport
aux cing années précédentes, un nombre nettement plus
élevé d'échantillons de Salmonella a été regu au cours du
premier trimestre 2022 (figure 3, panneau 3).
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Figure 3. En haut : Nombre total de Salmonella spp. uniques
examinées au CNRC, indiqué pour la période 2007-2022. En
dessous : Résumé des nombres d'échantillons hebdomadaires et
mensuels/quotidiens au CNR au cours de la période 2010-2022 et
2022, respectivement, avec le pic notable en 2018 lié a la grande
épidémie de S. enterica serovar Typhimurium en mai 2018.

L'année derniére, 24 (1.0%) des souches soumises n'étaient
pas des Salmonella spp. Cette décision a été prise sur la
base de réactions biochimiques (Kligler-Hajna, uréase), de
I'absence d'agglutination lors du sérotypage avec le sérum
omnivalent et/ou du résultat du génosérotypage Luminex.
Aprés vérification par MALDI-TOF, la majorité a été
identifiée comme une autre Enterobacteriacae (E. coli ou
Citrobacter spp.).

3.1.2 DISTRIBUTION EN FONCTION DE L'AGE
ET DU SEXE

Comme les autres années, le sérotypage le plus fréquent a
été observé chez les enfants de moins de 5 ans (23,8 % des
cas), suivi par le groupe d'age entre 5 et 10 ans (13,1 %)
(figure 4). L'importance relative de ces groupes a
légérement diminué par rapport aux années précédentes. Il
n'y avait pas de différences significatives dans la distribution
entre les hommes et les femmes (M/F 0,9).

UNK Women Men
95-++
90-95
8589
80-84
75-79
70-74
65-69
60-84
55-59
50-54
4549
40-44
3539
30-34
25-29
20-24
15-19
10-14
05-09
00-04

AgeGroup [Years]

300 300

Reported cases

Figure 4. Pyramide des ages générée pour les souches confirmées
de Salmonella en 2022.

3.1.3 SPECIMENS

La majorité des souches de Salmonella (90.2%) ont été
isolées a partir de féces. En 2020, 4.1% des souches ont
été isolées du sang, ce qui est un nombre stable par
rapport aux années précédentes. L'origine des autres
souches est indiquée dans la table 3.

Tableau 3. Origine des isolats.

Specimen N %
FAECES 2181 90.2

SANG 98 4.1

URINE 62 2.6

FAECES+SANG 13 0.5

PUS 2 0.1

TISSUE 2 0.1

LIQUIDE PLEURAL 2 0.1
LIQUIDE PERITONEALE 1 0.05
LIQUIDE LUMBALE 1 0.05
ABCES 1 0.10




GAL 1 0.10
AUTRE/INCONNU 51 21

3.2. DISTRIBUTION DES SEROVARS

La table 4 présente les fréquences absolues et relatives de

tous les 199 sérovars identifiés en 2022.

Table 4. Sérovars identifiés en 2022.

. o2w |

SEROVAR | N %

PARATYPHIA | 3 0.12
SEROVAR N %

MONOPHASIC TYPHIMURIUM | 461 | 19.07

TYPHIMURIUM | 251 | 10.38

CHESTER = 31 1.28

DERBY = 21 0.87

PARATYPHI B VAR. L(+) TARTRATE+ | 15 0.62

AGONA | 14 0.58

STANLEY = 12 0.50

SAINTPAUL | 9 0.37

SCHWARZENGRUND | 5 0.21

BALL & 5 0.21

BRANDENBURG = 5 0.21

COELN = 3 0.12

BREDENEY = 4 0.17

HEIDELBERG | 3 0.12

INDIANA | 3 0.12

AGAMA | 2 0.08

KISANGANI | 2 0.08

ABONY | 2 0.08

CANADA 1 0.04

REMO | 1 0.04

SANDIEGO | 1 0.04

HAIFA 1 0.04

TINDA 1 0.04

READING | 1 0.04

STANLEYVILLE | 1 0.04

BRANCASTER | 1 0.04

KAAPSTAD | 1 0.04

PARATYPHIB | 1 0.04

ARECHAVALETA | 1 0.04

EPPENDORF | 1 0.04

KIAMBU | 1 0.04

KINGSTON = 1 0.04

SUBSPI[1 4,5:-] | 2 0.08

SUBSPI [l 4:v:-] = 2 0.08

SUBSPI [ 4:eh-] | 1 0.04

SUBSPI [l 4:b:-] | 1 0.04

SUBSPI[14,5:b:-] | 1 0.04

SUBSPI [ 4:-] | 1 0.04

SUBSPI[14,5:y-] 1 0.04

SUBSPI[14,5:y:1.7] 1 0.04

SUBSPI[14:-:1,2] 1 0.04
_mm—\

SEROVAR N %

INFANTIS = 36 1.49

BRAENDERUP = 26 1.08

LIVINGSTONE | 16 0.66

RISSEN | 11 0.46

VIRCHOW = 12 0.50

ORANIENBURG = 10 0.41

MONTEVIDEO = 8 0.33

THOMPSON = 5 0.21

MIKAWASIMA = 3 0.12

TENNESSEE = 4 0.17

MBANDAKA = 4 0.17

BAREILLY | 4 0.17

OHIO 2 0.08

STRATHCONA = 1 0.04

CONCORD = 2 0.08

LAROCHELLE = 2 0.08

ISANGI | 1 0.04

NIGERIA | 1 0.04

KORTRUK = 1 0.04

BONN = 1 0.04

osto 1 0.04

SUBSPI[I 7] = 4 0.17

SUBSPI[I 7:y:-] = 3 0.12

SUBSPI[I 7:-:1,5] = 2 0.08

SUBSPI [l 7:210:-] = 1 0.04

SUBSPI[I 7:eh:-] | 1 0.04

SUBSPI[16,7:-:1,5] 1 0.04

SUBSPI[I 7:d:-] 1 0.04

SubsplV [IV 6,7:236:-] 1 0.04

SUBSPII[I1 7:-:1,7] | 1 0.04

SUBSPI[I 7: Lv:-] = 2 0.08

SUBSPI[I 7:-:1.7] | 1 0.04

SUBSPI[I 7:fg,t-] | 1 0.04

SUBSPII[I1 7:2:1.5] 1 0.04
\

SEROVAR N %

NEWPORT 77 3.19
KENTUCKY 28 1.16

HADAR 17 0.70
BOVISMORBIFICANS 11 0.46

CORVALLIS 10 0.41
BLOCKLEY 6 0.25
MUENCHEN 3 0.12
LITCHFIELD 3 0.12
KOTTBUS 4 0.17
STOURBRIDGE 2 0.08
TAKORADI 3 0.12
BARDO 4 0.17
ALBANY 2 0.08
LABADI 1 0.04
DUNKWA 1 0.04
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APEYEME = 2 0.08
GATUNI 1 0.04

FILLMORE = 1 0.04
MOLADE = 1 0.04

CHAILEY = 1 0.04
GLOSTRUP | 1 0.04
SUBSPI[16,8:eh:-] = 8 0.33
SUBSPI [18,20:-:2,6] = 3 0.12
SUBSPI[18,20:i-] = 1 0.04
SUBSPI[16,8:--] 1 0.04
SUBSPI[16,8:,v:-] 1 0.04

_ﬂ_

SEROVAR N %
ENTERITIDIS . 955 39.51
TYPHI 23 0.95
DUBLIN 18 0.74

PANAMA = 8 0.33

NAPOLI =~ 9 0.37

DURBAN = 3 0.12

ONARIMON = 1 0.04

EASTBOURNE = 1 0.04

KAPEMBA = 1 0.04

AURELIANIS | 1 0.04

GUEULETAPEE = 1 0.04

SUBSPI[19:v:=-] = 8 0.33

SUBSPI[19:-+] = 4 0.17

SUBSPI[19:-:1,5] = 2 0.08

SUBSPI[19:,z13:] | 2 0.08

SUBSPII [Il 9:z42:1.7] 1 0.04
SEROVAR N %

HILLINGDON | 3 0.12

PLYMOUTH = 2 0.08

SUBSPII [11 9.46: = 1.7] = 1 0.04
SEROVAR N %

MUENSTER 6 0.25

LONDON = 5 0.21

GIVE 4 0.17

WELTEVREDEN | 2 0.08

ANATUM = 2 0.08

SUBERU = 2 0.08

UGANDA 1 0.04

VEILE 1 0.04

ONIREKE =~ 1 0.04

ZANZIBAR = 1 0.04

ORION = 1 0.04

OXFORD = 1 0.04

SUBSPI[13,10:,v:-] = 3 0.12

SUBSPI[13,10:r-] = 2 0.08

SUBSPI[13,10-:1,7] 2 0.08

SUBSPI[13,10: ,z13:-] = 1 0.04

SEROVAR N %
SENFTENBERG =~ 13 0.54
KOUKA = 3 0.12
LERUM = 1 0.04
SUBSPI[13,19:2-] = 1 0.04
SUBSPI[13,19:d-] 1 0.04
SUBSPI[13.19--:1.7] 1 0.04
o1
SEROVAR | N %
CHINGOLA = 2 0.08
RUBISLAW = 1 0.04
MOERS =~ 1 0.04
ADAMSTUA = 1 0.04
HEERLEN = 1 0.04
SUBSPI[I 11: 24,223:-] = 1 0.04

m—

SEROVAR N %
POONA 5 0.21
TELELKEBIR = 5 0.21
DURHAM = 4 0.17
KEDOUGOU = 3 0.12
AJIOBO 2 0.08
HAVANA = 2 0.08
AGBENI 1 0.04
MISHMARHAEMEK =~ 1 0.04
IDIKAN =~ 1 0.04
SUBSPI[113,23:d:-] = 1 0.04
SUBSPII [Il 13,23:z:-] = 1 0.04
SEROVAR N %
HVITTINGFOSS =~ 4 0.17
WELIKADE =~ 1 0.04
TEES 1 0.04
HULL 1 0.04
ORIENTALIS =~ 1 0.04
SUBSPI[116:d:-] 1 0.04
SUBSPII [Il 16:m,t-] = 1 0.04

m_

SEROVAR N %
SUBSPII [Il 17:b:e,n,x,z15] 1 0.04

SEROVAR N %
MINNESOTA 1 0.04
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|
|

SEROVAR N %
LUCKENWALDE 2 0.08
TELAVIV 1 0.04
UMBILO 1 0.04
POMONA 1 0.04
SUBSPI[128:-] 1 0.04
SUBSPI [1 28:y:-] 1 0.04
LUCKENWALDE 2 0.08

SEROVAR N %
SOERENGA 1 0.04
ANGODA 1 0.04

SEROVAR N %
ADELAIDE 1 0.04

SEROVAR N %
HOFIT 1 0.04

0:40 (R)

SEROVAR N %

JOHANNESBURG 1 0.04

SEROVAR N %
SUBSPII [I 42:b:e,n,x,z15] 1 0.04
SUBSPII [Il 42:r:-] 1 0.04

0:43 (V)

SEROVAR N %
ORLEANS =~ 1 0.04
SUBSPI [1 43:2,10] = 1 0.04

0:47 (X)

SEROVAR N %
SUBSPI[147: 24223:-] | 1 0.04
SUBSPIIIb [Illb 47:k:z35] = 1 0.04

0:48 (Y)

SEROVAR N %
Subspllib [IlIb 48:k :235] 1 0.04
SubspVI [VI 48:210:1,5] 1 0.04

SEROVAR N %
Subspllilb [lllb 50:-:-] 1 0.04
SubsplV [IV 50:9,251:-] 1 0.04

SEROVAR N %
Subspllib [lllb 53:-:-] 1 0.04

SEROVAR N %
STEINWERDER 1 0.04

SEROVAR N %
SUBSPII [I1 58:1z13,228:26] 1 0.04

SEROVAR N %
Subsplllb [lllb 61:1,v:1,5,7] 2 0.08
Subspllib [Illb 61:i:Z53] 1 0.04
Subspliib [lI1b61:-:1,5] 1 0.04
Subsplilb [lllb 61:1,v:z35] 1 0.04

SEROVAR N %
Subsplilb [lllb 65: c: z] 1 0.05

NOT TYPABLE

N %

NOT TYPABLE 6 0.25

Les figures 5 et 6 présentent les fréquences relatives des 18
principaux sérovars de Salmonella par rapport aux six
années précédentes (2016-2022).

IBien gu'aucun changement significatif dans la distribution
des sérotypes parmi les souches humaines de Salmonella
n'ait été observé pendant la pandémie, c'est le cas en 2022.
L'année derniére, pour la premiére fois depuis plus de dix
ans, la majorité des souches (42,0%) appartenait au
sérogroupe principal O:9 (D1), la grande majorité (955/1038)
étant identifiée comme S. enterica serovar Enteritidis.
L'augmentation observée de ce sérotype (25,7% en 2021)
s'est donc fortement poursuivie en 2022 (42%, Figure 5).
Nous renvoyons a la section 3.3 pour une discussion sur
cette prévalence élevée. Cette augmentation s'accompagne
d'une diminution frappante de la prévalence du sérovar
Typhimurium, qui passe de 21,3 % en 2019 a 10,4 % en
2022. La prévalence de la variante monophasique reste
stable autour de 20 % (Figure 5).
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Figure 5. Pourcentage de fréquence relative des 3 principaux
sérotypes de Salmonella en 2021 par rapport a 2016-2022.
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Dans le groupe des sérotypes moins courants, quelques
observations notables ont également été faites. La forte
augmentation du sérovar Newport s'est poursuivie en 2022,
avec 77 isolats uniques (3,2 %) en 2022. Apres le pic du
sérovar Dublin (O:9) en 2020, qui représentait 1,9 % du
nombre total d'isolats, la proportion de ce sérotype invasif a
de nouveau diminué pour atteindre 0,7 % en 2022. Les
Iégéres augmentations précédentes des sérotypes Infantis
(O:7), Stanley (0:4) et Brandenburg (O:4) se sont également
normalisées (Figure 6). Pour les deux derniers,
'augmentation était due a un foyer "aigu" dont la source
d'infection a depuis disparu (voir les rapports annuels
précédents).

INFANTIS NEWPORT DERBY KENTUCKY

1 V

2016 2018 2020 2022 2016 2018 2000 2022 2016 2018 2020 2022 2016 2018 2020 2022

Serotype %
~

LIVINGSTONE CHESTER

& |
2

2006 2018 2020 2022 2016 2018 2020 2022 2006 2018 2020 2022 2016 2018 2020 2022

STANLEY PARATYPHI B VAR.
2 L{+) TARTRATE+

|

2016 2018 2020 2022 20016 2018 2020 2022 2016 2018 2020 2022 2016 2018 2020 2022

BRANDENBURG BRAENDERUP

Serotype %

Figure 6. Pourcentage de fréquence relative des 16 principaux
sérotypes de Salmonella par rapport a 2016-2022.

Aprés la forte baisse des prévalences des sérotypes
Chester (0:4) et Kentucky (0:8) en 2020,
vraisemblablement en raison du caractére lié aux voyages
de ces infections, ces sérotypes sont revenus a des niveaux
pré-pandémiques. Les souches typhoidiques représentaient
au total 1,12 % (27/2417) de I'ensemble des souches, contre
0,39 % en 2021. Elles se répartissent entre Typhi (0,95 %),
Paratyphi A (0,12 %) et Paratyphi B (0,04 %). Le

pourcentage de souches typhoides est toujours plus faible
par rapport a 2019 (1,8%).

Enfin, 6/2417 (0,25%) des souches soumises ont été
identifiées comme Salmonella mais classées comme non
typables. Dans ces souches, aucun sérotype n'a pu étre
identifié par auto-agglutination avec les sérums.

3.3. R’EPARTITION GEOGRAPHIQUE ET
EPIDEMIE

3.3.1 NIVEAU NATIONALE

La figure 7 donne un apercu de la répartition géographique
des salmonelloses humaines. En 2022, tous sérotypes
confondus, le nombre moyen de cas confirmés entre les
régions était tres similaire avec 21,7/100000 habitants en
Flandre, 18,4/100000 a Bruxelles et 17,6/100000 en
Wallonie.

. 105 - 135
B 135-177  Incidence [Cases / 1E5 inhabitants]

Figure 7. Incidence de I'ensemble des salmonelloses humaines
par district (en haut) et par municipalité (en bas), sur la base du
nombre de cas confirmés par le CNR. Pour 100 000 habitants,
période 2022.
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Sur la base des données du CNR, trois augmentations
notables des sérotypes et/ou des profils MLVA sur une
courte période ont été observées en 2022.

(1) Une augmentation inhabituelle du sérovar Newport a été
observée au cours des mois de janvier et février (30 cas).
L'analyse NGS a confirmé qu'il s'agissait d'un groupe de cas
guasi-identiques. Une alerte européenne a été lancée, mais
aucune correspondance n'a été trouvée dans d'autres pays
(2022-FWD-00015). Des recherches plus approfondies sur
la source possible par I'analyse d'échantillons alimentaires
et vétérinaires existants et par l'interrogation des personnes
impliquées n'ont rien donné non plus. Aprés cette bréeve
augmentation, le nombre de cas identifiés s'est a nouveau
normalisé.

(2) En 2022, une trés forte augmentation (464 cas) de
Salmonella Enteritidis présentant le profil MLVA 2-11-7-3-2
a été observée au CNR. Le pic a eu lieu principalement au
cours des 5 premiers mois de l'année et s'est étendu a
I'ensemble du territoire. Apres des analyses NGS sur une
sélection d'échantillons, un cluster a été identifié. Une
recherche plus approfondie de la source possible par
I'analyse d'échantillons alimentaires et vétérinaires existants
et par linterrogation des personnes impliquées dans un
foyer local spécifigue dans le Hainaut a permis de trouver
une correspondance avec un grand élevage de poules
pondeuses belge.

(3) Une épidémie de salmonellose a été signalée début
septembre dans une ferme d'Anvers. Au total, des
échantillons positifs ont été trouvés chez 10 nourrissons et
2 jeunes adultes. Dans tous les cas, il s'agissait de
Salmonella du sérovar Typhimurium avec le profii MLVA
rare 3-16-14-NA-0311. Le dépistage des vaches présentes
dans l'exploitation a également révélé la présence d'une
Salmonella du sérovar Typhimurium présentant le méme
profil MLVA.

3.3.2 NIVEAU INTERNATIONALE

(1) Mi-février, un cluster de Salmonella Typhimurium
monophasique chez de jeunes enfants (2022-FWD-00014)
a été signalé par le Royaume-Uni via le systeme d'alerte
européen. Un mois plus tard, les investigations et
I'interrogatoire des patients ont révélé qu'il s'agissait de
produits chocolatés dont le site de production se trouvait en
Belgique. Au cours de la méme période, le CNR a observé
une augmentation frappante du nombre de Salmonella
Typhimurium monophasiques de deux types MLVA rares (3-
11-14-NA-0211 et 3-8-10-NA-0211). L'analyse NGS a
permis de relier les cas de MLVA de type 3-11-14-NA-0211
a l'ensemble des cas signalés par le Royaume-Uni (et,
entre-temps, par d'autres pays européens). La souche de
lautre type de MLVA a également été observée
simultanément dans les autres pays ou les patients ont
déclaré avoir consommé les mémes produits chocolatés que
ceux du groupe 1. Compte tenu de la période
potentiellement critique juste avant Paques et de la nature
des produits suspects (ceufs en chocolat), aucun risque n'a
été pris et tous les lots suspects ont été bloqués ou rappelés.

Des analyses de séquences d'isolats de Salmonella
provenant de la chocolaterie belge ont montré que l'infection
simultanée par les deux souches génétiguement non

apparentées était a l'origine de I'épidémie internationale. Au
total, cette épidémie a entrainé 455 cas confirmés dans le
monde, dont plus de 80 % chez des enfants de moins de 10
ans et qui ont nécessité une hospitalisation dans 28 % des
cas. En Belgique, 66 cas ont été identifiés, 41 appartenant
au groupe 1 et 25 au groupe 2. Apres avoir pris des mesures
approfondies dans la chocolaterie, aucun nouveau cas n'a
été observé.

(2) En septembre, la France a signalé une augmentation
d'un sérotype S. Ball, par ailleurs rare, par le biais du
systeme d'alerte européen. Au total, 38 cas ont été
confirmés entre juillet et octobre, dont 4 en Belgique. Malgré
les efforts internationaux, la source n'a pas pu étre
retrouvée..

3.4. SALMONELLA SPP. INVASIVES

Le CNR a recu un total de 98 isolats uniques provenant
d'hémocultures en 2022, une proportion similaire a celle des
années précédentes. L'observation la plus frappante est que
31,6% des isolats invasifs sont de sérotype S. Enteritidis
(31/98). Outre S. Typhi, les sérovars les plus invasifs (n>2)
en Belgique sont S. Dublin (55,6%), S. Chester (19,4%) et
S. Virchow (33,3%). Parmi le sérovar Typhimurium
prévalent, seuls 1,5% des isolats sont associés a des
infections invasives (Tableau 5).

Tableau 5. Bactériémies liées & Salmonella, 2022. Le nombre
absolu d'isolats par sérotype et la fraction du nombre de bactéries
pour les différents sérotypes sont indiqués.

SEROTYPE
Nbioed Nitot %
ENTERITIDIS 31 955 3,2
TYPHI 12 23 52,2
DUBLIN 10 18 55,6
CHESTER 6 31 19,4
TYPHIMURIUM 6 251 2,4
TYPHIMURIUM MONOF. 5 461 1,1
VIRCHOW 4 12 33,3
AGONA 2 14 14,3
BREDENEY 2 4 50,0
HVITTINGFOSS 2 4 50,0
ORANIENBURG 2 10 20,0
PARATYPHI A 2 3 66,7
PARATYPHI B VAR. L(+) 2 15 13,3
TARTRATE+
BOVISMORBIFICANS 1 11 9,1
CANADA 1 1 100,0
COELN 1 3 33,3
CONCORD 1 2 50,0
DURHAM 1 4 25,0
INFANTIS 1 36 2,8
KENTUCKY 1 28 3,6
PANAMA 1 8 12,5
SCHWARZENGRUND 1 5 20,0
STANLEYVILLE 1 1 100,0
SUBSPI 1 66 1,5
NOT TYPABLE 1 14 7,1
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3.5. INFECTIONS LIEES AU VOYAGE NEWPORT 1
PARATYPHI A 1
i L. India VIRCHOW 1
Comme prévu, un peu plus de salmonelloses IJees aux TYPHI 1
voyages ont été détectées qu'en 2021. Cette année, 5,3 %
(128/2417) des échantillons de Salmonella investigués ENTERITIDIS 1
étaient liés & un séjour récent & I'étranger, contre 2,7 % en PARATYPHI A 1
2021, atteignant & nouveau le niveau prépandémique (5,2 % Thailand SUBSPI [I 9:-:1,5] 1
d'infections liées aux voyages en 2019). Ces souches PARATYPHI A 1
importées provenaient de 46 pays différents et couvraient BREDENEY 1
toutes des cas individuels (tableau 6). Le plus grand nombre NEWPORT 1
de souches uniques a été isolé chez des patients ayant Bangladesh PARATYPHI A 1
séjourné récemment au Maroc (n=13) et en Turquie (n=17). Indonesia APEYEME 1
Le nombre de souches provenant d'Afrique (n=50) et
dEurope (n=42) est smiare. B
Spain ENTERITIDIS 2
Tableau 6. Souches de Salmonella liées a un récent séjour a MONOPHASIC TM 1
I'étranger, 2022. MISHMARHAEMEK 1
France ENTERITIDIS 2
TYPHIMURIUM | 1
Serovar N MONOPHASIC TM 1
Marocco CHESTER 5 Turkey ENTERITIDIS 14
ENTERITIDIS 5 VIRCHOW 2
KENTUCKY 2 TYPHIMURIUM 1
LONDON 1 RUBISLAW 1
Senegal TYPHI 3 Greece STOURBRIDGE 2
AURELIANIS 1 SUBSPI [I 3,10:-:1,7] 1
VIRCHOW 1 Israel ENTERITIDIS 2
CHESTER 1 Portugal TYPHIMURIUM 1
KENTUCKY 1 Malta LITCHFIELD 1
Egypt ENTERITIDIS 3 Romania TYPHIMURIUM 1
HEIDELBERG 1 Switzerland TYPHIMURIUM VAR.
HADAR 1 0:5- 1
Cameroon TYPHIMURIUM 1 MONOPHASIC TM 1
STANLEYVILLE 1 Croatia ENTERITIDIS 1
LAROCHELLE 1 Slovakia ENTERITIDIS 1
SPECIES 1 Georgia ENTERITIDIS 1
Benin CORVALLIS 1 Macedonia SUBERU 1
SO _ Italy MONOPHASIC TM 1
United Arabic ENTERITIDIS 1
Emirates MONOPHASIC TM 1
. s
Gambia SUBSPI [I 3,10:1,v:-] 1 Mexico TYPHI )
INFANTIS 1
Niger DURBAN 1 TE%T\)I/F?SLSI\SI i
AGONA 1
Rwanda NEWPORT 1 AL L
Cote d'lvoire ENTERITIDIS 1 BREDENEY !
Qatar TYPHI 1 LSO L
Mali ENTERITIDIS 1 MINNESOTA !
Mauritania TEES 1 - L2l 2
Djibouti SENFTENBERG 1 United Statets MONOPHASIC TM 1
Congo TYPHIMURIUM 1 Dom. Republic ENTERITIDIS 2
Guinea ENTERITIDIS 1 El Salvador SUBSPI [I 9:-:1,5] 1
Tanzania KENTUCKY 1 Peru o0l (s 1
Tunesia ENTERITIDIS 1 Curacao ENTERITIDIS 1
Ghana PLYMOUTH 1 Cuba NEWPORT 1
Kenya ENTERITIDIS 1 - BRAENDERUP e
Liberia ENTERITIDIS 1 Brazil COELN 1
TYPHI 1
MOERS 1

Pakistan

TYPHI

2
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3.6. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Bien que la salmonellose soit une maladie autolimitée, un
traitement par antibiotique est nécessaire en cas d'infection
extra-intestinale invasive a Salmonella, chez les patients a
haut risque ou chez les patients présentant des symptémes
graves ou prolongés. Le traitement standard actuel est basé
sur la Ciprofloxacine (500 mg), le Cotrimoxazole (960 mg)
ou la Ceftriaxone (1g IV) pendant 5-7 jours.

La surveillance annuelle de la résistance aux antimicrobiens
(RAM) chez Salmonella est donc nécessaire pour des
raisons de santé publique. Dans le passé, la résistance était
principalement liée a un élément génétique chromosomique
appelé IMlot génomique 1 de Salmonella (SGI-1). Cet
élément est a l'origine de la penta-résistance [R-ACSSuT :
résistance a Il'ampicilline, au chloramphénicol, a la
streptomycine, aux sulfamides et a la tétracycline], apparue
au début des années 1980 en Angleterre et au Pays de
Galles et principalement associée au phage S. enterica
serovar Typhimurium de type DT104. Dans les années
1990, elle était présente dans le monde entier sous de
nombreux sérotypes, mais elle a depuis décliné. Parmi les
tendances mondiales plus récentes, citons (i) 'augmentation
de la résistance aux fluoroquinolones (FQ) telles que la
ciprofloxacine, (ii) I'tmergence sporadique d'une résistance
aux céphalosporines a large spectre et (iii) la résistance
présumée a la colistine liée au plasmide, causée par des
variantes du gene mcr.

Depuis 2000, une surveillance systématique de la sensibilité
aux antibiotiques de Salmonella est menée par le Centre
national de référence. Depuis 2017, des changements
importants ont été apportés au protocole de routine pour la
surveillance de la RAM au CNR. Tout d'abord, le calendrier
des sérotypes a tester a été élargi pour inclure les sérotypes
qui sont globalement associés a la RAM. En outre,
I'antibiogramme de tous les isolats invasifs a été déterminé,
ainsi que celui de toutes les salmonelloses associées aux
voyages.

Ensuite, on est passé de la diffusion sur disque a la
microdilution en bouillon en utilisant des plaques Sensitire
(Thermo Scientific) fabriquées sur mesure. La raison en est
double :

- Pour tester la résistance a la colistine, ce qui n'était pas
possible avec la diffusion sur disque.

- Déterminer les valeurs de CMI pour chaque combinaison
bactérie-antibiotique, afin de permettre la comparaison avec
des souches indicatrices provenant de l'alimentation et du
bétail.

Dans ce rapport, la multirésistance (MDR) est définie
comme la résistance a plus de trois classes différentes
d'antibiotiques.

En 2022, 1078 souches humaines de Salmonella ont été
testées pour leur sensibilité aux antibiotiques. Toutes les
données sont résumées dans les tableaux 7-8 et les figures
10-11.

Tableau 7. Apercu du nombre de souches pour lesquelles
I'antibiogramme a été déterminé, par sérovar, avec indication du
pourcentage de MDR (résistant a plus de trois classes
d'antibiotiques) et de souches pan-sensibles.

Sérovar Ntested MDR Pan-S
(%) (%)
ENTERITIDIS 366 2.5 63.7
TYPHIMURIUM 337 25.2 11.3
NEWPORT 65 3.1 86.2
INFANTIS 33 424 27.3
KENTUCKY 27 44.4 18.5
CHESTER 25 8.0 16.0
TYPHI 23 21.7 30.4
DERBY 20 10.0 60.0
DUBLIN 18 0.0 5.6
BRAENDERUP 16 0.0 75.0
AGONA 14 7.1 85.7
HADAR 14 0.0 21.4
LIVINGSTONE 14 7.1 64.3
PARATYPHI B VAR. L(+
TARTRAT(Ei 13 0.0 769
VIRCHOW 12 0.0 41.7
ORANIENBURG 10 0.0 100.0
STANLEY 10 0.0 80.0
SAINTPAUL 9 44.4 55.6
CORVALLIS 8 25.0 25.0
BRANDENBURG 4 0.0 50.0
BREDENEY 4 50.0 50.0
POONA a4 0 75
BOVISMORBIFICANS 3 0.0 66.7
HVITTINGFOSS 3 0 100
LONDON 3 0 66
HEIDELBERG 2 50 50
DURBAN 2 0 100
MUENSTER 2 0 100
PARATYPHI A 2 0 0
CANADA 1 0 100
COELN 1 0 100
CONCORD 1 0 100
LITCHFIELD 1 0 100
MISHMARHAEMEK 1 0 100
MUENCHEN 1 0 100
ORIENTALIS 1 0 100
PANAMA 1 0 100
PLYMOUTH 1 0 0
RUBISLAW 1 0 100
SCHWARZENGRUND 1 0 100
SENFTENBERG 1 0 100
STANLEYVILLE 1 0 0
TEES 1 0 100
THOMPSON 1 0 100
SALMONELLA spp. | 1078 13.1 44.1
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Figuur 11. Carte thermique spécifique au sérovar pour la résistance aux antibiotiques (%). Voir le tableau 2 pour la signification des
abréviations. Les seuils de résistance aux CHL, AZM, SMX et TGC ont été fixés a 8 pg/ml, 16 pg/ml, 256 pg/ml et 1 pg/ml, respectivement,

sur la base des valeurs ECOFF.

Les résistances les plus fréquentes sont celles a I'ampicilline
(33.1%), aux sulfamides (31%) et a la tétracycline (31.8%),
avec de grandes différences entre les différents sérovars
(Tableau 7, Figure 11).

Tableau 8. Non-susceptibilité globale (%) des Salmonella spp.
humaines en Belgique. Les seuils de résistance aux CHL, AZM,
SMX et TGC ont été fixés a 8 pg/ml, 16 pg/ml, 256 pg/ml et 1
pg/ml, respectivement, sur la base des valeurs ECOFF. Voir le
tableau 1 pour la signification des abréviations des différents
antibiotiques.

Class Antibiotic 2022
B-lactams AMPICILLINE 33.1

CEFOTAXIME 1.6

CEFTAZIDIME 2.0

MEROPENEM 0.0

ERTAPENEM 0.0

Protein synthesis CHLORAMPHENICOL 11.6

inhibitors GENTAMICINE 4.4
TETRACYCLINE 31.8

TIGECYCLINE 3.0

AZYTHROMYCINE 0.7

Gyrase inhibitors CIPROFLOXACINE 21.3
Cell wall inhibitor COLISTINE 10.2
Folate Synthesis SULFAMETHOXAZOLE 31.0
TRIMETHOPRIM 10.9

En 2020, un total de 13.1% de tous les isolats belges de
Salmonella étaient MDR (tableau 7). Le sérovar le plus
résistant reste S. Kentucky avec 44% d'isolats MDR, mais il
s'agit la encore d'une diminution de 14% par rapport a
I'année derniére. La prévalence de la MDR dans le sérotype
Typhimurium était de 25 %.

Ciprofloxacin
— Azithromycin

35 = Cefotaxime
Cotrimoxazole
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Figure 11. Evolution de la résistance (%) des Salmonella spp.
humaines a quatre antibiotiques cliniquement importants, 2004-
2022. L'augmentation pour la résistance a la Ciprofloxazine en
2017 peut s'expliquer par le passage a une nouvelle méthodologie
pour les antibiogrammes, voir le texte pour plus d'explications.

0

En 2022, les taux de résistance les plus élevés ont été
mesurés chez S. Infantis, avec 10/33 souches présentant
une résistance a au moins 6 antibiotiques testés. Trois
souches étaient résistantes a 9/14 antibiotiques testés, et
seulement sensibles a la colistine et aux carbapemens.
Seule une souche de S. Kentucky était également résistante
a 9/14 antibiotiques. Une autre observation a été la
résistance élevée (7/14) de trois isolats du rare sérotype
Saintpaul.

En ce qui concerne les antibiotiques individuels, les
observations suivantes ont été faites :

Aprés une baisse de quatre ans, la résistance a la
ciprofloxacine a de nouveau augmenté (Figure 10). La
proportion de Salmonella spp faiblement résistantes
(0,06<MICCIP<2 pg/ml) est passée de 11,7 % en 2021
a 17,3 % (188/1083) en 2022. En outre, le groupe
d'isolats hautement résistants est passé de 1,5 % en
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2021 a 3,8 % (42/1083) de I'ensemble des Salmonella
spp. testées en 2022. Cette résistance élevée est
principalement associée a la souche résistante S.
Kentucky, de sorte que cette augmentation peut étre
directement liée a la prévalence accrue de ce sérotype
(Figure 6).

La résistance aux macrolides a été testée depuis 2017
et reste a un niveau basal faible (<5%).

Une résistance significative a la colistine a été observée
principalement chez les sérovars 0O:9 Dublin et
Enteritidis, qui ont une résistance inhérente plus élevée
a cet antibiotique. Une résistance a également été
observée dans des isolats de ser. Typhimurium (n=1),
Kentucky (n=1), Chester (n=1) et Infantis (n=1).

En 2022, 16 isolats au total ont été identifiés avec une
sensibilité réduite aux céphalosporines indicatrices, trois
isolats de S. Typhi présentant également une sensibilité
réduite a I'Ertapenem (CMI 0,12-0,25 pg/ml). Ces
souches appartenaient aux sérovars Kentucky (n=3),
Infantis (n=3) Typhi (n=3), Enteritidis (n=2) ; Hadar (n=1),
Newport (n=1), Virchow (n=1) et Heidelberg (n=1).

BLSE ont été trouvées dans chacune des souches
résistantes a la ceftazidime, avec une grande diversité :
blaCTX-M-15 (n=4), blaCTX-M-65 (n=3), blaSHV-12
(n=1), blaCTX-M-14b (n=1), blaCTX-M-9 (n=1), blaCTX-
M-55 (n=1), blaTEM-135 (n=1), blaTEM-176 (n=1), et
blaCMY-2 (n=1).

Dans les trois souches de S. Typhi présentant une
sensibilité¢ réduite a I'ertapénéme (0,06<MIC<0,25),
aucune carbapénémase spécifique n'a été retrouvée en
dehors de blaCTX-M-15.0n peut supposer que cette
réduction de la sensibilité est liée a la perte de porines.

3.7. TYPAGE MLVA

En 2022, le profil MLVA a été déterminé pour un total de
954souches isolées de S. enterica serovar Enteritidis. En
2022, 104 profils MLVA différents ont été observés.
e Les cing profils les plus fréquents sont :

0 2-11-7-3-2 (48.6%)

0 2-10-7-3-2 (7.4%)

0 3-9-5-4-1 (6.8%)

0 3-11-5-4-1 (5.3%)

2-12-7-3-2 (4.0%)

Twee groepen van verwante profielen, enerzijds 3-(9/10/11)-
5-4-1 en anderzijds 2-(9/10/11/12)-7-3-2 zijn samen
verantwoordelijk voor drievierde van de geobserveerde S.
enterica serovar Enteritidis salmonellosis. Zoals in paragraaf
3.3.1 werd toegelicht werd er voor beide frequentste types
een link aangetoond met de pluimveesector.

By

OoEmEmE

1

Figuur 12. Résumé des analyses MLVA pour S. enterica serovar
Enteritidis. Minimal Spanning Tree (MST) des différents profils entre
2018 et 2022.

En 2022, le profil MLVA a été déterminé pour un total de 708
souches isolées de S. enterica serovar Typhimurium.
241profils MLVA différents ont été observés.

Les profils 3-11-14-NA-0211 (N=41, 5,8%) et 3-12-9-NA-
0211 (N=36, 5,1%) ont été observés le plus souvent en 2022
et ont été liés a un uibraak chez un producteur de chocolat
(voir section 3.3.1).

Les cing principaux profils de 2021 sont :
0 3-11-14-NA-211 (5.8%)
3-12-9-NA-211 (5.1%)
3-8-10-NA-211 (3.5%)
3-12-11-NA-211 (2.7%)
3-13-11-NA-211 (2.4%)

O 0OO0O0
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Figuur 13. Apercu des analyses MLVA pour S. enterica
serovar Typhimurium (en haut) et S. enterica serovar
Typhimurium monophasique (en bas). Minimal Spanning

Tree (MST) des différents profils entre 2018 et 2022.
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4. Research & Development (ENG)

4.1 ONGOING RESEARCH PROJECTS AT THE NRC SALMONELLA

We are leading the OHEJP Full Force project (2020-2022). Current European monitoring systems for
antimicrobial resistance (AMR) fall short in dissecting clonal from horizontal transmission of AMR genes.
Although an increasing emphasis is put on genomic-based surveillance, mobile genetic elements (MGES)
remain challenging to reconstitute due to their chimeric, modular and repetitive nature. These MGEs often
encode resistance to critical antibiotics and can spread within or across species and genera, making them a
central part of any AMR transmission study.

The FULL_FORCE consortium will broadly introduce single molecule real-time (SMRT) sequencing in EU
veterinary and public health institutes. This technology allows real-time sequencing with long sequence reads,
providing additional information of where a read should be placed in the genome. Building on JPIAMR’s
SOLIDNESS results, we will harmonize, build and test each institute’s SMRT sequencing capacity. We will
apply this knowledge on six study cases which will greatly profit from MGE sequencing, incl. samples isolated
in the context of national surveillance programmes, EFFORT and ARDIG projects. This will be followed up by
detailed investigation of prominent MGEs, and by applying this knowledge to modelling efforts of AMR
dynamics in closed production systems. At the same time, high-quality MGEs sequencing will provide an
excellent dataset to test the performance of public and in-house developed tools for MGE typing, and to study
associations between AMR genes and MGEs in metagenomic datasets from the EFFORT project.

We patrticipate in the OHEJP ADONIS project (2020-2022). Salmonellosis remains the second most common
zoonosis in humans in the EU despite a significantly long-term decreasing trend in human cases since 2008.
In recent years this decreasing trend has levelled off. In laying hens, the prevalence of positive flocks for the
target serovars, and especially for S. Enteritidis, has also increased after a long period of documented
reduction. Several hypotheses have been made, including more complete reporting and improvements in the
surveillance of human salmonellosis, premature relaxation of Salmonella control measures at primary
production, possible deficiencies in the enforcement of existing control measures and sensitivity of statutory
sampling programmes, and changed/increased exposure patterns.

The ADONIS project will identify determinants underlying the stagnation/reversal of the decreasing trend in
Salmonella Enteritidis incidence in humans and poultry in the EU. We will apply a cross-sectorial approach in
which we investigate possible explanatory factors at the levels of primary production, epidemiology/exposure,
and the pathogen itself. This will all be done over the period that spans the observed turning stagnation point.
At the primary production level, the project will evaluate possible changes in flock management and possible
insufficiencies in control measures implemented to date in poultry farms related to the implementation of
vaccination programmes as well as the application of strict farm hygiene controls and sensitivity of the statutory
sampling implemented in commercial flocks. At the public health level, this project will evaluate national
surveillance systems for S. Enteritidis in humans, assess changes over time regarding epidemiological
characteristics, and calculate the total reservoir output exposure loads. At the pathogen level, we will assess
whether the recent plateau in salmonellosis incidence in Europe could be related to the genetic variation of the
Salmonella bacterium, primarily S. Enteritidis, such as the emergence or clonal expansion of specific bacterial
strains with increased fitness in the form of e.g. increased bacterial division, increased virulence or antibiotic
resistance. Finally, the data and information gathered will be ranked and prioritized by a Multi-Criteria Decision
Analysis (MCDA) modelling

Alaa Albasiony started a PhD project on Salmonella Kentucky (2020-2022). Salmonella enterica serovar
Kentucky (S. Kentucky) is a common causative agent of gastroenteritis in humans. It is one of most notorious
Salmonella serotypes, as it is strongly associated with antimicrobial resistance. Ciprofloxacin-resistant S.
Kentucky (CIPR S. Kentucky) belongs to a single sequence type (ST198), which recently acquired
chromosomally encoded blaCTX-M-14b and spread across the EU continent, which was subject to Urgent
Inquiry (UI-464) of the ECDC. This PhD research elucidates this transposition from plasmid-borne to
chromosomal resistance in single-cell resolution, and investigate several factors that drive the resistance
acquisition. The promoter is Prof. Abram Aertsen (KULeuven).



The HERA-BE-WGS project continues to improve the management and exchange of microbial genomic and
clinical/epidemiological data by establishing an overarching national eHealth architecture, called Be-HERA.
This landscape consists of a central data warehouse for data collection and storage of National Reference
Centre (NRC) data (i.e. clinical, epidemiological, and classical microbiological results) and genomic
microbiological results, as well as a central BiolT platform and a central NRC platform. The harmonized,
standardized processing and reporting of these data types in Be-HERA facilitates the timely and efficient
identification of possible new variants or other emerging infectious diseases. The current HERA initiative for
infectious diseases will focus on data exchange and retrieval for reporting to various public health stakeholders.
Data export is key in enabling the use of existing surveillance and visualization tools outside the healthdata.be
platform and ensure national and international reporting.

Additionally, there is also a need for a minimum data flow besides the microbial genomic data to the central
BiolT platform, which will allow the use of genomic analysis software to perform automated cluster detection
and interactive cluster exploration, preferably to be made available in the NRC platform environment at a later
stage of the project. Data governance and authentication for access to data in all components of the national
eHealth infrastructure is crucial, and procedures are defined in consultation with experts both within and
outside Sciensano.

The concrete data architecture, its infrastructures and the data flows between these infrastructures is described
below:

Data providers Data processing and storage Data reporting
General public
Clinical lab R
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Legend:

Other data sources
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Epidemiological data is collected at the level of the National Reference Centers (NRCs) and sent to Healthdata.be.
Genomic data will be transferred to the BiolT platform where primary processing of the results will occur. From
the central BiolT platform, genomic data are sent to the central NRC platform whereby connectivity is in place with
the Healthdata.be platform to combine clinical, epidemiological, and microbial genomic data within the NRC
platform according to their mandates. The Healthdata.be platform covers the pseudonymized data warehouse that
can be used for data reporting and research.More information can be found here
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4.2 PEER-REVIEWED PUBLICATIONS (2022)

Changing epidemiology of Salmonella Enteritidis human infections in the Netherlands
and Belgium, 2006 to 2019: a registry-based population study.

Chanamé Pinedo L, Franz E, van den Beld M, Van Goethem N, Mattheus W, Veldman K, Bosch T, Mughini-
Gras L, Pijnacker R. Euro Surveill. 2022 Sep;27(38):2101174.

Salmonellosis remains the second most common zoonosis in the European Union despite a long-term decreasing
trend. However, this trend has been reported to have stagnated in recent years, particularly for Salmonella enterica
serotype Enteritidis (SE).AimTo describe temporal changes in the incidence of SE human infections, and in its
associated factors between 2006 and 2019. In addition, we aim to determine which factors influenced the
stagnated trend seen in recent years.MethodsData on culture-confirmed SE human infections from national
surveillance registries in the Netherlands and Belgium between 2006 and 2019 were analysed using multivariable
negative-binomial regression models with restricted cubic splines.ResultsSE incidence was significantly higher in
summer and autumn than winter, in persons aged 0-4 years and 5-14 years than in persons = 60 years, and
increased with increasing proportions of travel-related and resistant SE infections. SE incidence decreased
significantly in both countries until 2015, followed by an increasing trend, which was particularly pronounced in the
Netherlands. Potential SE outbreaks in both countries and invasive infections in the Netherlands also increased
after 2015.ConclusionThe increase in potential outbreaks and invasive infections since 2015 may partially explain
the observed reversal of the decreasing trend. While these results provide insights into the possible causes of this
trend reversal, attention should also be given to factors known to influence SE epidemiology at primary (animal)
production and pathogen genomic levels.

Open access here

Epidemiological cut-off value and antibiotic susceptibility test methods for
azithromycin in a collection of multi-country invasive non-typhoidal Salmonella.

Tack B, Phoba MF, Thong P, Lompo P, Hupko C, Desmet S, Martiny D, Mattheus W, Pardos de la Gandara
M, Mbuyi-Kalonji L, Kuijpers L, Prevost B, Barbé B, Vandenberg O, Lunguya O, Ruiz J, Jacobs J, Hardy L.
Clin Microbiol Infect. 2022 Dec;28(12):1615-1623.

Objective: Azithromycin is an alternative to treat invasive non-typhoidal Salmonella (iNTS) infections. We
determined its epidemiological cut-off (ECOFF) and compared azithromycin susceptibility testing methods for
iNTS.

Methods: We used EUCAST ECOFFinder to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC; obtained by
broth microdilution) ECOFF and corresponding disk zone diameters of 515 iNTS from blood cultures in Democratic
Republic of Congo, Burkina Faso, Rwanda, and Cambodia. Transferable resistance mechanisms were determined
by polymerase chain reaction. We compared azithromycin susceptibility testing by semi-automated broth
microdilution (customized Sensititre panel; reference), agar dilution, gradient tests (bioMérieux, Liofilchem,
HiMedia; read at 80% (MIC80%) and 100% inhibition (MIC100%)), and disk diffusion (Rosco, Oxoid, BD,
Liofilchem) for 161 wild- and 198 non-wild-type iNTS.

Results: Azithromycin MIC ECOFF was 16 mg/L corresponding to a 12 mm zone diameter; mphA was detected
in 192/197 non-wild- and 0/47 wild-type iNTS. Categorical agreement was excellent (298%) for all methods.
Essential agreement was very good for agar dilution (>90%) but moderate for gradient tests (MIC80%: 52% to
71% and MIC100%: 72% to 91%). Repeatability was good for all methods/brands. Interreader agreement was
high for broth microdilution and agar dilution (all <1 twofold dilution difference) and disk diffusion (>96% <3 mm
difference) but lower for gradient tests (MIC80% & MIC100%: 83% to 94% <1 twofold dilution difference).
Discussion: Azithromycin ECOFF of iINTS was 16 mg/L, i.e. equal to Salmonella Typhi. Disk diffusion is an
accurate, precise, and user-friendly alternative for agar dilution and broth microdilution. Reading gradient tests at
100% instead of 80% inhibition improved accuracy and precision.
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Open access here

Urban rats as carriers of invasive Salmonella Typhimurium sequence type 313,
Kisangani, Democratic Republic of Congo.

Falay D, Hardy L, Tanzito J, Lunguya O, Bonebe E, Peeters M, Mattheus W, Van Geet C, Verheyen E, Akaibe
D, Katuala P, Nghonda D, Weill FX, Pardos de la Gandara M, Jacobs J. PLoS Negl Trop Dis. 2022 Sep
6;16(9):e0010740.

Background: Invasive non-typhoidal Salmonella (iNTS-mainly serotypes Enteritidis and Typhimurium) are major
causes of bloodstream infections in children in sub-Saharan Africa, but their reservoir remains unknown. We
assessed iINTS carriage in rats in an urban setting endemic for iNTS carriage and compared genetic profiles of
INTS from rats with those isolated from humans.

Methodology/principal findings: From April 2016 to December 2018, rats were trapped in five marketplaces
and a slaughterhouse in Kisangani, Democratic Republic of the Congo. After euthanasia, blood, liver, spleen, and
rectal content were cultured for Salmonella. Genetic relatedness between iNTS from rats and humans-obtained
from blood cultures at Kisangani University Hospital-was assessed with multilocus variable-number tandem repeat
(VNTR) analysis (MLVA), multilocus sequence typing (MLST) and core-genome MLST (cgMLST). 1650 live-
capture traps yielded 566 (34.3%) rats (95.6% Rattus norvegicus, 4.4% Rattus rattus); 46 (8.1%) of them carried
Salmonella, of which 13 had more than one serotype. The most common serotypes were 11.42:r:- (n = 18 rats),
Kapemba (n = 12), Weltevreden and Typhimurium (n = 10, each), and Dublin (n = 8). Salmonella Typhimurium
belonged to MLST ST19 (n = 7 rats) and the invasive ST313 (n = 3, isolated from deep organs but not from rectal
content). Sixteen human S. Typhimurium isolates (all ST313) were available for comparison: MLVA and cgMLST
revealed two distinct rat-human clusters involving both six human isolates, respectively, i.e. in total 12/16 human
ST313isolates. All ST313 Typhimurium isolates from rats and humans clustered with the ST313 Lineage 2 isolates
and most were multidrug resistant; the remaining isolates from rats including S. Typhimurium ST19 were pan-
susceptible.

Conclusion: The present study provides evidence of urban rats as potential reservoirs of S. Typhimurium ST313
in an iINTS endemic area in sub-Saharan Africa.

Open access here

Investigation of an international outbreak of multidrug-resistant monophasic
Salmonella Typhimurium associated with chocolate products, EU/EEA and United
Kingdom, February to April 2022.

Larkin L, Pardos de la Gandara M, Hoban A, Pulford C, Jourdan-Da Silva N, de Valk H, Browning L,
Falkenhorst G, Simon S, Lachmann R, Dryselius R, Karamehmedovic N, Bdrjesson S, van Cauteren D,
Laisnez V, Mattheus W, Pijnacker R, van den Beld M, Mossong J, Ragimbeau C, Vergison A, Thorstensen
Brandal L, Lange H, Garvey P, Nielsen CS, Herrera Ledn S, Varela C, Chattaway M, Weill FX, Brown D,
McKeown P. Euro Surveill. 2022 Apr;27(15):2200314.

An extensive multi-country outbreak of multidrug-resistant monophasic Salmonella Typhimurium infection in 10
countries with 150 reported cases, predominantly affecting young children, has been linked to chocolate products
produced by a large multinational company. Extensive withdrawals and recalls of multiple product lines have been
undertaken. With Easter approaching, widespread product distribution and the vulnerability of the affected
population, early and effective real-time sharing of microbiological and epidemiological information has been of
critical importance in effectively managing this serious food-borne incident.

Open access here
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