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RESUME

POINTS PRINCIPAUX.

En 2020, le Centre national de Référence (CNR) aregu
un total de 1749 isolats de Salmonella provenant de
1629 patients, une nette diminution de 38%vis-a-vis
'année de 2019. Cette diminution de la prévalence
semble étre une conséquence directe des mesures de
lutte contre la pandémie, et peut-étre aussi du fait de
la sous-déclaration des infections « bénignes ».

* Les échantillons soumis appartenaient a 145
sérovars différents. De maniére remarquable, au cours
de lannée pandémique 2020, seuls des
changements subtils dans la distribution des
sérotypes ont été notés. La majorité des souches
belges de S. enterica appartiennent au sérovars
Typhimurium (O:4, 52.0%) et Enteritidis (O:9,
18.9%).

Parmi les sérotypes moins fréquents, une prévalence
légérement augmentée a été observée chez les
sérotypes de S. Infantis (O:7, 2.7%), Oranienburg (O:7;
0.7%) et Poona (0:13; 0.7%). L'observation la plus
frappante a été le doublement du nombre
d'échantillons de S. Dublin (0:9), a 1,9% du nombre
total. Ceci est probablement en partie lié au caractéere
invasif de ce sérovar, ce qui fait que malgré le report
d'une visite médicale, cette infection a été
proportionnellement plus investiguée et transmise au
CNR.

Une diminution signicative a été observée pour les
sérotypes Chester (0:4, 0.4%) et Kentucky (O:8,
0,2%), suggérant que ces infections sont liées aux
voyages ou liées a des aliments importés qui étaient
temporairement indisponibles pendant la pandémie.

Les souches typhoides représentaient 1,2% du total,
réparties entre Typhi (0,74%), Paratyphi A (0.37%) et
Paratyphi B (0.06%). Comme prévu, ce nombre est
inférieur a la prévalence en 2019 (1,8%), compte tenu
des restrictions de voyage en 2020.

Le CNR a enquété sur quatre foyers nationaux et
deux foyers internationaux de salmonelloses. |l
s'agissait de souches de S. Derby, Typhimurium
monophasique (2), Typhimurium, Enteritidis (ECDC
Urgent Inquiry -644 et Brandenburg (ECDC Urgent
Inquiry -694).

Le CNR a recgu un total de 75 souches de Salmonella
isolées d’hémocultures, dont 17 isolats de S. enterica

sérovar Dublin. Les sérotypes les plus répandus,
Enteritidis et Typhimurium, sont associés a des
infections invasives dans moins de 5 % des cas, bien
qu'il y ait eu une légere augmentation de la proportion
de souches monophasiques invasives de Typhimurium
(de 0,4 a 1,8%).

Comme prévu, beaucoup moins de salmonelloses
liées aux voyages ont été détectées en 2020. Cette
année, 1,7% des échantillons de Salmonella
examinés étaient liés a un récent séjour a l'étranger,
contre 5,2 % en 2019.

Les résistances les plus fréquentes sont celles contre
Fampiciline (42,4%), les sulfamides (37,5%) et la
tétracycline (37,5%), avec des différences importantes
entre les différents sérovars. Par rapport a 2019, la
résistance globale a diminué pour toutes les
classes d'antibiotiques.

Les souches sont définies comme étant
multirésistantes (MDR) lorsque la résistance a plus
de trois classes dantbiotiques différentes est
détectée. En 2019, 11,9% de tous les isolats belges de
Salmonella étaient des cas MDR. Le sérovar le plus
résistant reste S. enterica sérovar Kentucky, avec
75% d'isolats MDR, bien que seuls 4 isolats de ce type
aient été identifiés. En plus du Kentucky, une
résistance remarquablement élevée a été mesurée
chez S. Infantis (41% MDR, contre 26% en 2019).

Pour la ciprofloxacine, la proportion de Salmonella
spp. faiblement résistantes. (0,06<MICCIP<2 pg/ml) a
diminué de 25,1% en 2019 a 18,3% en 2020, ce qui
constitue une rupture par rapport aux années
précédentes. De plus, le groupe d'isolats hautem ent
résistants a dimnué a 1,4% du nombre total
d'especes de Salmonella testées et n'a été trouvé que
dans les sérotypes Kentucky, Typhi et Typhimurium.
Cette diminution peut s'expliquer au moins en partie
par la tres faible prévalence de sérovars trés
résistants, tels que S. Typhi et S. Kentucky.

En 2019, 11 isolats ont été identifiés avec une
sensibilité réduite aux céphalosporines, dont la
majorité appartenait au sérovar Typhimurium. Le
géne BLSE le plus courant était le type blacTtx-m-1s.

Pour la premiére fois, une souche de S. Enteritidis
avec un gene de carbapénémase (blaoxa-4g) codé sur
un plasmide IncL a été identifiée.

Le CNR a publié 4 articles évalués par des pairs liés a
la surveillance nationale et internationale des
infections a Salmonella.
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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
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 épidémiologiqu e
des 2 sérotypes les plus importants (Enteritidis et
Typhimurium) s’opére par la réalisation d’'un sous-typage, a
savoir lanalyse du nombre variable de répétitions en
tandem de différents loci (Multiple loci VNTR Analysis :
MLVA). Les cas spécifigues tels que les souches
multirésistantes ou invasives fontl'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 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 regoit une liste mensuelle du
CNRSS des infections confirmées chez lhomme 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 Contréle 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://nrchm.w iv-isp.be/nl/default.aspx.

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 aintroduit un systéme 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 1ISO15189.

Ce systeme garantit la précision et la validité des protocoles
appliqués, la tracabilité des résultats de recherche, la
justesse des résultats et lindépendance technique du
laboratoire. Ce systéme 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 systeme qualité officiel, le
CNR encourage également activement [lintroduction 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.


https://nrchm.wiv-isp.be/nl/default.aspx

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 '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 lindication du nombre
total de cas établis.

A la réception, chaque échantilon se voit attribuer un
numéro unique, sous la forme S20BD0000x, et les
métadonnées enregistrées sont entrées numériguement
dans le systeme STARLIMS. L'échantillon est conservé
apres analyse dans 20% de glycérol a -80°C.

Le CNR signale également des infections a 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 appartent & la famille des
Enterobacteriaceae et comprend deux espéces:

« S. enterica (2557 sérotypes), subdivisé en 6 sous-
espeéces:

S. enterica sous-espéce enterica (1531 serovars)
ou sous-espéce |
S. enterica sous-espéce salamae (505 serovars)
ou sous-espeéce I
S. enterica sous-espéece arizonae (99 serovars)
ou sous-espeéce llla
S. enterica sous-espece diarizonae (336
serovars) ou sous-espéce lib
S. enterica sous-espéce houtenae (73 serovars)
ou sous-espece V
S. enterica sous-espéce indica (13 serovars) ou
sous-espece VI

e S. bongori (22 sérovars)
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Figure 1. Flux de travail au CNR Salmonella, 2020. AST,
antibioticum  Susceptibility Testing. WGS, Whole-Genome
Sequencing.

2.4 (GENO-) SEROTYPAGE

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

Depuis fin 2018, le CNR est passé au géno-sérotypage
développé eninterneet accrédité 1ISO15189, basé sur des
biles Luminex xTAG (Figure 2). Cette méthode permet
d’identifier les sérotypes les plus courants de Salmonella a
laide 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 légalement suivis (cf. reglement
UE n ° 2160/2003 et conseil Belge 03-2012), et peut
simultanément  orienter tout échantillon inconnu de
Salmonella vers un groupe dantigenes 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 sensibilit¢ aux antibiotiques des souches
humaines de Salmonella pour les 20 sérovars les plus
fréquents, conformément a l'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.

Table 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 régus

Hybridisation to magnetic beads
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04 O:7 O:8 0:9 0:21
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Plex-TAG bead
Choleraesuis
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Virchow

Enteritidis
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biovar Gallinarum
biovar Pullorum
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. Q“_ »

A §
® 8 e
Magnetic beads
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Figure 2. Géno-serotypage des Salmonelles par la
méthode Luminex..

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

Table 2. Antibiotiquestestés par microdilution en bouillon

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

AMPICILLINE | AMP 1-64 8.0
AZYTHROMYCINE* AZ| 2-64 ND
CEFOTAXIME FOT 0.25-4 1.0
CEFTAZIDIME = TAZ 0.5-8 1.0
CHLORAMPHENICOL CHL 8-64 8.0

CIPROFLOXACINE CIP 0.015-8 0.06/0.25
COLISTINE | COL 0.5-8 2.0
ERTAPENEM ETP 0.015-2 0.5
GENTAMICINE I GEN 0.5-16 2.0
MEROPENEM = MER 0.03-16 2.0
SULFAMETHOXAZOLE | SMX 32-1024 256
TETRACYCLINE TET 2-64 4.0
TIGECYCLINE | TGC 0.25-8 ND
TRIMETHOPRIM = TMP 0.5-16 4.0

* Pourl'interprétation, lesvaleursECOFF pour AZI (S<16ug/ml) et
TGC (S = 1ug/ml)sont utilistesdansce rapport.

2.6 TYPAGE MLVA

Le typage des souches de Salmonella enterica sérovar
Enteritidis avec la technigue MLVA est effectué par le CNR
conformément a larticle 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 cecas,
ADN génomique est extrait avec le kit MgC Bacterial DNA
Kit™ avec un volume déluton de 60 ul (Atrida, NL),
conformément aux instructions du fabricant. Les banques de
séquencage sont créées a laide du kit de préparation
d'échantillons d'ADN llumina Nextera XT, puis séquencées
a laide d'un instrument llumina MiSeq avec un protocole
250-bp paired-end (chimie MiSeq v3), conformément aux
instructions du fabricant. Une description détaillée du flux de
travail in silico pour Shigella est décrite dans Ventola et al.
(2019), Microbiologyopen. 8(8):e00807.
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SALMONELLA SURVEILLANCE

3.1 COLLECTION DE SOUCHES: NOMBRE
ET ORIGINE

3.1.1 NOMBRES DE SOUCHES

Au cours de la derniere année, les isolats de Salmonella
humains ont été typés par le CNR pour le compte de 137
laboratoires. En 2020, 1749 souches de Salmonella
humaines ont été regues par le CNRSS; cela représentait
1629 cas uniques de salmonellose enregistrés par le
CNRSS une baisse de 38 % par rapporta 2019 (Figure 3,
en haut). La plus forte baisse du nombre d'échantillons a été
observée lors du premier confinement COVID-19 au
printemps  2020. Le nombre de soumissions s'est
légérement redressé au deuxiéme semestre, bien que le pic
estival traditionnel ne se soit pas matérialisé et que le
nombre d'échantillons soit resté a un niveau basal inférieur
par rapport a l'année précédente (Figure 3, en bas). Bien
sir, cela a wune cause directe dans les mesures
pandémiques, ainsi que peut-étre en raison de la sous-
déclaration des infections «bénignes»
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Figure 3. Nombre total de Salmonellaspp. uniquesexaminé parle
CNR, indiqué pour la période 2011-2020. Bas de la figure: apergu
des salmonelloses déclarées de facon hebdomadaire pour la
période 2010-2020, avec un pic en mai 2018, ce qui indique
I'importante épidémie de sérovar Typhimurium.

L'année derniére, 14 (0,8%) des souches envoyées n'étaient
pas des Salmonella spp. Cela a été décidé sur la base de
réactions biochimiques (Kligler-Hajna, uréase), de l'absence
d'agglutination dans le sérotypage avec le sérumomnivalent
et/ou du résultat du génosérotypage de Luminex. Aprés
contrble par MALDI-TOF, la majorité ont été identifiées
comme étant une autre Enterobacteriacae (E. coli ou
Citrobacter spp.).

3.1.2 DISTRIBUTION EN FONCTION DE L’AGE
ET DU SEXE

L'incidence la plus élevée de salmonellose, confirmée aprés
sérotypage, a été observée chez les enfants de moins de 5
ans (30.1% des cas), suivie du groupe d'age de 5 a 10 ans
(16.1%). A titre de comparaison, en 2019, le groupe des
moins de 10 ans ne représentait que 38,4 % du total. La
figure 4 montre la pyramide compléte des ages. Il n'y avait
pas de différence significative dans la répartition entre les
hommes et les femmes: 51.1% des échantillons envoyés
provenaient de femmes.

UNK Women Men

95-++ —_
90-95 E'/sciensam:o
85-89
80-84
75-79
70-74
65-69
60-64
55-59
50-54
45-49
40-44
35-39
30-34
25-29
20-24
15-19
10-14
05-09
00-04

AgeGroup [Years]

Reported cases

Figure 4. Pyramide desagesgénérée pourlessouchesconfirmées
de Salmonella en 2020. Source: https://www.wiv-isp.be/Epidemio
/epistat/statistics.aspx.

3.1.3 ECHANTILLONS

La majorité des souches de Salmonella (90.8%) ont été
isolées a partir de feces. En 2020, 5.0% 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.

Table 3. Origine desisolats.

Specimen N %
FAECES 1480 90.8

SANG 75 4.6

URINE 38 2.3

FAECES+SANG 7 0.4
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PUS 3 0.2

FLUIDE BILIAIRE 1 0.1
ABSCES 1 0.1

FLUIDE SYNOVIAL 1 0.1
SPUTUM 1 0.1

FLUIDE PERITONEAL 2 0.1
AUTRES/INCONNU 20 1.3

3.2. DISTRIBUTION DES SEROVARS

La table 4 présente les fréquences absolues et relatives de

tous les 145 sérovars identifiés en 2020.

Table 4. Sérovarsidentifiésen 2020.

o2 |
|
SEROVAR N %
PARATYPHI A 6 0.37
SEROVAR | N %
TYPHIMURIUM | 355 | 21.79
MONOPHASIC TM 4,5,12:/:- 494  30.34
DERBY | 38 | 2.33
BRANDENBURG | 27  1.66
PARATYPHI B VAR. L(+) TARTRATE+ | 15 | 0.92
STANLEY = 8 0.49
BREDENEY | 7 0.43
CHESTER | 6 0.37
SAINTPAUL . 6 0.37
INDIANA =~ 5 0.31
AGONA | 4 0.25
COELN | 3 0.18
SANDIEGO | 3 0.18
KINGSTON | 2 0.12
AGAMA = 2 0.12
READING = 1 0.06
STANLEWILLE | 1 0.06
HEIDELBERG = 1 0.06
PARATYPHI B 1 0.06
SUBSPI [1 4:1.7] 6 0.37
SUBSPI [I 4.5:b:-] 3 0.18
SUBSPI [I 4:b:-] | 2 0.12
SUBSPI [1 4.5:1.2] 1 0.06
SUBSPI [1 4:1.2] 1 0.06
SUBSPI [ 4:e,h=-] | 1 0.06
SUBSPI [1 4.5:] | 1 0.06
SUBSPI [ 4:y] | 1 0.06
SUBSPI [l 4.5:y:-] | 1 0.06
SUBSPI [ 4:v:-] | 1 0.06
SUBSPII Il 4:Lv:] | 1 0.06

—mml—

SEROVAR

INFANTIS
LIVINGSTONE
ORANIENBURG
MONTEVIDEO
BRAENDERUP
TENNESSEE
RISSEN
MBANDAKA
VIRCHOW
POTSDAM

OHIO
LAROCHELLE
ISANGI
COLINDALE

N
LEOPOLDVILLE
SUBSPI [I 7:y:-]
SUBSPI [1 6,7:y:-]
SUBSPI [I 7:-:-]
SUBSPI [I 7:r:-]
SUBSPI [I 7:210:-]
SUBSPI [I 7:-:1,2]

e E )
=N D

R R R RINNR RRRRRRNNNGO OO

%
2.70
0.74
0.68
0.37
0.37
0.31
0.12
0.12
0.12
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.12
0.12
0.06
0.06
0.06
0.06

mm—

SEROVAR N %
NEWPORT | 10 0.61
HADAR = 8 0.49
BOVISMORBIFICANS | 7 0.43
CORVALLIS | 5 0.31
KENTUCKY | 4 0.25
KOTTBUS | 4 0.25
MUENCHEN | 3 0.18
GOLDCOAST | 2 0.12
LITICHFIELD 2 0.12
BARDO 1 0.06
MANHATTAN 1 0.06
BLOCKLEY | 1 0.06
EBOKO 1 0.06
SUBSPI [1 6,8:r] | 1 0.06
SUBSPI [1 6,8:¢,h] | 1 0.06
SUBSPI [1 6,8:~1,2] | 1 0.06
o9y |
SEROVAR | N %
ENTERITIDIS = 309 | 18.98
DUBLIN | 31 1.90
TYPHI | 12 0.74
NAPOLI | 4 0.25
JAVIANA 2 0.12
KAPEMBA 1 0.06
EASTBOURNE | 1 0.06
SUBSPI [1 9:=1,5] | 3 0.18
SUBSPI [1 9:=1,7] | 1 0.06
SUBSPI [ 9:v:-] | 1 0.06
SUBSPI [ 9:=e,nx] | 1 0.06
SUBSPI [1 9:1,228] | 1 0.06
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SUBSPII [I1 9:l,w:en,x] | 1 0.06
0:9,46 (D2)
SEROVAR N %
HILLINGDON | 1 0.06
MAYDAY | 1 0.06
SEROVAR N %
GIVE| 2 0.12
LONDON | 2 0.12
MUENSTER | 2 0.12
WELTEVREDEN | 1 0.06
ELISABETHVILLE | 1 0.06
JOAL | 1 0.06
SUBSPI [13,10:,v:-] | 1 0.06
SUBSPI [I 3,10:e,h:-] | 1 0.06
0:1,3,19 (E4)
SEROVAR N %
SENFTENBERG | 4 0.25
SUBSPI [13,19:l,v] = 1 0.06
0:11 (F)
SEROVAR N %
ABAETETUBA & 1 0.06
GUSTAVIA 1 0.06
SUBSPI[1 11:r] | 1 0.06
SUBSPIV [IV 11:24,223:-] | 1 0.06
SEROVAR N %
POONA & 12 0.74
HAVANA | 6 0.37
IDIKAN | 3 0.18
DURHAM | 1 0.06
TELELKEBIR | 1 0.06
OKATIE | 1 0.06
KEDOUGOU | 1 0.06
JUKESTOWN | 1 0.06
SEROVAR N %
AFLAO | 1 0.06
FLUNTERN | 1 0.06

ml—

SEROVAR N %
HULL 2 0.12
HVITTINGFOSS 1 0.06
BARRANQUILLA 1 0.06
SUBSPII [I16:m,t: -] 1 0.06

|

SEROVAR N %
CARMEL 1 0.06

|

SEROVAR N %
CERRO 2 0.12

|

SEROVAR N %
MINNESOTA | 5 0.31

SEROVAR N %
AMOUTIVE 1 0.06
POMONA 1 0.06
SUBSPI [I 28:z:-] 1 0.06
SUBSPI [I 28:y:-] 1 0.06
_____________o3Nn__ |
SEROVAR | N %
SOERENGA 1 0.06
URBANA 1 0.06

|
%

SEROVAR N

EBRIE 2 0.12
1
1

MONSCHAUI 0.06
ADELAIDE 0.06

SEROVAR N %
Subspllib [llb 38:253:-] 1 0.06

|

SEROVAR N %
ANFO 1 0.06
0:40 (R)
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SEROVAR N %
SUBSPII [I1 40:210:e,n,x] 1 0.06

SEROVAR N %
Subspllla [llla 41:24,z23] 2 0.12

SEROVAR N %
EPALINGES 1 0.06

SEROVAR N %

Subspl [ 45:235:-] 1 0.06

SEROVAR N %
Subspliib [llib 48:-:1,5,7] 1 0.06
1
1

Subspllib [llb 48:-:253] 0.06
SubsplV [IV 48: z29] 0.06

SEROVAR N %
Subspllib [Ilb 50:k:-] | 1 0.06
Subspllib [Illb 50:k:z] | 1 0.06

SEROVAR N %
Subspllib [lllb 61:-:1,5,7] 1 0.06

NOT TYPABLE
N %
NOT TYPABLE 8 0.49

La fréquence relative des 18 principaux sérotypes de
Salmonella est illustrée dans la figure 5, en comparaison
avec les quatre rapports précédent. De maniere
remarquable, au cours de l'année pandémique 2020, aucun
changement spéculatif dans la distribution des sérotypes
parmi les souches humaines de Salmonella n'a été noté.
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Figure 5. Pourcentage de fréquence relative des 18 principaux
sérotypes de Salmonella en2019 parrapporta 2016-2020.

L'année derniere, la majorité des souches (61.2%)
appartenaient encore au sérogroupe O:4 (B), la grande
majorité d'entre elles étant identifiees comme étant S.
enterica sérovar Typhimurium (52%). Apres la forte
diminution de la prévalence de S. enterica sérovar Enteritidis
(0:9) entre 2004 et 2005, la prévalence de ce sérotype
continue de fluctuer autour de 20% aujourd'hui (Figure 5). A
tire de comparaison, en 2005-2006, le CNR a enregistré
28.3% des cas de S. enterica sérovar Enteritidis.

Dans le groupe des sérotypes moins courants, une légére
augmentation a été notée pour les sérotypes Infantis (O:7),
Derby (O:4, 1.7%), Oranienburg (O:7) et Poona (0O:13). Par
contre, par rapport a 2019, un doublement du nombre
d'échantillons de Dublin (0:9) a été observé, a 1,9% du
nombre total. Ceci est probablement en partie lié au
caractere invasif de ce sérovar, ce qui fait que malgré le
report d'une visite médicale, cette infection a été
proportionnellement plus investiguée et transmise au CNR.
Néanmoins, le nombre absolu d'échantillons de S. Dublin a
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également augmenté (n=31 au lieu de 22). La forte
ascension de S. Derby et S. Brandenburg est discutée plus
en détail dans la section 3.3.1.

Une diminution trés marquée a été observée dans les
sérotypes Chester (0O:4) et Kentucky (0:8), suggérant gu'ils
sont liés aux voyages. Cela avait déja été noté pour Chester,
mais n'était pas encore connu pour S. Kentucky. Aprés une
épidémie de S. Munich en 2019, ce sérovar est retombé a
son niveau basal.

Les souches typhoides représentaient un total de 1.17% de
toutes les souches analysées par le CNR, réparties entre
Typhi (0.74%), Paratyphi A (0.37%) et Paratyphi B (0.06%).
Comme prévu, ce nombre est inférieur a la prévalence en
2019 (1,8%), compte tenu des restrictions de voyage en
2020.

Enfin, 8/1645 (0,49%) des souches envoyées ont été
identifiées comme étant Salmonella, mais classées comme
non typables. Aucun sérotype n'a pu étre détecté dans ces
souches par auto-agglutination des sérums.

3.3. REPARTITION GEOGRAPHIQUE ET
EPIDEMIE

3.3.1 NIVEAU NATIONALE

La figure 6 présente un apercu de la répartition
géographique des salmonelloses humaines. En 2020, pour
tous les sérotypes confondus, le taux d'incidence moyen
était de 14.0 cas pour 100 000 habitants.

¥ . :
‘ . ﬁ &' =
,‘_' ’_ : o
P -
-,

0-100  Incidonce [Casos / 1ES inhabitants)

Figure 6. Incidence du nombre total de salmonelloseshumaines
parrégion, surla base du nombre de casconfirmésparle
CNRSS. Indiqué pour 100 000 habitants, période 2020.Source:
https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspX.
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Figure 7. Courbe épidémiologique de I'apparition de S.enterica,
affichée par nombre de notificationsquotidiennes, Novembre
2020.

Sur la base des données du CNR, 4 augmentations
remarquables des sérotypes et/ou des profils MLVA ont été
notées sur une courte période de temps en 2020.

(1) Début 2020, une augmentation des souches
monophasiques de Typhimurium de profil MLVA 3-13-10-
NA-0211 a été observée. Cette augmentation a déja
commencé en octobre 2019, mais a culminé en janvier
2020. Aprés une enquéte plus approfondie sur une sélection
d'isolats alimentaires de la méme période, ce profil MLVA a
également été trouvé dans 2 isolats alimentaires. Une
relation génétique étroite a pu étre démontrée pour l'un de
cesisolats (isolé de la viande) en utilisant le séquengage du
génome entier. Sur la base de ces résultats, IAFSCA a
retracé les opérateurs qui ont produit ou recu des lots
contaminés. Cependant, une recherche plus poussée sur
'épidémie avec des enquétes n'a pas été possible a
I'époque en raison de la priorité nécessaire des inspections
sanitaires pour lutter contre la pandémie de Covid-19.

(2) Une incidence accrue du sérotype Derby a été observée
de début juin a mi-juillet, avec 18 cas sur 38 en 2020 (47 %)
identifiés au cours de cette période. Cela a entrainé une
augmentation de lincidence générale par rapport a 2019 et
2018 (voir Figure 5). Une cause directe de cette
augmentation n'a pas été établie.

(3) En décembre, un petit foyer a été signalé aprés un
barbecue familial a Bruxelles. Des souches de sérotype
Typhimurium et de profii MLVA 3-18-11-NA-311 ont été
trouvées a la fois chez I'humain et dans les restes de viande.
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(4) Fin décembre, un petit foyer a été signalé dans une
creche a Bruxelles. Autotal, 3 enfants sont tombés malades
et une  Salmonella de sérotype Typhimurium
monophasique etde profil MLVA 3-14-13-NA a été isolée.
Puisqu'il y a eu une fermeture de 7 jours entre la maladie du
dernier enfant et les premiers enfants et qu'un deuxiéme
échantillon positif a été prélevé sur la « personne de
référence », une transmission humaine a été supposée au
lieu d'une contamination alimentaire.

3.3.2 NIVEAU INTERNATIONAL

Fin 2020, une augmentation du sérotype Brandenburg a
été constatée. Cette augmentation a commencé a la mi-
octobre, mais a connu un pic clair en novembre/décembre
et s'est terminée avec quelques cas supplémentaires en
janvier 2021. Au total, 25 cas ont été identifiés au cours de
cette période. Les cas se sont répandus dans tout le pays. Il
concernait 12 femmes et 13 hommes, principalement de
jeunes enfants (0-74 ans, avec un adge médian de 8 ans).
Dans 4 cas, la maladie a également eu une évolution
invasive. Le séquengage complet du génome a montré que
20 des cas observés étaient génétiquement identiques. En
réponse a cette augmentation, une alerte européenne a été
lancée (U-694). Cela a montré que 4 enfants au
Luxembourg et 1 enfant en France (La Réunion) étaient
également infectés par la méme souche. Une enquéte
épidémiologique a été lancée, interrogeant les cas
impliqués, mais n'a pas identifié de source claire de
contamination. Une analyse plus poussée avec NGS surun
nombre limité d'isolats alimentaires disponibles n'a pas non
plus donné une souche identique.

Par ailleurs, le Royaume-Uni a lancé une alerte européenne
pour une augmentation du sérovar Enteritidis de la
séquence de type ST11, liée ala consommation de produits
de volaille d'origine polonaise (Ul-644). Plusieurs pays ont
signalé des cas liés. Sur la base du profil MLVA (3-11-5-4-
1) les souches ont été sélectionnées pour une analyse plus
approfondie avec NGS. En conséquence, 3 cas belges
pourraient étre liés a I'épidémie internationale. Il s'agit d'une
épidémie de longue durée avec des cas observés dans de
nombreux pays. Toutes les autorités compétentes (ECDC,
EFSA, CE) s'engagent donc a poursuivre l'enquéte afin de
localiser et délimner davantage la source de la
contamination. L'analyse des isolats belges a également
révélé un cluster local dans la province du Hainaut durant
'été 2020 avec le méme profil MLVA, mais génétiquement
différent de l'alerte européenne Ul-644.

3.4. SALMONELLA SPP. INVASIVES

En 2020, le CNR a recu un total de 75 (4.6%) souches de
Salmonellaisolées a partir d'une hémoculture. La majorité de ces
isolats appartenaient aux sérovars Typhimurium, Enteritidis, Typhi
et Dublin (70.2% descas) (table 5). La majorité dessérotypesde la
typhoide (Typhi, Paratyphi A et B) ont été isolés a partir
d'hémocultures.

L'observation la plus frappante était le nombre absolu élevé de
souches de S. Dublin isolées d'hémocultures (n=17), par rapport
aux autressouchesinvasives. Bien entendu, cela est également lié
alaplusfaible prévalence de Salmonella spp. typhoide en 2020.

Lessérovars lesplusrépandus, telsque Enteritidiset Typhimurium,
sont associés a desinfectionsinvasivesdansmoinsde 5% descas
bien qu'il y ait eu une Iégére augmentation de la proportion de
souchesinvasivesmonophasiquesde Typhimurium (0,4 a 1,8 %).

Table 5. Bactériémiesliéesa Salmonella,2019.Le nombre absolu
d'isolatspar sérotype et la fraction du nombre de bactériespourles
différentssérotypessont indiqués.

SEROTYPE
Nbloed Ntot %
DUBLIN 17 31 54.8
MONOPHASIC TM 9 494 1.8
TYPHIMURIUM 9 354 2.5
TYPHI 7 12 58.3
ENTERITIDIS 6 309 1.9
PARATYPHI A 4 6 66.7
BRANDENBURG 3 27 11.1
ORANIENBURG 3 11 27.3
HAVANA 2 6 33.3
POONA 2 12 16.7
ADELAIDE 1 1 100.0
BREDENEY 1 7 14.3
KOTTBUS 1 4 25.0
LEOPOLDVILLE 1 1 100.0
LONDON 1 2 50.0
MUENCHEN 1 3 33.3
PARATYPHI B VAR. L(+) 1 15 6.7
TARTRATE+
SANDIEGO 1 33.3
SENFTENBERG 1 4 25.0
SUBSPI 1 43 2.3
SUBSPIV 1 2 50.0
TELELKEBIR 1 1 100.0

3.5. INFECTIONS LIEES AU VOYAGE

En 2020, 1.7% du nombre d'infections a Salmonella étaient
liés a un récent séjour a l'étranger, ce qui représente une
diminution forte par rapport & 2019 (5.2%). Au total, 28
souches provenaient de 20 pays différents, la grande
majorité étant des cas individuels (table 6).

Une conclusion frappante est que seulement 2/12 (17 %)
des infections a S. Typhi ont été explicitement signalées
comme étant liées a un voyage. Une autre conclusion
frappante est qu'aucune souche d'Egypte et de Turquie n'a
été regue et que, sans surprise, proportionnellement plus de
souches sont venues d'Europe (32 % contre 14 % en 2019).

Table 6. Souchesde Salmonellaliéesa un récent séjoura
I'étranger, 2020

AFRICA
Serovar N
Marocco ENTERITIDIS 1
Senegal PARATYPHI A 1
MONTEVIDEO 1
Congo TYPHIMURIUM 1
Cameroon EPALINGES 1
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LAROCHELLE 1
Benin SUBSPI 1
Bhutan AGONA 1
Ghana ENTERITIDIS 1
Madagascar TYPHIMURIUM 1
ASIA
Pakistan TYPHI 1
SENFTENBERG 1
India TYPHI 1
PARATYPHI A 2
Thailand PARATYPHI A 1
Singapore PARATYPHI A 2
EUROPE
Spain BOVISMORBIFICANS 1
CHESTER 1
Belarus ENTERITIDIS 1
France DUBLIN 1
SANDIEGO 1
Italy MONOPHASIC TM 1
SUBSPI 1
Greece ENTERITIDIS 1
Poland ENTERITIDIS 1
AMERICA
Cambodja TYPHIMURIUM 1
Brazil BRAENDERUP 1

3.6. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Bien que la salmonellose soit une maladie spontanément
résolutive, un traitement antibiotique est nécessaire en cas
d'infection extra-intestinale invasive a Salmonella, chez les
patients a risque ou chez les patients présentant des
symptdmes séveéres ou along terme. Le traitement standard
actuel repose sur la ciprofloxacine (500 mg), le
cotrimoxazole (960 mg) ou la ceftriaxone (1 g IV) pendant 5
a7 jours.

La surveillance annuelle de la résistance aux antimicrobiens
(AMR) chez Salmonella est donc nécessaire pour la santé
publique. Jusqu'a récemment, la résistance était
principalement liée aun élément génétigue chromosomique,
appelé Ilot génomique de Salmonella 1 (SGK1). Cet
élément offre une penta-résistance [R-ACSSuT: résistance
a l'ampicilline, au chloramphénicol, a la streptomycine, aux
sulfamides et a la tétracycline], apparu en Angleterre et au
pays de Galles au début des années 1980 et était
principalement associé au type DT104 de S. enterica
sérovar Typhimurium. Dans les années 90, il était présent
dans le monde entier sous d'innombrables sérotypes, mais
depuis lors, il a diminué. Les tendances mondiales plus
récentes sont (i) la résistance croissante aux
fluoroquinolones (FQ) telle que la ciprofloxacine, (i) une
résistance émergente sporadique aux céphalosporines a
large spectre, et (i) une résistance a la colistine liée aux
plasmides, provoquée par des variantes du gene mcr.

Depuis 2000, le CNR surveile systématiquement la
sensibilité aux antibiotiques de Salmonella. Une premiere

évaluation a été réalisée pour les années 2000 a 2002. Une
étude de suivi (2009-2013) a été publiée en 2015 dans
‘Antimicrobial Agents and Chemotherapy’.

Depuis 2017, d'importants changements ont été apportés au
protocole de routine pour la surveilance de la résistance aux
antimicrobiens au CNR. Premierement, les sérotypes a
tester ont été étendus pour inclure sept sérovars associes a
FAMR dans le monde (table 1). En outre, l'antibiogramme de
tous les isolats invasifs et lié au voyage a été déterminé.

Deuxiémement, le passage de la diffusion sur disque a la
microdilution en bouillon a été réalisé a laide de plaques
Sensititre personnalisées (Thermo Scientific). La raison en
était double:
Le test de résistance a la colistine n'était pas
possible avec la diffusion de disque
La détermination des valeurs de CMI pour chaque
combinaison bactérie-antibiotique, afin  de
permettre la comparaison avec des souches
indicatrices provenant de lalimentation et de
I'élevage.

Dans le présent rapport, la multirésistance aux
médicaments (MDR) est définie comme une résistance a
plus de trois classes d'antibiotiques différentes.

Tout les donneés AMR sont repris dans Figures 7-9 et
Tables 7 et 8.

Table 7. Apercu du nombre de souchespourlesquelles
I'antibiogramme a été déterminé, par sérovar, avec indicationdu
pourcentage de MDR (résistant a plusde troisclasses
d'antibiotiques) et de souchespan-sensibles.

Serovar Ntested MDR (n) Pan-S

(n)

TYPHIMURIUM 325 59 38
ENTERITIDIS 183 6 85

INFANTIS 44 18 10

DERBY 37 0 24

DUBLIN 31 3 0
BRANDENBURG 26 1 18

PARATYPHI B VAR. L(+)

TARTRATE+ 15 0 5
TYPHI 12 1 4
LIVINGSTONE 11 0 7
NEWPORT 9 1 5
ORANIENBURG 9 1 8
STANLEY 8 0 5
HADAR 7 0 1
CHESTER 6 1 3
PARATYPHI A 6 0 0
AGONA 4 0 3
CORVALLIS 4 1 1
KENTUCKY 4 3 0
POONA 3 0 3
SAINTPAUL 3 0 2
BREDENEY 2 0 1
HAVANA 2 0 2
SUBSPI 2 0 2
VIRCHOW 2 0 2
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Table 8. Non-sensibilité globale (%) de Salmonellaspp. en

Belgique, période 2018-2020.

2018
57.7
1.7
2.0
0.0
0.0
21.0
4.7
48.8

27.8

7.0

49.2

26.0

2019
44.5
1.7
1.8
0.0
0.0
13.2
3.0
39.7

27.7

14.3

40.1

17.4

N
»
[y

2020
42.4
1.2
1.0
0.0
0.0
10.2
2.1
37.5

19.8

15.9

38.6

12.6
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Class Antibiotic
B-lactams AMPICILLINE
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CEFTAZIDIME
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ERTAPENEM
Protein | CHLORAMPHENICOL
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inhibitors TETRACYCLINE
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Figure 7. Evolution de larésistance des Salmonella spp. humains
contre trois antibiotiques cliniquement importants, 2003-2020.
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L'augmentation de la résistance a la Ciprofloxazine en 2017 peut
étre partiellement expliquée par le passage a une nouvelle
méthodologie pour les antibiogrammes, voir le texte pour plus
d'explications.
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Figure 8. Carte thermique spécifique par sérovar pour la
résistance aux antibiotiques (%). Voir la table 2 pour la
significationdesabréviations.
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Figure 9. Distribution desvaleursde CMI de Salmonella spp. pour
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parune ligne pointliée.
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Les constatations suivantes ont été faites:

Les résistances les plus fréquentes sont celles contre
Fampiciline (42.4%), les sulfonamides (38.6%) et la
tétracycline (37.5%), avec des différences importantes
entre les différents sérovars (Table 8, Figure 7). Par
rapport a 2019, larésistance globale adiminué pour
toutes les classes d'antibiotiques (Table 8, Figure
8).

La prévalence du phénotype R-ACSSuT chez S.
enterica sérovar Typhimurium a diminué de 23,9% en
2018 &4 13.8% en 2019 et 10.4% en 2020. Ce phénotype
reste rare parmi les autres sérovars, et n'a été observé
que dans des isolats MDR individuels de S. Dublin, S.
Infantis et S. Newport.

En 2020, 11.9% de tous les isolats belges de
Salmonella étaient de type MDR (Table 7). Le
sérotype le plus résistant (n>5) reste S. Kentucky, avec
resp. 75% d'isolats MDR, bien que seuls 4 isolats de ce
type aient été identifiés. En plus du Kentucky, une
résistance remarquablement élevée a été mesurée
chez S. Infantis (41 % MDR, 26 % en 2019).

Pour le sérotype le plus répandu, Typhimurium, la
prévalence de MDR restait stable a 18%.

Le nombre le plus élevé de résistances mesurées pour
une souche concernait 9/14 antibiotiques testés. Ce
niveau a été constaté chez des isolats de sérotype
Typhimurium (4) et Dublin (n=1), dont une souche de
Typhimurium invasive.

Pour la ciprofloxacine, la proportion de Salmonella spp.
(0,06<MICCIP<2 pg/ml) adiminué de 25,1% en 2019 a
18,3% en 2020, ce qui constitue une rupture par rapport
aux années précédentes. De plus, le groupe d'isolats
hautement résistants est passé de 5,8% en 2018 et
2,6% en 2019, a 1,4% (11/772) du nombre total de
Salmonella spp. testés, et n'a été trouvé que dans les
sérovars Kentucky, Typhi et Typhimurium . Cette
diminution peut s'expliqguer au moins en partie par la
tres faible prévalence de sérovars trés résistants, tels
que S. Typhi et S. Kentucky.

La résistance a la colistine ne fut testée qu'a partir de
2017, grace au passage a la microdilution en bouillon.
Comme le montre la figure 7, seuls les Serovars Dublin
et Enteritidis 0O:9, qui présentent une résistance
inhérente plus élevée a cet antibiotique, ont présenté
une résistance significative.

En 2020, 11 isolats ont été identifiés avec une
sensibilité réduite aux  céphalosporines ou
carbapenems (Figure 8), appartenant aux sérovars
Typhimurium (n=7), Typhi (n=3), Enteritidis (n=2);
Dublin (n=2) et Infantis (n=1)). La résistance contre
ceftazidime était due a des genes blacTtx-m-15 (n=3),
blapHa-1 (nN=2), blacTx-m-1(n=1) en blaoxa-1 (n=1).

Dans les sept souches a sensibilité réduite a
l'ertapénéme (0,06<MIC<0,5) et/ou au méropéneme
(0,06<MIC=0,25), une seule souche de S. Enteritidis a
identifié un géne blaoxa-as, codé sur un plasmide IncL.

3.7. TYPAGE MLVA

Le profil MLVA a été déterminé pour un total de 308 souches
isolées de S. enterica sérovar Enteritidis. 67 profis MLVA
différents ont été observés en 2020.

Les cing profils les plus fréquents sont:
o 3-9-5-4-1 (14,0%)
2-10-7-3-2 (9,7%)
2-11-7-3-2 (8,8%)
3-10-5-4-1 (8,1%)
3-11-5-4-1 (7,5%)

O O O O

Trois profils apparentés 3-9-5-4-1, 3-10-5-4-1 et 3-11-5-4-1
ont été fréquemment observés (14,0%, 8,1% et 7,5%).
Aprés une baisse ces 2 dernieres années, ces profils
reprennent une proportion plus importante. Le profil 3-9-5-4-
1 est le seul profil qui a montré une nette augmentation par
rapport aux années précédentes malgré la baisse mondiale
du nombre de Salmonelloses due a la pandémie de Covid-
19. Le profil 3-11-5-4-1 a été observé en nombre
comparable et peut avoir été lié a une alerte européenne
(voir paragraphe 3.3.2)

Les profils plutot rares 2-9-7-3-2 et 2-9-6-3-2 liés au foyer du
aux ceufs polonais en 2016 ont a nouveau été légérement
plus  fréguemment observés (3,0% et 36 %),
respectivement. Cette augmentation est peut-étre liée a une
alerte européenne UI-707, lancée par les Pays-Bas et liée a
une entreprise de ponte. D'autres analyses ont été lancées
pour approfondir cette hypothése.

Un groupe de profils MLVA par ailleurs rares a été observé
en 2020: 2-10-8-4-2 (3,6%).
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Figure 9. Apercu des analyses MLVA pour S. enterica sérovar
2016 Enteritidis (ci-dessus), S. enterica sérovar Typhimurium (milieu) et
. monophasique S. enterica sérovar Typhimurium (ci-dessous).

2010 Minimal Spanning Tree (MST) des différents profils entre 2016 et
2020 2020.
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" Le profil 3-13-10-0-211 a été le plus souvent observé en
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4. Research & Development (ENG)

4.1 ONGOING RESEARCH PROJECTS AT THE NRC SALMONELLA

We are leading the OHEIJP 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 w ithin 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 allow s real-time sequencing with long sequence reads,
providing additional information of w here 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 wiil
apply this know ledge on six study cases w hichwill greatly profit from MGE sequencing, incl. samples isolated
in the context of national surveillance programmes, EFFORT and ARDIG projects. This will be follow ed 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 betw een AMR genes and MGEs in metagenomic datasets from the EFFORT project.

We participate 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 wiill apply a cross-sectorial approach in
w hichw e 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 w ell 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 w ll assess
w hether 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 withincreased 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, w hich 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).



4.2 PEER-REVIEWED PUBLICATIONS (2020)

Non-typhoidal Salmonellaintestinal carriage in a Schistosoma mansoni endemic community in

a rural area of the Democratic Republic of Congo.
Mbuyi-Kalonji, L. et al. PLoS Negl Trop Dis. 2020 Feb 21;14(2):e0007875. doi: 10.1371/journal.pntd.0007 875.

Background: Clinical observations and animal studies have suggested that Salmonella intestinal carriage is
promoted by concurrent Schistosoma infection. The present study assessed association of Salmonella intestinal
carriage and Schistosoma mansoni infection among individuals in a Schistosoma endemic area in sub-Saharan
Africa.

Methods: From November 2015 to March 2016, a cross-sectional community-wide study w as conducted in Kifua
I, a rural vilage in Kongo Central Province, Democratic Republic of Congo. Stool samples were collected and
analyzed for Salmonella intestinal carriage (culture) and Schistosoma mansoni infection (Kato Katz microscopy
with determination of egg load). Salmonella Typhimurium and Enteritidis isolates were assessed for genetic
similarity w ith blood culture isolates obtained during the same period in a neighboring hospital using multi-locus
variable-numbers tandem repeat analysis (MLVA).

Results: A total of 1,108 participants were included (median age 15 years (IQR: 7-36), male-to-female ratio of
1:1.1). The overall prevalence of Schistosoma mansoni infection and non-typhoidal Salmonella carriage was
51.2% (95% ClI: 48.2-54.1) and 3.4% (95% CI: 2.5-4.7) respectively, with 2.2% (95% ClI: 1.5-3.2) of participants
coinfected. The proportion of Salmonella carriage tended to be higher among Schistosoma mansoni infected
participants compared to non-infected participants but this difference did not reach statistical significance (4.2%
versus 2.6%, p = 0.132). However, the proportion of Salmonella carriage among participants with a heavy
Schistosoma mansoni infection w as significantly higher compared to those with a light and moderate infection
(8.7% versus 3.2%, p = 0.012) and compared to Schistosoma mansoni negatives (8.7% versus 2.6%, p = 0.002).
The 38 Salmonella isolates comprised five and four Enteritidis and Typhimurium serotypes respectively, the
majority of them had MLVA types identical or similar to those observed among blood culture isolates.

Conclusion: Salmonella intestinal carriage was associated with a heavy intensity of Schistosoma mansoni
infection. Further studies are needed to address causation.

A multiplex oligonucleotide ligation-PCR method for the genoserotyping of common
Salmonellausing aliquid bead suspension assay.
Gand, M. et al. Food Microbiol. 2020 May;87:103394. doi: 10.1016/j.fm.2019.103394.

ABSTRACT. Salmonella is a major pathogen having a public health and economic impact in both humans and
animals. Six serotypes of the Salmonella genus are mentioned in the Belgian and European regulation as to be
rapidly excluded from the food chain (EU regulation N°2160/2003, Belgian royal decree 27/04/2017). The
reference method for Salmonella serotyping, including slide-agglutination and biochemical tests, is time-
consuming, expensive, not alw ays objective, and therefore does not match the fastidentification criteria required
by the legislation. In this study, a molecular method, using genetic markers detected by Multiplex Oligonucleotide
Ligation - PCR and Luminex technology, w as developed for the identification of the 6 Salmonella serotypes and
their variants subjected to an official control. The resulting method was validated w ith the analysis of 971
Salmonella isolated from different matrixes (human, animal, food or environment) and 33 non-Salmonella strains.
The results w ere compared w ith the reference identifications, achieving an accuracy of 99.7%. The cost-effective
high-throughput genoserotyping assay is performed in 1 day and generates objective results, thanks to the
automatic interpretation of raw data using abarcode system. In conclusion, it is fully adapted to the implementation
in firstline laboratories and meets the requirements of the regulation.

A genoserotyping system for a fast and objective identification of Salmonella

serotypes commonlyisolated from poultry and pork food sectorsin Belgium.
Gand M et al. Food Microbiol. 2020 Oct;91:103534. doi: 10.1016/j.fm.2020.103534.

Humans are mostly contaminated by Salmonella through the consumption of pork- and poultry-derived food
products. Therefore, a strict monitoring of Salmonella serotypes in food-producing animals is needed to limit the
transmission of the pathogen to humans. Additionally, Salmonella can lead to economic loss in the food sector.
Previously, a genoserotyping method using the MOL-PCR and Luminex technology was developed for the
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identification of the 6 Salmonella serotypes, and their variants, subjected to an official control in the Belgian food
sector. In this study, 3 additional assays using the same technology w ere developed for the rapid and cost-effective
detection of 13 dangerous highly invasive serotypes or other serotypes frequently isolated fromthe Belgian poultry
and pork sector, i.e. Agona, Anatum, Brandenburg, Choleraesuis, Derby, Enteritidis vaccine strains, Gallinarum
var. Gallinarum/Pullorum, Livingstone, Mbandaka, Minnesota, Ohio, Rissen and Senftenberg. Moreover, the
previously developed firstMOL-PCR assay w as improved for S. Paratyphi B and serogroup O:3 detection. Finally,
a Decision Support System hosted by a w eb application w as created for an automatic and objective interpretation
of the Luminex raw data. The 3 new assays and the modifications of the firstassay w ere validated witha 100%
accuracy, using 553 Salmonella and non-Salmonella strains in total.

High genetic similarity between non-typhoidal Salmonellaisolated from paired blood

and stool samples of childrenin the Democratic Republic of the Congo.
Phoba MF et al. PLoS Negl Trop Dis. 2020 Jul 2;14(7):e0008377.

Background: Non-typhoidal Salmonella (NTS) serotypes Typhimurium and Enteritidis are a major cause of
bloodstream infections in children in sub-Saharan Africa but their reservoir is unknown. We compared pairs of
NTS blood and stool isolates (withthe same NTS serotype recovered in the same patient) for genetic similarity.

Methods: Betw een November 2013 and April 2017, hospital-admitted children (29 days to 14 years) w ith culture-
confirmed NTS bloodstream infections were enrolled in a cross-sectional study at Kisantu Hospital, DR Congo.
Stool cultures for Salmonella w ere performed on a subset of enrolled children, as well as on a control group of
non-febrile hospital-admitted children. Pairs of blood and stool NTS isolates w ere assessed for genetic similarity
by multiple-locus variable-number of tandem repeats (MLVA) and genomics analysis.

Results: A total of 299 children with NTS grow nfromblood cultures (Typhimurium 68.6%, Enteritidis 30.4%, other
NTS 1.0%) had a stool sample processed; in 105 (35.1%) of them NTS was detected (Typhimurium 70.5%,
Enteritidis 25.7%, other NTS 3.8%). A total of 87/105 (82.9%) pairs of blood and stool NTS isolates w ere observed
(representing 29.1% of the 299 children). Among 1598 controls, the proportion of NTS stool excretion w as 2.1%
(p <0.0001). MLVA types among paired isolates w ere identical in 82/87 (94.3%) pairs (27.4% of the 299 children;
61/66 (92.4%) in Typhimurium and 21/21 (100%) in Enteritidis pairs). Genomics analysis confirmed high genetic
similarity w ithin 41/43 (95.3%) pairs, showing a median SNP difference of 1 (range 0-77) and 1 (range 0-4) for
Typhimurium and Enteritidis pairs respectively. Typhimurium and Enteritidis isolates belonged to sequence types
ST313 lineage Il and ST11 respectively.

Conclusion: Nearly 30% of children with NTS bloodstream infection show ed stool excretion of an NTS isolate
with high genetic similarity, adding to the evidence of humans as a potential reservoir for NTS.
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