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MANAGEMENT SAMENVATTING

HOOFDPUNTEN

In 2021 ontving het Nationale Referentie Centum in
totaal 2299 Salmonella isolaten afkomstig van 2104
unieke patiénten, een stijging met 20.2% ten opzichte
van 2020 maar nog steeds een globaal dalende trend.
In vergelijking met de voorbije 5 jaren werd er in het
eerste semester van 2021 substantieel minder
Salmonella stalen ontvangen. Het aantal stalen
herstelde zich in het tweede semester tot het pre-
pandemie niveau.

Het merendeel van de Salmonella stammen (90,6%)
werd geisoleerd uit faeces. In 2021 werden 3.4% van
de stammen uit bloed geisoleerd, wat een stabiel
aantal is in vergelijking met voorgaande jaren.

Opvallend genoeg werd tijdens de pandemiejaren
2020-2021 geen speculaire verschuivingen genoteerd
van de serotype distributie onder de humane
Salmonella stammen. Vorig jaar behoorden het
merendeel van de stammen (52,5%) nog steeds tot de
belangrijkste serogroep 0O:4 (B), waarbij de grote
meerderheid werd geidentificeerd als S. enterica
serovar Typhimurium (42%). Na de sterke daling van
S. enterica serovar Enteritidis (0:9) in het vorige
decenium, stijgt de prevalentie van dit serotype
opnieuw tot 25.7% in 2021.

In de groep van de minder voorkomende serotypen,
observeerden we sterke, uitbraakgerelateerde
stijgingen van S. Braederup en S. Newport. Na de piek
van de S. Dublin (0:9) in 2020 tot 1.9% van het totale
aantal, nam de proportie van dit invasieve serotype
opnieuw af tot 0.9% (19/2104).

De typhoide stammen vertegenwoordigden in totaal
slechts 0.39% van alle stammen geanalyseerd in het
NRC, en dit verdeeld over Typhi (0.29%) en Paratyphi
A (0.1%).

Aan de hand van data van het NRC werden 6
opmerkelijke verhogingen van serotypes en/of MLVA
profielen op een korte tijdspanne opgemerkt in 2021.

Deze worden uitgebreid besproken in sectie 3.3 van dit
document.

Het NRC ontving in 2021 in totaal 69 unieke isolaten
(3.3%) die werden geisoleerd uit een bloedcultuur, een
gelijkaardige proportie in vergelijking met de voorbije
jaren. Zoals verwacht is de meerderheid van de tyfoide
isolaten invasief. De meerderheid van deze invasieve
stammen behoorden tot de serovars Typhimurium,
Enteritidis, Typhi, Chester en Dublin (69.5% van de
gevallen) (Tabel 5). De meest opvallende waarneming
is de stijging, zowel proportioneel als in absolute
aantallen, van het aantal S. Enteritidis stammen
geisoleerd uit bloedcultuur (20/544, 3.7% tegenover
6/309 in 2020).

Zoals verwacht werden opnieuw iets meer
reisgerelateerde Salmonelloses vastgesteld dan in
2020. Dit jaar werden 2.7% (54/2104) van de
onderzochte Salmonella stalen gerelateerd aan een
recent verblijf in het buitenland, in vergelijking met
1.7% in 2020.

De meest frequente resistenties zijn deze tegen
ampicilline  (40.9%), sulfonamiden (37%) en
tetracycline (33.5%), met grote verschillen tussen de
verschillende serovars. In vergeliking met 2019,
daalde de globale resistentie voor alle klassen van
antibiotica. In 2020 waren in totaal 10.8% van alle
Belgische Salmonella isolaten MDR, een daling met
1% ten opzichte van 2019. De meest resistente
serovar blijft S. Kentucky, met resp. 58% MDR isolaten,
maar ook dit is een daling met 16% ten opzichte van
75%.

Voor ciprofloxacine  daalde de proportie
laagresistente Salmonella spp. (0,06<MICcipr<2 pg/ml)
van 25.1% in 2019 naar 11.7% (110/936) in 2021,
hetgeen een voorzetting is van de dalende trend die de
voorbije jaren is ingezet. Bovendien verkleinde de
groep van hoogresistente isolaten van 5,8% in 2018
en 2.6% in 2019, tot 1.5% (14/938) van het totale
aantal geteste Salmonella spp. in 2021.

Het NRC publiceerde 5 peer-reviewed artikelen in
verband met nationale en internationale surveillance
van Salmonella infecties. Deze publicaties zijn gratis
ter beschikking, via de link in sectie 4.2.
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METHODOLOGIE

1. INLEIDING

1.1. DOELSTELLING

De belangrikste opdracht van het Nationaal
Referentiecentrum (NRC) voor Salmonella is het verzekeren
van een epidemiologisch toezicht op humane infecties van
Salmonella. Dit toezicht heeft als doel zo snel mogelijk
epidemieén te detecteren, alsook hun oorsprong en op
lange termijn de ruimtelijke en tijdelijke tendensen in de
evolutie van deze twee kiemen te evalueren.

Daarnaast worden er ook Salmonella stammen,
voornamelijk geisoleerd uit levensmiddelen, geserotypeerd.
Hierdoor kan een eventueel verband tussen de
contaminatiebron en de humane epidemie vastgesteld
worden. De epidemiologische surveillance van de 2 meest
belangrijke serotypes (Enteritidis en Typhimurium) wordt
vervolledigd door het uitvoeren van een subtypering
namelijk de Multi Locus Variable Number of Tandem
Repeats Analyses (MLVA). Specifieke gevallen zoals
multidrugresistente  of invasieve stammen worden
onderzocht door Whole-Genome Sequencing (WGS). Het
NRC houdt eveneens toezicht op de antibiotica-
gevoeligheid van de geisoleerde kiemen.

Wanneer er een epidemie vermoed wordt, waarschuwt het
NRC het programma ‘“Infectieziekten in de algemene
populatie” dat vervolgens het nodige doet om een onderzoek
in te stellen bij de patiénten en het FAVV inlicht voor een
onderzoek van de mogelijk besmette eetwaren.

Dit toezicht laat toe epidemieén te controleren,
preventiemaatregelen uit te stippelen en de genomen
maatregelen ten gunste van de volksgezondheid en voor de
bescherming van de consument te evalueren.

Maandelijks wordt alle subtyperingsdata overgebracht naar
het nationale EpiStat surveillance systeem, en worden
jaarlijks doorgestuurd naar het Europese netwerk van Food
and Waterborne Diseases and Zoonoses (een organisatie
voor enterische infecties van het European Centre for
Disease Prevention and Control, ECDC). Deze
epidemiologische gegevens zijn te raadplegen door de
gezondheidsinspecteurs van de Gemeenschappen, het
netwerk van de peillaboratoria en de referentiecentra via
https://nrchm.wiv-isp.be/nl/default.aspx.

1.2. KWALITEIT

Sinds meer dan 40 jaar streeft het NRC een hoge
kwaliteitsstandaard na, zowel op het vlak van de analysen
en de epidemiologische studies als op het vlak van
communicatie met de correspondenten en opdrachtgevers.

In 2003 heeft het Centrum een officieel kwaliteitssysteem,
NBN en ISO/IEC 17025, geintroduceerd om de
kwaliteitsstandaard te officialiseren en sinds 22 juni 2004 is
het centrum geaccrediteerd. De moleculaire typerings- en
sub-typeringstechnieken zijn sinds juni 2013 geaccrediteerd
volgens de 1SO15189 norm.

Dit systeem garandeert de nauwkeurigheid en geldigheid
van de toegepaste protocollen, de traceerbaarheid van de
onderzoeksresultaten, de juistheid van de uitslagen en de
technische onafhankelijkheid van het laboratorium. Dit
kwaliteitssysteem schept eveneens een band van
vertrouwen tussen het Centrum en zijn correspondenten en
klanten dankzij de kwaliteit van de uitgevoerde analysen.

Behalve de invoering van dit officiéle kwaliteitssysteem zet
het NRC ook actief in op het introduceren van moleculair
biologische technieken, zoals Next-Generation Sequencing
en multiplex typeringen. Deze laten het Centrum toe zijn
deskundigheid in nationale en internationale opdrachten in
het kader van de volksgezondheid en de bescherming van
de consument te verzekeren en uit te voeren.


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

SALMONELLA SURVEILLANCE

2. METHODOLOGIE

2.1 DEFINITIES

Een salmonellose wordt gedefinieerd als een humane
infectie waarbij Salmonella species geisoleerd wordt. Dit kan
zowel bij een gezonde als zieke persoon zijn.

2.2 VERZAMELEN VAN STAMMEN EN
METADATA

Een geisoleerde humane Salmonella stam wordt door een
klinische laboratorium op vrijwillige basis opgestuurd naar
het NRC, samen met het formulier met inlichtingen over de
stam en de epidemiologie.

De gevraagde metadata bevatten de leeftijd, geslacht en
postcode van de patiént, samen met het geassocieerd
ziektebeeld en informatie iv.m. recente reizen en
hospitalisatie van de patiént. Indien er al vastgestelde
antigeenkenmerken zijn, worden deze ook gevraagd. In
geval van een epidemie of collectieve voedselintoxicatie
moeten slechts enkele stammen van verschillende patiénten
opgestuurd worden met de vermelding van het totaal aantal
vastgestelde gevallen.

Na ontvangst krijgt elk staal een uniek nummer in de vorm
S21BD0000x, en wordt de opgenomen metadata digitaal
ingebracht in het STARLIMS systeem. Het staal wordt na
analyse bewaard in 20% glycerol op -80°C.

Het NRC meldt infecties met typhoide Salmonella spp. aan
de gezondheidsinspecteurs in alle regio’s in Belgié.

2.3 TAXONOMIE EN NRC WORKFLOW

Het genus Salmonella behoort tot de familie van de
Enterobacteriaceae en bevat twee species:

e S. enterica (2557 serovars), onderverdeeld in 6
subspecies:

S. enterica subspecies enterica (1531 serovars)
of subspecies |
S. enterica subspecies salamae (505 serovars) of
subspecies Il
S. enterica subspecies arizonae (99 serovars) of
subspecies llla
S. enterica subspecies diarizonae (336 serovars)
of subspecies llib
S. enterica subspecies houtenae (73 serovars) of
subspecies IV
S. enterica subspecies indica (13 serovars) of
subspecies VI

* S. bongori (22 serovars)

Gand, M. et al.,Food Microbiol. 2020 May;87:103394.
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Figuur 1. Workflow in het NRC Salmonella, 2021. Aangevinkte
resultaten worden na validatie verzonden naar het indienende lab.
AST, antibioticum Susceptibility Testing. WGS, Whole-Genome
Sequencing.

2.4 (GENO-)SEROTYPERINGEN

Het serotype van een Salmonella wordt bepaald door een
combinatie van somatische O-antigenen, flagellaire H-
antigenen en oppervlakte-antigenen (Vi) volgens het
schema van Kauffmann en White. Indien noodzakelijk,
worden er bijkomende biochemische testen uitgevoerd om
de identificatie te bevestigen of om een onderscheid te
maken tussen de verschillende subspecies.

Sinds eind 2018 schakelde het NRC over naar een intern
ontwikkelde en [S0O15189 geaccrediteerde geno-
serotypering op basis van Luminex XTAG beads (Figuur
2a). Deze methode is in staat de meest courante Salmonella
serotypen te identificeren met serotype-specifieke
genetische merkers, vertrekkende van een thermolysaat van
een zuivere cultuur. De test is opgesplitst in vier multiplex
reacties om de kostenefficiéntie te maximaliseren (Figuur
2b). De BASE module kan alle serotypes identificeren die
wettelijk moeten opgevold worden (cf. EU regulatie
N°2160/2003 en Belgisch advies 03-2012), maar kan
gelijktijdig een onbekend Salmonella staal oriénteren naar
O-antigengroep?.
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Figuur 2. A. Workflow van de geno-serotypering
van Salmonella. B. Vier submodules gebruikt in de
ligatie, wvolgend op initiéle identificatie door de
BASE module

Tabel 2. Antibiotica getest via broth microdilutie

2.5 ANTIBIOTICUMRESISTENTIE

Antibioticum CODE Geteste = Gevoeligheids-
conc. breekpunt
Het NRC test de antibioticagevoeligheid van een steekproef (mg/L) (mg/L)
onder de 20 meest prevalente serovars bij de humang AMPICILLINE ~ AMP 1-64 8.0
Salmonella stammen, zoals voorgesteld in Tabel 1. In dit AZYTHROMYCINE | AZI 264 ND*
rapport wordt multidrugresistentie (MDR) gedefinieerd als
resistent tegen meer dan drie klassen antibiotica. CEFOTAXIME | CTX 0.2>-4 1.0
CEFTAZIDIME = CAZ 0.5-8 1.0
Sinds 2017 wordt het antibiogram opgesteld door broth
microdilutie (Sensititre™, Thermo Fisher), waarbij de CHLORAMPHENICOL | CHL 8-64 8.0
Minimale Inhibitorische Concentratie (MIC) waarde voor elk CIPROFLOXACINE | CIP 0.015-8 0.06
antibioticum wordt bepaald en worden geinterpreteerd COLISTINE = COL 0.5-8 2.0
volgens de aanbevelingen van EUCAST. Bijj ontbreker_l \_/an ERTAPENEM ETP 0.015-2 0.5
EUCAST parameters wordt de_ CLSI norm gevolgd (Clinical GENTAMICINE ~ GEN 0.5-16 2.0
and Laboratory Standards Institute). MEROPENEM = MER | 0.03-16 20
SULFAMETHOXAZOLE = SMX 32-1024 256
- S TETRACYCLINE | TCY 2-64 4.0
;thle\llRl(s.Schema van de antibioticumgevoeligheidstesten aan TIGECYCLINE | Tac 0.25-8 ND*
Serovar Weken TRIMETHOPRIM = TMP 0.5-16 4.0
* Voor interpretatie, wordt in dit rapport gebruik gemaakt van de ECOFF waarden
1-24 | 25-29 30-41 | 42-47 48-53 voor AZM (S < 16pg/ml) en TGV (S < 1pg/ml).
ENTERITIDIS 5 10 20 10 5
TYPHIMURIUM 5 10 10 5 5
AGONA 2.6 MLVA TYPERINGEN
ANATUM De typering van Salmonella enterica serovar Enteritidis
BRANDENBURG stammen met de MLVA techniek wordt door het NRC
CHESTER uitgevoerd volgens het artikel van Hopkins terwijl de
CORVALIS Salmonella enterica serovar Typhimurium  worden
DERBY getypeerd volgens de methode van Lindstedt. In 2021 werd
deze techniek op alle Enteritidis en Typhimurium stammen
DUBLIN
toegepast.
HADAR
HEIDELBERG
INEANTIS Al de ontvangen stammen 2.7 WHOLE-GENOME SEQUENCING
KENTUCKY In bepaalde gevallen zoals een nationale of internale
LIVINGSTONE uitbraak, worden stammen verder onderzocht met behulp
PANAMA van Next-Generation Sequencing (NGS). In dit geval wordt
PARATYPHI Genomisch DNA wordt geéxtraheerd met de MgC Bacterial
SAINTPAUL DNA Kit™ met 60 pl elutie volume (Atrida, NL), volgens
STANLEY instructies van de fabrikant. Sequencing libraries worden
TYPHI gemaakt_ met de lllumina Nextera XT DNA sample
VIRCHOW preparation kit, en vervolgens gesequeneerd met een

lllumina MiSeq instrument met een 250-bp paired-end
protocol (MiSeq v3 chemistry), volgens instructies van de
fabrikant.



3. Resultaten

3.1 STALEN: OORSPRONG EN AFKOMST

3.1.1 STAALAANTALLEN

In het voorbije jaar typeerde het NRC humane Salmonella
isolaten in opdracht van 137 laboratoria. In 2021 werden
2299 humane Salmonella stammen ontvangen door het
NRC ter typering; dit vertegenwoordigde 2104 unieke
gevallen van Salmonellose, een stijging met 20.2% ten
opzichte van 2020 maar nog steeds een globaal dalende
trend (Figuur 3, boven). In vergelijking met de voorbije 5
jaren werd er in het eerste semester van 2021 substantieel
minder Salmonella stalen ontvangen. Het aantal stalen
herstelde zich in het tweede semester tot het pre-pandemie
niveau (Figuur 3, paneel 3). Uiteraard hebben deze evoluties
een rechstreekse oorzaak in de pandemie-maatregelen,
alsook mogelijks door onderrapportering van ‘milde’
infecties.
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Figuur 3. Boven: Totaal aantal unieke Salmonella spp. onderzocht
aan het NRC, weergegeven voor de periode 2007-2021. Onder:
Overzicht van de wekelijks en maandelijks/dagelijks staalaantallen
aan het NRC in de periode 2010-2021 en 2021, resp., met de
opvallende piek in 2018 gerelateerd aan de grote uitbraak van S.
enterica serovar Typhimurium in mei 2018.

Vorig jaar waren 19 (0.9%) van de opgestuurde stammen
geen Salmonella spp. Dit werd besloten op basis van
biochemische reacties (Kligler-Hajna, urease), afwezigheid
van agglutinatie bij serotypering met het omnivalente serum
en/of het resultaat van de Luminex genoserotypering. Na

controle door MALDI-TOF werd het merendeel
geidentificeerd als een andere Enterobacteriacae (E. coli of
Citrobacter spp.).

3.1.2 LEEFTIIDS- EN GENDERDISTRIBUTIE

De hoogste incidentie van salmonellose, bevestigd na
serotypering, vond men zoals andere jaren terug bij kinderen
jonger dan 5 jaar (27.5% van de gevallen), gevolgd door de
leeftijdsgroep tussen 5 en 10 jaar (14.5%) (Figuur 4). Het
relatieve belang van deze groepen namen licht af in
vergelijking met 2020. Er waren geen significante
verschillen in de distributie tussen de mannelijke en
vrouwelijke bevolking (F/M 1.1).
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Figuur 4. Leeftijds-en genderpiramide voor de bevestigde
Salmonella stammen, 2021.

3.1.3 SPECIMEN

Het merendeel van de Salmonella stammen (90,6%) werd
geisoleerd uit faeces. In 2021 werden 3.4% van de stammen
uit bloed geisoleerd, wat een stabiel aantal is in vergelijking
met voorgaande jaren. De oorsprong van de overige
stammen wordt weergegeven in Tabel 3.

Tabel 3. Oorsprong van de isolaten.

Specimen N %

FAECES 1907 90.64

BLOED 69 3.37

URINE 38 1.81
FAECES+BLOED 5 0.24
FAECES+URINE 3 0.14
ETTER 3 0.14

ABSCES 2 0.10

GALVOCHT 1 0.10
LUMBAAL VOCHT 1 0.05
ANDERE/ONBEKEND 73 3.47



3.2. SEROVAR DISTRIBUTIE MONTEVIDEO | 6 0.28
LIVINGSTONE 6 0.28
, 0SLO 4 0.19
Van alle toegezonden Salmonella isolaten wgrd het serotype MBANDAKA 3 0.14
bepaald. Tabel 4 ge_gft dq gbsolute en reIatleye frequenties BAREILLY ) 0.09
weer van de 177 geidentificeerde serovars in 2021. :
THOMPSON 3 0.14
Tabel 4. Geidentificeerde Salmonella serovars in 2021. HISSAR 2 0.09
BONN 2 0.09
. o2n | ISANGI 2 009
| HARTFORD = 1 0.05
SEROVAR N % LANGEVELD 1 0.05
PARATYPHI A 2 0.09 GEORGIA 1 0.05
MIKAWASIMA 1 0.05
POTSDAM 1 0.05
0:4 (B) LAROCHELLE 1 0.05
KENYA 1 0.05
SEROVAR N % OHIO 1 0.05
MONOPHASIC TYPHIMURIUM 455 21.63 0BOGU 1 0.05
TYPHIMURIUM 433 20.58 MKAMBA 1 0.05
DERBY 27 1.28 IRUMU 1 0.05
CHESTER 26 1.24 COLINDALE 1 0.05
BRANDENBURG 23 1.09 SUBSPI[1 7:y: -] 2 0.09
STANLEY 13 0.62 SUBSPI [I 7:k:-] 1 0.05
BREDENEY 12 0.57 SUBSPI[I 7:--+] | 1 0.05
PARATYPHI B VAR. L(+) TARTRATE+ 12 0.57 SUBSPI [I 7:r:-] 1 0.05
SAINTPAUL | 9 0.43 SUBSPI[1 7:--:1,5] | 1 0.05
COELN 9 0.43 SUBSPI [I 7:e,h:-] 1 0.05
AGONA 8 0.37 SUBSPI[I 7:1213:1,7] | 1 0.05
STANLEYVILLE 5 0.23
INDIANA 3 0.14
SCHWARZENGRUND 4 0.19
HEIDELBERG 2 0.09 |
READING 2 0.09 SEROVAR N %
KINGSTON 1 0.05 NEWPORT 40 1.90
BRADFORD 1 0.05 KENTUCKY 12 0.57
KIMUENZA 1 0.05 KOTTBUS 8 0.37
BALL 1 0.05 MUENCHEN 6 0.29
SANDIEGO 1 0.05 BOVISMORBIFICANS 6 0.28
TSEVIE 1 0.05 HADAR 5 0.23
WAGENIA 1 0.05 MANHATTAN 5 0.23
HESSAREK 1 0.05 CORVALLIS 4 0.19
ABONY 1 0.05 STOURBRIDGE 2 0.09
SUBSPI [14:b:-] 19 0.89 HERSTON 2 0.09
SUBSPI [1 4:1,v:-] 5 0.23 BANALIA 1 0.05
SUBSPI [14,5:y:-] 3 0.14 MAPO 1 0.05
SUBSPI [14,5:-:1,2] 2 0.09 HINDMARSH 1 0.05
SUBSPI [14.5:y: 1.7] 1 0.05 BARDO 1 0.05
SUBSPI [14:2:-] 1 0.05 BLOCKLEY 1 0.05
SUBSPI [14,5:b:-] 1 0.05 FERRUCH 1 0.05
SUBSPI [1 4:-:enx] 1 0.05 TAKORADI 1 0.05
LITCHFIELD 1 0.05
GATUNI 1 0.05
m_ ALBANY 1 0.5
HIDALGO 1 0.05
SEROVAR N % SUBSPI [1 6.8:eh:-] 1 0.05
BRAENDERUP 68 3.23 SUBSPI [1 6,8:-:1,5] 1 0.05
INFANTIS 47 2.23 SUBSPI [16,8:2:-] 1 0.05
VIRCHOW = 11 0.52 SUBSPI [1 8,20:i:1,2] 1 0.05
ORANIENBURG 9 0.43
RISSEN 9 0.43
TENNESSEE 8 | 037




SEROVAR N %
ENTERITIDIS = 544  25.86
DUBLIN =~ 19 0.90
KAPEMBA = 7 0.33
TYPHI | 6 0.29
DURBAN = 4 0.19
NAPOLI | 3 0.14
PANAMA = 3 0.14
ZAIMAN = 2 0.09
JAVIANA 1 0.05
LOME 1 0.05
SUBSPI[I9:Lv:-] | 5 0.23
SUBSPI[19:-] | 3 0.14
SUBSPI[19::1,7] 1 0.05
SUBSPI[19::1,5] 1 0.05
SUBSPI[19: ,z28:-] 1 0.05

SEROVAR N %
HILLINGDON 2 0.09
EKOTEDO 2 0.09

m_

SEROVAR N %
GIVE 5 0.23
MUENSTER | 3 0.14
UGANDA 1 0.05
LEXINGTON =~ 1 0.05
LONDON = 1 0.05
WELTEVREDEN = 1 0.05
ANATUM | 1 0.05
ORION =1 0.05
SUBSPI[I3:-:-] | 1 0.05
SUBSPI[I 3,10:eh:-] | 1 0.05

0:1,3,19 (E4)

SEROVAR N %
SENFTENBERG 13 0.62
VILVOORDE 1 0.05
GWOZA 1 0.05
CANNSTATT 1 0.05
KOUKA 1 0.05
SUBSPI [1 3,19:--] 1 0.05
SUBSPI [1 3.19: 210: -] 1 0.05

_ﬂl_

SEROVAR N %
ABAETETUBA 2 0.09
VENEZIANA 2 0.09
SENEGAL 1 0.05
CHINGOLA 1 0.05
WOODINVILLE 1 0.05

MOERS 1 0.05
RUBISLAW 1 0.05

_m_

SEROVAR N %
HAVANA 6 0.29
OKATIE =~ 3 0.14
POONA 3 0.14
KEDOUGOU =~ 3 0.14
AGBENI =~ 2 0.09
ADIAME = 2 0.09
AJlOBO = 1 0.05
IBADAN =~ 1 0.05
SUBSPI[113,23:r:-] = 1 0.05
SUBSPI[113,23:i:-] = 1 0.05

_mm—

SEROVAR N %
FLORIDA 1 0.05

_m_

SEROVAR N %
BRAZIL 1 0.05
SUBSPI [I 16:1v:-] 2 0.09
SUBSPII [1116: mt] 1 0.05
SUBSPII [l 16:g,m,s,t:-] 1 0.05

0:17 (J)

SEROVAR N %
CARMEL 1 0.05
JANGWANI 1 0.05

SEROVAR N %

SUBSPI [1 21:f,g:-] 1 0.05

m—

SEROVAR N %
POMONA = 3 0.14
UMBILO 1 0.05
COTHAM 1 0.05
KIBUSI | 1 0.05
o33N |
SEROVAR | N %
URBANA = 1 0.05
AGO 1 0.05
SUBSPI [130: 1213,1228: ] 1 0.05
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SUBSPI [1 30:k:-] 1 0.05

SEROVAR

SUBSPI [I 35:mt] 0.05

N
MONSCHAUI 1 0.05
1
Subspllib [lllb 35: k: enxz15] 1 0.05

0:38 (P)

|

SEROVAR N %
FREETOWN 1 0.05

|

Serotype %

SEROVAR N %
YERBA 1 0.05

0:40 (R)

SEROVAR N %
BUKAVU = 1 0.05

0:44 (V)

SEROVAR N %
SubsplV [IV 44:24,223] 1 0.05
SubsplV [IV 44:24,223:-] 1 0.05

0:47 (X)

SEROVAR N %
Subspllib [lllb 47:k:235] 1 0.05

0:48 (Y)

|

SEROVAR %

N

Subspllib [lilb 48:235] 1 0.05
1
1

SubspV [V 48:235:-] 0.05
SubspV [V 48:i:-] 0.05

|

SEROVAR N %
Subsplilb [lllb 50:k:z] 1 0.05

0:61

SEROVAR N %
Subspllib [llIb 61:k:-] 1 0.05
Subspllib [Illb 61:-:1,5,7] 1 0.05

NOT TYPABLE
N %
NOT TYPABLE 10 0.48

De relatieve frequenties van de 18 voornaamste Salmonella
serovars worden in Figuren 5 en 6 weergegeven, in
vergelijking met de vijf voorgaande jaren.

Opvallend genoeg werd tijdens de pandemiejaren 2020-
2021 geen speculaire verschuivingen genoteerd van de
serotype distributie onder de humane Salmonella stammen.
Vorig jaar behoorden het merendeel van de stammen
(52,5%) nog steeds tot de belangrijkste serogroep O:4
(B), waarbij de grote meerderheid werd geidentificeerd als
S. enterica serovar Typhimurium (42%). Na de sterke daling
van S. enterica serovar Enteritidis (0:9) in het vorige
decenium, stijgt de prevalentie van dit serotype opnieuw tot
25.7% in 2021 (Figuur 5).

TYPHIMURIUM MONOPH. TM ENTERITIDIS OTHER

. N _ NV

10

0

Figuur 5. Percentage van de relatieve frequentie van de drie
voornaamste Salmonella serovars voor de periode 2017-2021.

In de groep van de minder voorkomende serotypen, werden
ook een aantal opvallende observaties gedaan. De sterke
stijging van S. Braederup en S. Newport wordt besproken in
sectie 3.3. Na de piek van de S. Dublin (O:9) in 2020 tot
1.9% van het totale aantal, nam de proportie van dit
invasieve serotype opnieuw af tot 0.9% (19/2104). Ook de
eerdere lichte toenames van serotypes Infantis (O:7),
Livingstone (O:7) en Poona (0:13) werden in 2021
omgekeerd (Figuur 6).

Na de scherpe daling van de prevalenties van serotypen
Chester (O:4) en Kentucky (0:8) in 2020, vermoedelijk door
het reisgebonden karakter van deze infecties, zagen we
opnieuw een lichte stijging. Terwijl S. Chester opnieuw op
het pre-pandemieniveau zit, bleven de infecties met MDR S.
Kentucky wel voorlopig beperkt tot 0.6% van de totale
Salmonellosen in 2021.
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Figuur 6. Percentage van de relatieve frequentie van de 15
voornaamste Salmonella serovars voor de periode 2017-2021.
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De typhoide stammen vertegenwoordigden in totaal slechts
0.39% van alle stammen geanalyseerd in het NRC, en dit
verdeeld over Typhi (0.29%) en Paratyphi A (0.1%). Er
werden in 2021 geen Paratyphi B stammen geidentificeerd.
Het percentage typhoide stammen ligt lager in vergelijking
met 2019 (1.8%) en 2020 (1.1%).

Tenslotte werden 10/2104 (0,48%) van de opgestuurde
stammen  geidentificeerd als  Salmonella, maar
geclassificeerd als niet typeerbaar. In deze stammen kon
geen serotype worden vastgesteld door auto-agglutinatie
van de sera.

3.3. GEOGRAFISCHE DISTRIBUTIE EN
UITBRAKEN

3.3.1 NATIONAAL

Een overzicht van de geografische spreiding van de
humane Salmonelloses is weergegeven in Figuren 7 en 8.
In 2021 lag voor alle serotypes samen, de gemiddelde
incidentiegraad op 19.5 gevallen per 100.000 inwoners.

From 2021-02-21 To 2021-02-28
Maxmum 3rd quantile Median

6 |

P,

Interpelated Incidence

[

I I i
Jan21 Apr21 Aug21 Nov21

4-11
e 11-16
16 - 21
- 21-32
- 32-126

Incidence [Cases / 1E5 inhabitants] i

Figuur 7. Incidentie van het totaal aantal humane Salmonelloses
per gemeente, op basis van het aantal gevallen bevestigd door het
NRC. Weergegeven per 100.000 inwoners, periode 2021.

Aan de hand van data van het NRC werden 6 opmerkelijke
verhogingen van serotypes en/of MLVA profielen op een
korte tijdspanne opgemerkt in 2021.

[Cases / 15 inhabitants / TENDAY]

Figuur 8. Geografische mapping van het aantal ontvangen
Salmonella stalen, met een raam van 10 dagen, overeenkomt met
de piek in Figuur 7.
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(1) Begin mei werd er melding gemaakt van een Salmonella
uitbraak in een kinderdagverblijf in West-Vlaanderen. In
totaal werd er positieve stalen gevonden bij 12 kindjes,
evenals bij 2 kinderen van de uitbaatster van het verblijf. In
alle gevallen ging het om een Salmonella van het serovar
Typhimurium met het zeldzame MLVA profiel 3-18-11-NA-
0311. Voedselbemonstering van reststalen leverde geen
geen positief staal van dit MLVA profiel op. Aangezien de
kinderen van de uitbaatser eveneens positief testten, is het
mogelijk dat de besmetting in huiselijk sfeer plaats vond en
via menselijk contact in het kinderdagverblijf werd verspreid.

(2) In de maanden juli tem. november werd een
verdrievoudiging (119 gevallen) van Salmonella Enteritidis
met het MLVA profiel 2-11-7-3-2 waargenomen aan het
NRC. De piek bevond zich voornamelijk in de maanden
augustus en september, met een zwaartepunt in de
provincies Oost-Vlaanderen en Henegouwen. Na NGS
analysen op een selectie stalen, werd er vastgesteld dat het
om 2 clusters ging. Voor beide clusters werd een Europees
alert uitgezonden (2021-FWD-00078) en verder onderzoek
gevoerd naar de mogelijk bron via analyse van bestaande
voedings- en veterinaire stalen en via bevraging van de
betrokken personen. (a) Voor de eerste cluster werd een
match gevonden met een leghenbedrijf in Nederland met
een staal uit 2019, en werd er een match gevonden met een
staal uit een vleeskip-bedrijff uit Oost-Vlaanderen. Uit
bevraging bleek bovendien dat minstens 3 betrokken
kinderen hadden deelgenomen aan een boederijkamp in
dezelfde vestiging vlak voor het verschijnen van de
ziektesymptomen. Het boederijkamp vond plaats op de
vestiging van het betrokken vleeskip-bedrijf. Na
herbevolking van de hokken na een periode van leegstand,
werd er opnieuw bemonsterd en bleken de stalen negatief
voor Salmonella. Er werd een RASFF opgemaakt voor de
communicatie met de buurlanden (RASFF 2021.6236). Het
betrokken bedrijf in Nederland werd eveneens opnieuw
bemonsterd, waarbij alle stalen conform bleken. (b) Voor de
2¢ cluster werd voornamelijk de consumptie van eieren als
een gemeenschappelijke factor gevonden. Na analyse
werden 2 stalen gevonden die matchten met de humane
stalen, afkomstig uit eenzelfde leghenbedrijff uit Oost-
Vlaanderen. De kippen van de betrokken stallen werden
verwijderd, waarna de stallen werden gereinigd en
gecontroleerd. Na positief advies, werd de stallen terug
bevolkt. Echter werd er bij een controle terug een positief
staal gevonden en wordt het bedrijf nog steeds opgevolgd.

(3) Van augustus t.e.m. oktober werd eveneens een
verdrievoudiging van het Salmonella Enteritidis MLVA profiel
3-11-5-4-1 waargenomen. Hierbij ging het om 109 gevallen,
met eveneens een zwaartepunt in de provincies Oost-
Vlaanderen en Henegouwen. NGS analysen van een
selectie stalen toonde aan dat het om 1 cluster ging, waarbij
ook enkele verwante stalen werden gevonden geisoleerd uit
voorbijgaande jaren 2021 en 2020. Dit kan wijzen op een
infectiehaard die al langer bestaat. Er werd een Europees
alert gelanceerd (2021-FWD-00091). Hieruit bleek dat er 1
gerelateerd geval was waargenomen in Duistland (juli 2021)
en 16 gerelateerd gevallen in Nederland (zomer 2021) van
personen die dicht bij de grens van Belgié wonen. Bij verder
onderzoek werden 2 stalen afkomstig uit 2 verschillende
leghenbedrijven gevonden die clusterden met de humane
stammen.

(4) In de maanden september t.e.m. december (piek
oktober) werden er 99 gevallen gedetecteerd van een nooit

eerder vastgesteld MLVA type 3-6-11-NA-0211 van het
serovar Typhimurium. 97% van de gevallen waren afkomstig
uit Vlaanderen en dit voornamelijk uit de provincies
Antwerpen (51 gevallen) en Oost-Vlaanderen (22
gevallen).Aan de hand van de NGS analysen die duidden op
1 cluster, werd een Europees alert opgesteld (2021-FWD-
00092). Echter werden er geen betrokken stalen
waargenomen in andere landen. Uit de enquétes bij de
betrokken personen, kon geen aanwijzing gevonden worden
richting een speciefieke bron. Alsook leverden de analysen
van bestaande voedings en veterinaire stalen geen
gerelateerde stalen.

3.3.2 INTERNATIONAAL

(1) Van maart t.e.m. juli vond een grote internationale
uitbraak plaats van het serovar Braenderup. Deze uitbraak
(2021-FWD-00038), met een piek in de maanden april en
mei, omvatte 348 bevestigde gevallen verspreid over 12
EU/EEA landen en het Verenigde Koninkrijk. In Belgié ging
het om 55 gevallen waarvan 41 uit Vlaanderen, 5 uit Brussel
en 9 uit Wallonié (Figuur 9).
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Figuur 9. Epidemiologische curve van de Belgische gevallen van
de internationale Salmonella Braenderup uitbraak in het voorjaar
van 2021, veroorzaakt door besmette meloenen.

01-04
1-05
0106

Na onderzoek en intensieve bevraging van betrokken
personen in verschillende landen, werd de bron van
besmetting geidentificeerd als zijnde (Galia) meloenen
afkomstig uit een plantage in Honduras (RASFF 2021.2601).
In het Verenigd Konkrijk werden besmette meloenen
bemonsterd, en in verschillende landen kon via tracing back
studies de link met de plantage bevestigd worden. Dit was
eveneens het geval voor 12 van de Belgische gevallen.
Verdere onderzoek bij de betrokken plantage duidden
richting een besmette watertank. Zeven correctieve acties
en 24 preventieve maatregelen werden ingevoerd om
besmetting voor het volgende seizoen (vanaf december
2021) te voorkomen.

(2) Er werd door Nederland een Europees alert (2021-FWD-
00074) gelanceerd i.v.m. een cluster van 30 Salmonella
serovar Typhimurium gevallen in de maanden juli-
november. In Belgié werden in de maanden augustus en
september 40 gevallen (82% uit Vlaanderen) geidentificeerd
van een niet eerder gezien MLVA type 2-17-NA-NA-0213.
Na NGS analyse bleken deze stammen genetische te
clusteren met de uitbraakstammen uit Nederland. Ook in ten
minste 8 andere Europese landen werden enkele gevallen
waargenomen, met de hoogste incidenties in ljsland (13) en
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Denemarken (7). Niettegenstaande onderzoek lopend in de
verschillende landen, kon geen bron geidentificeerd worden.

3.4. INVASIEVE SALMONELLA SPP.

Het NRC ontving in 2020 in totaal 69 unieke isolaten (3.3%)
die werden geisoleerd uit een bloedcultuur, een
gelijkaardige proportie in vergelijking met de voorbije jaren.
Zoals verwacht is de meerderheid van de tyfoide isolaten
invasief. De meerderheid van deze invasieve stammen
behoorden tot de serovars Typhimurium, Enteritidis, Typhi,
Chester en Dublin (69.5% van de gevallen) (Tabel 5).

De meest opvallende waarneming is de stijging, zowel
proportioneel als in absolute aantallen, van het aantal S.
Enteritidis stammen geisoleerd uit bloedcultuur (20/544,
3.7% tegenover 6/309 in 2020). Naast S. Typhi, zijn de
meest invasieve serovars (n>2) in Belgié S. Dublin (47.4%)
en S. Chester (23.1%). In het meest prevalente serovar
Typhimurium zijn slechts 1% van de gevallen geassocieerd
met invasieve infecties.

Tabel 5. Bacteriemie gerelateerd aan Salmonella, 2021.
Weergegeven is het absoluut aantal isolaten per serotype, en de
fractie van het aantal bacteriemién voor de verschillende serotypen.

SEROTYPE
Nbloed Ntot %
ENTERITIDIS 20 544 3.7
DUBLIN 9 19 47.4
CHESTER 6 26 23.1
TYPHIMURIUM 5 433 1.2
MONOPHASIC TM 4 455 0.9
TYPHI 4 6 66.7
BRAENDERUP 2 68 2.9
BRANDENBURG 2 23 8.7
GIVE 2 5 40.0
INFANTIS 2 47 4.3
POONA 2 3 66.7
BONN 1 2 50.0
CARMEL 1 1 100.0
CORVALLIS 1 4 25.0
DERBY 1 27 3.7
MOERS 1 1 100.0
ORANIENBURG 1 9 111
SAINTPAUL 1 9 111
SCHWARZENGRUND 1 4 25.0
STANLEY 1 13 7.7
SUBSPI 1 60 -
NOT TYPABLE 1 10 -

3.5. REISGERELATEERDE INFECTIES

Zoals verwacht werden opnieuw iets meer reisgerelateerde
Salmonelloses vastgesteld dan in 2020. Dit jaar werden
2.7% (54/2104) van de onderzochte Salmonella stalen
gerelateerd aan een recent verblijf in het buitenland, in
vergelijking met 1.7% in 2020. Dit is wel nog steeds maar de
helft van de 5.2% reisgebonden infecties in 2019. De in

totaal 54 stammen zijn afkomstig van 27 verschillende
landen, en beslaan allemaal individuele gevallen (Tabel 6).
Het hoogste aantal unieke stammen werden geisoleerd uit
patiénten met recente verblijven in Frankrijk (n=5) en Turkije
(n=4). Het aantal stammen uit Afrika (n=22) en Europe
(n=21) is gelijkaardig. Een andere opvallende vaststelling
was dat van de 22 stammen uit Afrika, 9 (41%) van het
serovar S. Enterititdis waren.

Tabel 6. Salmonella stammen gelinkt aan een recent verblijf in het
buitenland, 2021.

AFRICA
Serovar N
Marocco ENTERITIDIS 3
Senegal CHESTER 2
SUBSPI [ 3,19:-:-] 1
Zuid-Afrika ENTERITIDIS 2
KENTUCKY 1
Cameroon STANLEYVILLE 1
OKATIE 1
ENTERITIDIS 1
LAROCHELLE 1
Ghana SUBSPI [1 4:1,v:-] 1
KENTUCKY 1
Egypte ENTERITIDIS 1
BONN 1
Guinea ENTERITIDIS 1
DURBAN 1
Congo TYPHI 1
Tunesia ENTERITIDIS 1
Liberia BREDENEY 1
ASIA
Pakistan KENTUCKY 1
India TYPHI 2
AGONA 1
Thailand VIRCHOW 1
Afghanistan PARATYPHI A 1
EUROPE
Italy MONOPHASIC TM 1
SUBSPI [1 7:1z13:1,7] 1
NOT TYPABLE 1
Spain ENTERITIDIS 1
MONOPHASIC TM 1
France MONOPHASIC TM 2
TYPHIMURIUM 1
ENTERITIDIS 2
Turkey TYPHIMURIUM 1
ENTERITIDIS 1
MUENCHEN 1
MONTEVIDEO 1
Portugal ENTERITIDIS 2
Germany VIRCHOW 1
Bosnié ENTERITIDIS 1
Greece TYPHIMURIUM 1
Poland ENTERITIDIS 2
Russia ENTERITIDIS 1
AMERICA
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Peru SUBSPI [I 7:-:-] 1
Dom. Republic ENTERITIDIS 1
Brazil NEWPORT 1

MOERS 1

3.6 ANTIBIOTICUMRESISTENTIE

Hoewel Salmonellose een zelflimiterende ziekte is, is
behandeling met een antibioticum noodzakelijk in geval van
een invasieve extra-intestinale Salmonella infectie, bij
risicopatiénten of bij patiénten met ernstige of langdurige
symptomen. De huidige standaardbehandeling is gebaseerd
op Ciprofloxacine (500 mg), Cotrimoxazol (960 mg) of
Ceftriaxon (1g 1V) gedurende 5-7 dagen.

Jaarlijkse opvolging van antimicrobiéle resistentie (AMR) bij
Salmonella is  daarom noodzakelijk ~ voor de
volksgezondheid. Vroeger werd resistentie voornamelijk
gelinkt aan een chromosomaal genetisch element, genaamd
het Salmonella genomisch eiland 1 (SGI-1). Dit element
zorgt voor pentaresistentie [R-ACSSuT: resistentie tegen
ampicilline, chloramphenicol, streptomycine, sulfonamiden
en tetracycline], verscheen begin jaren 80 in Engeland en
Wales en was voornamelijk geassocieerd met het S.
enterica serovar Typhimurium faagtype DT104. In de jaren
'90 werd het wereldwijd teruggevonden in talloze serotypes,
maar sindsdien kent het een terugval. Meer recente, globale
trends zijn (i) de toenemende resistentie tegen
fluoroquinolonen (FQ) zoals ciprofloxacine, (ii) sporadisch
opduikende resistentie tegen breedspectrum
cefalosporines. en (iii) vermoedelijke plasmidegebonden
resistentie tegen colistine, veroorzaakt door varianten van
het mcr gen.

Sinds 2000 wordt er door het Nationaal Referentiecentrum
op systematische wijze surveillance gedaan naar de
antibioticumgevoeligheid bij Salmonella. Sinds 2017
werden belangrijke wijzigingen aangebracht aan het
routineprotocol voor AMR surveillance aan het NRC. Ten
eerste, werd het schema van te testen serotypen uitgebreid
met serovars die wereldwijd geassocieerd zijn met AMR.
Hiernaast werd het antibiogram van alle invasieve isolaten
bepaald, en ook van alle reisgebonden salmonellosen.

Ten tweede werd overgeschakeld van disk diffusie naar
broth microdilutie met behulp van custom-made Sensitire
platen (Thermo Scientific). De reden hiervoor was
tweevoudig:
Het testen van resistentie tegen colistin, hetgeen
niet mogelijk was met disk difffusie
Het bepalen van MIC waarden voor elke
combinatie bacterie-antibioticum, om zo de
vergelijking met indicatorstammen uit voeding en
veeteelt mogelijk te maken.

In dit rapport wordt multidrug resistentie (MDR)
gedefinieerd als resistentie tegen meer dan drie
verschillende klassen van antibiotica.

In 2021 werden 938 humane Salmonella stammen getest
op antibioticumgevoeligheid. Alle data wordt samengevat in
Tabellen 7-8 en Figuren 10-11.

Tabel 7. Overzicht van het aantal stammen waarvoor het
antibiogram werd bepaald, per serovar, met aanduiding van het
percentage MDR (resistent voor meer dan drie klassen antibiotica)
en pangevoelige stammen.

Serovar Nitested MDR Pan-S
(%) (%)
TYPHIMURIUM 378 16.1 11.1
ENTERITIDIS 255 3.9 54.5
INFANTIS 47 14.9 42.6
NEWPORT 36 5.6 77.8
DERBY 27 3.7 55.6
CHESTER 25 8.0 56.0
BRAENDERUP 19 4.5 68.2
DUBLIN 19 10.5 53
BRANDENBURG 16 6.3 62.5
STANLEY 13 0.0 100.0
KENTUCKY 12 58.3 25.0
PARATYPHI B VAR. L(+) 12 0.0 66.7
TARTRATE+
VIRCHOW 11 0.0 83.3
ORANIENBURG 9 0.0 66.7
SAINTPAUL 9 333 44.4
Agona 7 0.0 57.1
TYPHI 6 50.0 16.7
BREDENEY 5 0.0 80.0
LIVINGSTONE 5 20.0 60.0
CORVALLIS 4 0.0 50.0
HADAR 4 0.0 25.0
MUENCHEN 3 0 66
POONA 3 0 100
GIVE 2 0 100
BONN 2 50 50
ANATUM 1 0 100
CARMEL 1 0 100
DURBAN 1 0 100
HEIDELBERG 2 0 100
LAROCHELLE 1 0 0
MOERS 1 0 100
MONTEVIDEO 1 0 100
STANLEYVILLE 1 0 100
SALMONELLA spp. 938 10.8 37.6

De meest frequente resistenties zijn deze tegen ampicilline
(40.9%), sulfonamiden (37%) en tetracycline (33.5%), met
grote verschillen tussen de verschillende serovars (Tabel 7,
Figuur 10). In vergelijking met 2019, daalde de globale
resistentie voor alle klassen van antibiotica (Tabel 8,
Figuur 10).
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Figuur 10. Serovar-specifieke heatmap voor antibioticumresistentie (%). Zie Tabel 2 voor betekenis van afkortingen.

Tabel 8. Globale niet-gevoeligheid (%) van humane Salmonella
spp. in Belgié. Voor azithromycine en tigecycline bestaan geen
klinische breekpunten.

Class Antibiotic 2019 2020 2021
B- AMPICILLINE 44.5 42.4 40.9
lactams CEFOTAXIME 1.7 1.2 0.8
CEFTAZIDIME 1.8 1.0 0.8
MEROPENEM 0.0 0.0 0.0
ERTAPENEM 0.0 0.0 0.2
Protein | CHLORAMPHENICOL 13.2 10.2 10.0
synthesis GENTAMICINE 3.0 2.1 1.6
inhibitors TETRACYCLINE | 39.7 375 335
TIGECYCLINE - - -
AZYTHROMYCINE - - -
Gyrase CIPROFLOXACINE =~ 27.7 19.8 134
inhibitors
Cell wall COLISTINE 14.3 15.9 12.6
inhibitor
Folate SULFA- | 40.1 38.6 37.0
Synthesis METHOXAZOLE
TRIMETHOPRIM 17.4 12.6 10.1

In 2020 waren in totaal 10.8% van alle Belgische
Salmonellaisolaten MDR (Tabel 7), een daling met 1% ten
opzichte van 2019. De meest resistente serovar blijft S.
Kentucky, met resp. 58% MDR isolaten, maar ook dit is een
daling met 16% ten opzichte van 75%. De MDR prevalentie
bij het meest prevalente serotype, Typhimurium, daalde met
2% tot 16.1%.
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Figuur 11. Evolutie van de resistentie van humane Salmonella spp.
(%) tegen vier klinisch belangrijke antibiotica, 2004-2021. De
stijging voor Ciprofloxazine resitentie in 2017 kan verklaard worden
door overgeschakeling op een nieuwe methodologie voor
antibiogrammen, zie tekst voor meer uitleg.

Het hoogste aantal resistenties dat gemeten werd in
individuele stammen was voor 10/14 geteste antibiotica. Dit
niveau werd vastgesteld in een S. Newport stam geisoleerd
uit een urinecultuur. Naast deze extreem resistente stam,
werd resistentie tegen 8/14 geteste antibiotica vastgesteld
voor 5 stammen, behorend tot serotypen Bonn, Enteritidis,
Livingstone, Saintpaul en Typhimurium.

De prevalentie van het R-ACSSuT fenotype in S. enterica
serovar Typhimurium daalde verder, van 23.9% in 2018 naar
10.4% in 2020 en 9.8% in 2021. Dit fenotype blijft zeldzaam
bij andere serovars.

Wat betreft de individuele antibiotica, werden de volgende
vaststelingen gedaan:
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Voor ciprofloxacine daalde de proportie laagresistente
Salmonella spp. (0,06<MICcir<2 pg/ml) van 25.1% in
2019 naar 11.7% (110/936) in 2021, hetgeen een
voorzetting is van de dalende trend die de voorbije jaren
is ingezet. Bovendien verkleinde de groep van
hoogresistente isolaten van 5,8% in 2018 en 2.6% in
2019, tot 1.5% (14/938) van het totale aantal geteste
Salmonella spp. in 2021. Deze hoge resistentie werd
enkel vastgesteld in serovars Kentucky, Typhi,
Saintpaul en Bonn. Deze afname kan tenminste
gedeelteliik verklaard worden door de zeer lage
prevalentie van deze sterk resistente serovars, zoals S.
Typhi en S. Kentucky.

Resistentie tegen macroliden wordt getest sinds 2017,
en blijft op een laag basaal niveau (<5%).

Significante  resistentie  tegen  colistine  werd
voornamelijk vastgesteld in de O:9 serovars Dublin en
Enteritidis, die een hogere inherente resistentie hebben
tegen dit antibioticum. Resistentie werd ook
geobserveerd in isolaten van ser. Typhimurium (n=4) en
Paratyphi A (n=1), Newport (n=1) en Infantis (n=1).

In 2021 werden in totaal 8 isolaten geidentificeerd met
verminderde gevoeligheid aan indicator
cephalosporines (n=7) en/of carbapenems (n=3).
Deze stammen behoorden tot de serovars Typhimurium
(n=3), Typhi (n=2), Enteritidis (n=1); Newport (n=1) en
Paratyphi A (n=1).
= In elk van de ceftazidime-resistente stammen
werden ESBLs aangetroffen, met name blacTx-m-15
(n=3), blactx-m-9 (n=1), blacTtx-m-1 (N=2) en blaacc-1b
(n=1).
= In twee stammen met verminderde gevoeligheid
voor meropenem (0.06<MIC<0.25), werden geen
specifieke carbapenemases teruggevonden. Dit
was wel het geval in de resistente S. Newport stam
(S21BD07957), waarin blaoxa-so en blarao genen
werden geidentificeerd.

MLVA TYPERINGEN

In 2021 werd het MLVA profiel bepaald voor in totaal 544
geisoleerde S. enterica serovar Enteritidis stammen. In 2021
werden 85 verschillende MLVA profielen geobserveerd.

o De vijf meest frequente profielen zijn:

o 2-11-7-3-2 (27,6%)
o 3-11-5-4-1 (23,0%)
o 2-10-7-3-2 (7,9%)
o 3-9-5-4-1 (3,1%)

o 3-10-5-4-1 (2,9%)

e Twee groepen van verwante profielen, enerzijds 3-
(9/10/11)-5-4-1 en anderzijds 2-(9/10/11)-7-3-2 zijn
samen verantwoordelijk voor tweederde 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.
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Figuur 12. Overzicht van de MLVA analysen in voor S. enterica
serovar Enteritidis. Minimal Spanning Tree (MST) van de
verschillende profielen tussen 2017 en 2021.

In 2021 werd het MLVA profiel bepaald voor in totaal 888
geisoleerde S. enterica serovar Typhimurium stammen. Er
werden 254 verschillende MLVA profielen geobserveerd.
Profiel 3-6-11-NA-0211 werd het vaakst geobserveerd in
2021 (10,0%) met een duidelijke piek in september-
december en hoofdzakelijk gevallen uit Antwerpen en Oost-
Vlaanderen (zie paragraaf 3.3.1). Een andere cluster van
het anders zeldzame MLVA profiel 2-17-NA-NA-0213
werden geobserveerd in 2021 en kon worden gelink met
internationale gevallen.
De top-5 profielen van 2021 zijn :

o 3-6-11-NA-211 (10,0%)
2-17-NA-NA-213 (4,5%)
3-13-10-NA-211 (3,8%)
3-13-7-NA-211 (3,8%)
3-12-10-NA-211 (3,7%)
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Figuur 13. Overzicht van de MLVA analysen in voor S. enterica
serovar Typhimurium (boven) en monofasisch S. enterica serovar
Typhimurium (onder). Minimal Spanning Tree (MST) van de

verschillende profielen tussen 2017 en 2021.
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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 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 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).



4.2 PEER-REVIEWED PUBLICATIONS (2020)

Coverage of the national surveillance system for human Salmonella infections,
Belgium, 2016-2020.

Van Goethem N, Van Den Bossche A, Ceyssens PJ, Lajot A, Coucke W, Vernelen K, Roosens NHC, De
Keersmaecker SCJ, Van Cauteren D, Mattheus W. PLoS One. 2021 Aug 26;16(8):e0256820.

Introduction: The surveillance of human salmonellosis in Belgium is dependent on the referral of human
Salmonella isolates to the National Reference Center (NRC). Knowledge of current diagnostic practices and the
coverage of the national Salmonella surveillance system are important to correctly interpret surveillance data and
trends over time, to estimate the true burden of salmonellosis in Belgium, and to evaluate the appropriateness of
implementing whole-genome sequencing (WGS) at this central level.

Methods: The coverage of the NRC was defined as the proportion of all diagnosed human Salmonella cases in
Belgium reported to the NRC and was assessed for 2019 via a survey among all licensed Belgian medical
laboratories in 2019, and for 2016-2020 via a capture-recapture study using the Sentinel Network of Laboratories
(SNL) as the external source. In addition, the survey was used to assess the impact of the implementation of
culture-independent diagnostic tests (CIDTs) at the level of peripheral laboratory sites, as a potential threat to
national public health surveillance programs.

Results: The coverage of the NRC surveillance system was estimated to be 83% and 85%, based on the results
of the survey and on the two-source capture-recapture study, respectively. Further, the results of the survey
indicated a limited use of CIDTs by peripheral laboratories in 2019.

Conclusion: Given the high coverage and the limited impact of CIDTs on the referral of isolates, we may conclude
that the NRC can confidently monitor the epidemiological situation and identify outbreaks throughout the country.
These findings may guide the decision to implement WGS at the level of the NRC and may improve estimates of
the true burden of salmonellosis in Belgium.

Open access here

Application of a strain-level shotgun metagenomics approach on food samples:
resolution of the source of a Salmonella food-borne outbreak.

Buytaers FE, Saltykova A, Mattheus W, Verhaegen B, Roosens NHC, Vanneste K, Laisnez V, Hammami N,
Pochet B, Cantaert V, Marchal K, Denayer S, De Keersmaecker SCJ. Microb Genom. 2021 Apr;7(4):000547.

Food-borne outbreak investigation currently relies on the time-consuming and challenging bacterial isolation from
food, to be able to link food-derived strains to more easily obtained isolates from infected people. When no food
isolate can be obtained, the source of the outbreak cannot be unambiguously determined. Shotgun metagenomics
approaches applied to the food samples could circumvent this need for isolation from the suspected source, but
require downstream strain-level data analysis to be able to accurately link to the human isolate. Until now, this
approach has not yet been applied outside research settings to analyse real food-borne outbreak samples. In
September 2019, a Salmonella outbreak occurred in a hotel school in Bruges, Belgium, affecting over 200 students
and teachers. Following standard procedures, the Belgian National Reference Center for human salmonellosis
and the National Reference Laboratory for Salmonella in food and feed used conventional analysis based on
isolation, serotyping and MLVA (multilocus variable number tandem repeat analysis) comparison, followed by
whole-genome sequencing, to confirm the source of the contamination over 2 weeks after receipt of the sample,
which was freshly prepared tartar sauce in a meal cooked at the school. Our team used this outbreak as a case
study to deliver a proof of concept for a short-read strain-level shotgun metagenomics approach for source
tracking. We received two suspect food samples: the full meal and some freshly made tartar sauce served with
this meal, requiring the use of raw eggs. After analysis, we could prove, without isolation, that Salmonella was
present in both samples, and we obtained an inferred genome of a Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis that could be linked back to the human isolates of the outbreak in a phylogenetic tree. These
metagenomics-derived outbreak strains were separated from sporadic cases as well as from another outbreak
circulating in Europe at the same time period. This is, to our knowledge, the first Salmonella food-borne outbreak
investigation uniquely linking the food source using a metagenomics approach and this in a fast time frame.
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https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0256820

Open access here

A molecular assay for rapidly distinguishing the AviPro SALMONELLA VAC T vaccine
strain from wild-type field isolates.

Ceyssens PJ, Van den Bossche A, Phan LK, Van Hoorde K, Mattheus W. A molecular assay for rapidly
distinguishing the AviPro SALMONELLA VAC T vaccine strain from wild-type field isolates. J Microbiol
Methods. 2021 May;184:106190.

Rapid differentiation of the AviPro Salmonella VAC T strain from wild-type Salmonella ser. Typhimurium isolates
is essential for the monitoring of veterinary isolates and targeted control actions. The distinction between the two
strain types is routinely made by phenotypic antimicrobial resistance testing, but this sometime leads to ambiguous
results with major economic implications. In this study, we used whole-genome sequencing to identify conserved
and specific mutations in resistance and virulence genes which enable to distinguish field and vaccine strains.
Based on this information, we developed and validated (n = 199) a Luminex-based assay targeting seven specific
single-nucleotide polymorphisms. This molecular test is able to distinguish both Salmonella ser. Typhimurium
types with 100% sensitivity and specificity within one working day.

Open access here

Prevalence, Antimicrobial Resistance, and Molecular Characterization of Salmonellain
Cattle, Beef, and Diarrheic Patients in Bishoftu, Ethiopia.

Gutema FD, Rasschaert G, Agga GE, Merera O, Duguma AB, Abdi RD, Duchateau L, Mattheus W, Gabriél
S, De Zutter L. Foodborne Pathog Dis. 2021 Apr;18(4):283-289.

Within Ethiopia, there is a lack of information on the genetic relatedness of Salmonella from cattle, beef, and
diarrheic patients and its potential transmission from cattle to humans through consumption of contaminated beef.
The objective of this study was to assess the prevalence and determine the serotypes, genetic relatedness, and
antimicrobial resistance of Salmonella in cattle in two local slaughterhouses, in beef at retail shops, and in diarrheic
patients in the only hospital in Bishoftu, Ethiopia. Salmonella was detected in 2.5% (6/240) of cattle samples, in
8.7% (11/127) of beef samples, and in 2.3% (5/216) of the diarrheic patients.

Four Salmonella serotypes: Salmonella Typhimurium, Salmonella Eastbourne, Salmonella Saintpaul,and Salmo

nella Cotham were identified. Salmonella Typhimurium and Salmonella Eastbourne were isolated from cattle and
beef, whereas Salmonella Saintpaul and Salmonella Cotham were isolated only from diarrheic patients. Except
for serotype Salmonella Saintpaul, all isolates were grouped into five pulsotypes, of which two pulsotypes
contained isolates from cattle and beef. Isolates from humans represented unique pulsotypes. Among the
22 Salmonella isolates tested, 95.5% were resistant to at least 1 of the 14 antimicrobials tested

Three Salmonella isolates originating from cattle were multidrug resistant. One human isolate was susceptible to
all antimicrobials tested. More specifically, resistance to ampicillin, sulfamethoxazole, tetracycline, tigecycline, and
trimethoprim were observed. The most frequently observed resistance was to sulfamethoxazole (90.9%, 20/22)
followed by trimethoprim (22.7%, 5/22). The study revealed considerable Salmonella contamination of beef at
retail shops, antimicrobial resistance to commonly used antimicrobials, and shared genetically
similar Salmonella serotypes between cattle and beef; the link with humans could not be established. Still, the
findings of Salmonella in cattle and beef, the propensity of transfer of Salmonella from cattle to beef coupled with
the common consumption of raw/undercooked beef are likely to pose public health risk in Ethiopia.

Paper access here

Identification of the Source for SalImonella Contamination of Carcasses in a Large Pig
Slaughterhouse.
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https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/mgen/10.1099/mgen.0.000547#tab2
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0167701221000580?via%3Dihub
https://www.liebertpub.com/doi/10.1089/fpd.2020.2869?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub++0pubmed

Zeng H, Rasschaert G, De Zutter L, Mattheus W, De Reu K. Pathogens. 2021 Jan 17;10(1):77. doi:
10.3390/pathogens10010077. PMID: 33477347; PMCID: PMC7831019.

To identify the major source of Salmonella contamination in a pig slaughterhouse, samples were collected from
the clean and unclean area and Salmonella isolates were further typed. Carcasses entering the clean area
showed a Salmonella contamination rate of 96.7% in the oral cavity and 55.0% in the rectum content samples.
Evisceration seemed not to be critical as the contamination rate of the carcasses was similar before (16.7%) and
after (18.3%) this slaughter step. In the unclean area, a limited number of oral cavity samples were positive after
bleeding, while a dramatic increase of positives was observed after dehairing. Salmonella was detected in up to
0.01 mL of the recycled water collected from the dehairing machine. Genotyping of Salmonella isolates showed
that similar pulsotypes were present in the oral cavity and recycled water. Based on these observations it can be
concluded that the recycled water used in the dehairing machine was the major source for the carcass
contamination in this slaughterhouse.

Open access here
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