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RESUME

POINTS PRINCIPAUX.

En 2021, le Centre national de référence a regu un total
de 2299 isolats de Salmonella provenant de 2104
patients uniques, soit une augmentation de 20,2%
par rapport a 2020, mais toujours une tendance
globale a la baisse. Par rapport aux cing années
précédentes, le nombre d'échantillons de Salmonella
recus au cours du premier semestre de 2021 est
nettement inférieur. Le nombre d'échantillons ayant
retrouvé le niveau pré-pandémique au cours du
second semestre.

La majorité des souches de Salmonella (90,6%) ont
été isolées a partir de feces. En 2021, 3,4 % des
souches ont été isolées dans le sang, ce qui est un
chiffre stable par rapport aux années précédentes.

Il est remarquable qu'aucun changement spéculaire
dans la distribution des sérotypes parmi les
souches humaines de Salmonella n'ait été observé
au cours des années pandémiques 2020-2021.
L'année derniere, la majorité des souches (52,5 %)
appartenaient encore au principal sérogroupe O:4 (B),
la grande majorité étant identifiée comme S. enterica
serovar Typhimurium (42 %). Aprés le fort déclin de S.
enterica serovar Enteritidis (0:9) au cours de la
décennie précédente, la prévalence de ce sérotype
augmente a nouveau pour atteindre 25,7 % en 2021.

Dans le groupe des sérotypes moins courants, nous
avons observé de fortes augmentations, liées aux
épidémies, de S. Braederup et S. Newport. Apres le pic
de S. Dublin (O:9) en 2020 a 1,9% du nombre total, la
proportion de ce sérotype invasif a de nouveau
diminué & 0,9% (19/2104).

Les souches typhoides ne représentaient au total que
0,39% de toutes les souches analysées dans le CNR,
réparties entre Typhi (0,29%) et Paratyphi A (0,1%).

En utilisant les données du CNR, 6 augmentations
notables des sérotypes et/ou des profils MLVA dans un
court laps de temps ont été notées en 2021. Ceux-ci
sont examinés en détail dans la section 3.3 du présent
document.

Le CNR a recu un total de 69 isolats uniques (3,3 %)
isolés d'une hémoculture en 2021, soit une proportion
similaire & celle des années précédentes. Comme
prévu, la majorité des isolats de typhoide sont invasifs.
La majorité de ces souches invasives appartenaient
aux sérovars Typhimurium, Enteritidis, Typhi, Chester
et Dublin (69,5% des cas) (Tableau 5). L'observation
la plus frappante est l'augmentation, a la fois
proportionnellement et en chiffres absolus, du nombre
de souches de S. Enteritidis isolées a partir d'une
hémoculture (20/544, 3,7% contre 6/309 en 2020).

Comme prévu, on a de nouveau détecté un peu plus
de salmonelloses liées aux voyages qu'en 2020. Cette
année, 2,7% (54/2104) des échantillons de Salmonella
examinés étaient liés a un séjour récent a I'étranger,
contre 1,7% en 2020.

Les résistances les plus fréquentes sont celles a
l'ampicilline (40,9%), aux sulfamides (37%) et a la
tétracycline (33,5%), avec de grandes différences
entre les différents sérovars. Par rapport & 2019, la
résistance mondiale a diminué pour toutes les
classes d'antibiotiques. En 2020, un total de 10,8%
de tous les isolats belges de Salmonella étaient MDR
(tableau 7), soit une diminution de 1% par rapport a
2019. Le sérovar le plus résistant reste S. Kentucky,
avec 58% d'isolats MDR, mais il s'agit également d'une
diminution de 16% par rapport & 75%.

Pour la ciprofloxacine, la proportion de Salmonella spp.
faiblement résistantes (0,06<MICCIP<2 pug/ml) a
diminué de 25,1% en 2019 a 11,7% (110/936) en 2021,
poursuivant la tendance a la baisse amorcée ces
dernieres années. En outre, le groupe d'isolats
hautement résistants a diminué, passant de 5,8 % en
2018 et 2,6 % en 2019, a 1,5 % (14/938) du nombre
total de Salmonella spp. testées en 2021.

Le CNR a publié 5 articles évalués par des pairs
concernant la surveillance nationale et internationale
des infections a Salmonella. Ces publications sont
disponibles gratuitement, via le lien figurant a la section
4.2.
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INTRODUCTION

1. INTRODUCTION

1.1. OBJECTIF

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

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

Quand une épidémie est suspectée, le CNR met en garde le
programme «Maladies infectieuses dans la population
générale» qui prend alors les mesures nécessaires pour
lancer une enquéte chez les patients et informer '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 recgoit une liste mensuelle du
CNRSS des infections confirmées chez I'homme par
Salmonella. Ces données sont ensuite transférées vers le
systeme national de surveillance EpiStat et transmises
annuellement au réseau européen des zoonoses et des
maladies d'origine alimentaire et hydrique (une organisation
pour les infections entériques du Centre Européen de
Prévention et de Contr6le des maladies, ECDC). Les
données épidémiologiques peuvent étre consultées, avec
un acces limité,sur la base de données Sciensano par les
inspecteurs  sanitaires des communautées  via
https://nrchm.wiv-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 a introduit un systeme de qualité officiel,
NBN et ISO/IEC 17025, pour officialiser la norme de qualité.
Depuis le 22 juin 2004, le centre est accrédité. Les
techniques de typage moléculaire et de sous-typage sont
accréditées depuis juin 2013 selon la norme 1SO15189.

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

En plus de lintroduction de ce systéeme qualité officiel, le
CNR encourage également activement 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.
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METHODOLOGIE

2. METHODOLOGIE

2.1 DEFINITIONS

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

2.2 COLLECTIONS DES SOUCHES ET
METADONNEES

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

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

A la réception, chaque échantillon se voit attribuer un
numéro unique, sous la forme S21BD0000x, et les
métadonnées enregistrées sont entrées numériquement
dans le systeme STARLIMS. L'échantillon est conservé
apres analyse dans 20% de glycérol a -80°C.

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

2.3 TAXONOMIE ET FLUX DE TRAVAIL DU
CNR

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

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

S. enterica sous-espéce enterica (1531 serovars)
ou sous-espece |
S. enterica sous-espéce salamae (505 serovars)
ou sous-espece Il
S. enterica sous-espéece arizonae (99 serovars)
ou sous-espece llla
S. enterica sous-espéce
serovars) ou sous-espece lllb
S. enterica sous-espéce houtenae (73 serovars)
ou sous-espece IV
S. enterica sous-espéce indica (13 serovars) ou
sous-espéece VI

¢ S. bongori (22 sérovars)

diarizonae (336
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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 déterminé par une
combinaison d'antigénes O somatiques, d'antigenes 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
l'identification ou pour distinguer les différentes sous-
especes.

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

2.5 RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

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

Table 1. Schéma de la sensibilité par sérovar.
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Depuis 2017, I'antibiogramme est établi par microdilution en
bouillon (Sensititre ™, Thermo Fisher), la valeur de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) étant déterminée
pour chaque antibiotique. Les valeurs de CMI sont
interprétées  conformément aux recommandations
d'EUCAST, tandis que la norme CLSI est respectée en
labsence de parameétres (Institut de normalisation des
laboratoires).

Table 2. Antibiotiques testés par microdilution en bouillon

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

AMPICILLINE | AMP 1-64 8.0
AZYTHROMYCINE* AZl 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 COoL 0.5-8 2.0
ERTAPENEM ETP 0.015-2 0.5
GENTAMICINE = 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

* Pour linterprétation, les valeurs ECOFF pour AZI (S<16pg/ml) et
TGC (S < 1ug/ml) sont utilisées dans ce rapport.

2.6 TYPAGE MLVA

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



2.7 SEQUENCAGE DU GENOME ENTIER

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



SALMONELLA SURVEILLANCE

3.1 COLLECTION DE SOUCHES: NOMBRE
ET ORIGINE

3.1.1 NOMBRES DE SOUCHES

Au cours de I'année écoulée, le CNR a procédé au typage
d'isolats humains de Salmonella pour le compte de 137
laboratoires. En 2021, 2299 souches humaines de
Salmonella ont été recues par le CNR pour typage ; cela
représentait 2104 cas uniques de salmonellose, soit une
augmentation de 20,2 % par rapport a 2020 mais toujours
une tendance globale a la baisse (figure 3, ci-dessus). Par
rapport aux cing années précédentes, le nombre
d'échantillons de Salmonella regus au cours du premier
semestre de 2021 est nettement inférieur. Le nombre
d'échantillons récupérés au cours du second semestre est
revenu au niveau pré-pandémique (Figure 3, panneau 3). |l
est évident que ces évolutions ont une cause directe dans
les mesures de lutte contre la pandémie, ainsi que dans la
sous-déclaration éventuelle des infections "bénignes".
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Figure 3. En haut : Nombre total de Salmonella spp. uniques
examinées au CNRC, indiqué pour la période 2007-2021. En
dessous : Résumé des nombres d'échantillons hebdomadaires et
mensuels/quotidiens au CNR au cours de la période 2010-2021 et
2021, respectivement, avec le pic notable en 2018 lié a la grande
épidémie de S. enterica serovar Typhimurium en mai 2018.

L'année derniére, 19 (0,9%) des souches soumises n'étaient
pas des Salmonella spp. Cette décision a été prise sur la
base de réactions biochimiques (Kligler-Hajna, uréase), de
I'absence d'agglutination lors du sérotypage avec le sérum
omnivalent et/ou du résultat du génosérotypage Luminex.
Apres vérification par MALDI-TOF, la majorité a été
identifiée comme une autre Enterobacteriacae (E. coli ou
Citrobacter spp.).

3.1.2 DISTRIBUTION EN FONCTION DE L’AGE
ET DU SEXE

L'incidence la plus élevée de salmonellose, confirmée aprés
sérotypage, a été, comme les autres années, observée chez
les enfants de moins de 5 ans (27,5 % des cas), suivis par
le groupe d'age entre 5 et 10 ans (14,5 %) (figure 4).
L'importance relative de ces groupes a légerement diminué
par rapport a 2020. Il n'y avait pas de différences
significatives dans la répartition entre la population
masculine et féminine (F/M 1,1).
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Figure 4. Pyramide des ages générée pour les souches confirmées
de Salmonella en 2021. Source: https://www.wiv-isp.be/Epidemio
lepistat/statistics.aspx.

3.1.3 ECHANTILLONS

La majorité des souches de Salmonella (90.6%) 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 des isolats.

Specimen N %
FAECES 1907 90.64
SANG 69 3.37
URINE 38 1.81
FAECES+SANG 5 0.24
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FAECES + URINE 3 0.14

PUS 3 0.14
\ ABSCES 2 0.10
\ LCR 1 0.05
\ AUTRES/INCONNU 74 3.52

3.2. DISTRIBUTION DES SEROVARS

La table 4 présente les fréquences absolues et relatives de

tous les 177 sérovars identifiés en 2021.

Table 4. Sérovars identifiés en 2021.

. o2w |

SEROVAR ‘ N %

PARATYPHI A 2 0.09
SEROVAR N %

MONOPHASIC TYPHIMURIUM 455 21.63

TYPHIMURIUM 433 20.58

DERBY 27 1.28

CHESTER 26 1.24

BRANDENBURG 23 1.09

STANLEY 13 0.62

BREDENEY 12 0.57

PARATYPHI B VAR. L(+) TARTRATE+ 12 0.57

SAINTPAUL 9 0.43

COELN 9 0.43

AGONA 8 0.37

STANLEYVILLE 5 0.23

INDIANA 3 0.14

SCHWARZENGRUND 4 0.19

HEIDELBERG 2 0.09

READING 2 0.09

KINGSTON 1 0.05

BRADFORD 1 0.05

KIMUENZA 1 0.05

BALL 1 0.05

SANDIEGO 1 0.05

TSEVIE 1 0.05

WAGENIA 1 0.05

HESSAREK 1 0.05

ABONY 1 0.05

SUBSPI [1 4:b:-] 19 0.89

SUBSPI [1 4:1,v:-] 5 0.23

SUBSPI [14,5:y:-] 3 0.14

SUBSPI [14,5:-:1,2] 2 0.09

SUBSPI [14.5:y:1.7] 1 0.05

SUBSPI [1 4:z:-] 1 0.05

SUBSPI [1 4,5:b:-] 1 0.05

SUBSPI [ 4:-:enx] 1 0.05

SEROVAR N %

BRAENDERUP 68 3.23
INFANTIS 47 2.23
VIRCHOW 11 0.52

ORANIENBURG | 9 0.43
RISSEN | 9 0.43
TENNESSEE | 8 0.37
MONTEVIDEO | 6 0.28
LIVINGSTONE | 6 0.28
osto 4 0.19
MBANDAKA = 3 0.14
BAREILLY = 2 0.09
THOMPSON = 3 0.14
HISSAR = 2 0.09

BONN & 2 0.09

ISANGI | 2 0.09
HARTFORD = 1 0.05
LANGEVELD = 1 0.05
GEORGIA 1 0.05
MIKAWASIMA 1 0.05
POTSDAM = 1 0.05
LAROCHELLE | 1 0.05
KENYA 1 0.05

OHIO & 1 0.05

0BOGU | 1 0.05
MKAMBA 1 0.05
RUMU | 1 0.05
COLINDALE | 1 0.05
SUBSPI[I 7:y:-] = 2 0.09
SUBSPI[I 7:k-] | 1 0.05
SUBSPI[I 7] | 1 0.05
SUBSPI[I 7:r-] | 1 0.05
SUBSPI[1 7-:1,5] | 1 0.05
SUBSPI[I 7:eh:-] 1 0.05
SUBSPI [1 7:1z13:1,7] | 1 0.05

_nm—

SEROVAR N %
NEWPORT 40 1.90
KENTUCKY 12 0.57

KOTTBUS 8 0.37
MUENCHEN 6 0.29
BOVISMORBIFICANS 6 0.28
HADAR 5 0.23
MANHATTAN 5 0.23
CORVALLIS 4 0.19
STOURBRIDGE 2 0.09
HERSTON 2 0.09
BANALIA 1 0.05
MAPO 1 0.05
HINDMARSH 1 0.05
BARDO 1 0.05
BLOCKLEY 1 0.05
FERRUCH 1 0.05
TAKORADI 1 0.05
LITCHFIELD 1 0.05
GATUNI 1 0.05
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ALBANY 1 0.05

HIDALGO 1 0.05

SUBSPI [ 6.8:eh:-] 1 0.05

SUBSP! [1 6,8:-:1,5] 1 0.05

SUBSPI [1 6,8:2:-] 1 0.05

SUBSPI [1 8,20:i:1,2] 1 0.05

o9y |
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[I9:-] = 3 0.14

SUBSPI [1 9:-:1,7] 1 0.05

SUBSPI [1 9:-:1,5] 1 0.05

SUBSPI [19: 1,228: -] 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[13,10:eh] 1 0.05
SEROVAR N %
SENFTENBERG = 13 0.62
VILVOORDE = 1 0.05
GWOZA 1 0.05
CANNSTATT 1 0.05
KOUKA = 1 0.05
SUBSPI[13,19:-+] 1 0.05
SUBSPI[13.19:210: -] = 1 0.05

“
|

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
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
AI0BO 1 0.05
IBADAN 1 0.05
SUBSPI[113,23:r:-] 1 0.05
SUBSPI[113,23:i:-] | 1 0.05
SEROVAR N %
FLORIDA = 1 0.05
SEROVAR N %
BRAZIL 1 0.05
SUBSPI[I 16:lv:-] | 2 0.09
SUBSPII [I116: mt] | 1 0.05
SUBSPII [Il 16:g,m,s,t:-] 1 0.05

—m_

SEROVAR N %
CARMEL 1 0.05
JANGWANI 1 0.05

|

SEROVAR N %
SUBSPI [I 21:f,g:-] 1 0.05

- oxnm_ |
SEROVAR | N %
POMONA 3 0.14
UMBILO 1 0.05
COTHAM 1 0.05
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KIBUSI 1 0.05

SEROVAR N %
URBANA 1 0.05
AGO 1 0.05
SUBSPI [130: 1z13,1z28: -] = 1 0.05
SUBSPI[130:k:-] 1 0.05

|

SEROVAR %

N
MONSCHAUI 1 0.05

1

1

SUBSPI [ 35:mt] 0.05
Subsplllb [Illb 35: k: enxz15] 0.05

0:38 (P)

SEROVAR N %
FREETOWN = 1 0.05

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 [Illb 47:k:z35] 1 0.05

0:48 (Y)

|

SEROVAR %

N

Subsplilb [lllb 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

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

NOT TYPABLE
N %
NOT TYPABLE 10 0.48

Les figures 5 et 6 présentent les fréquences relatives des 18
principaux sérovars de Salmonella par rapport aux cing
années précédentes.

Il est remarquable gu'aucun changement spéculaire dans la
distribution des sérotypes parmi les souches humaines de
Salmonella n'ait été observé au cours des années
pandémiques 2020-2021. L'année derniere, la majorité des
souches (52,5 %) appartenaient encore au principal
sérogroupe O:4 (B), la grande majorité étant identifiée
comme S. enterica serovar Typhimurium (42 %). Apres la
forte diminution de S. enterica serovar Enteritidis (O:9) au
cours de la décennie précédente, la prévalence de ce
sérotype augmente a nouveau pour atteindre 25,7% en
2021 (Figure 5).

TYPHIMURIUM MONOPH. TM ENTERITIDIS OTHER

. N _ VT

10

Serotype %

0

Figure 5. Pourcentage de fréquence relative des 3 principaux
sérotypes de Salmonella en 2021 par rapport a 2016-2020.

Dans le groupe des sérotypes moins courants, certaines
observations frappantes ont également été faites. La forte
augmentation de S. Braederup et S. Newport est discutée
dans la section 3.3. Apres le pic de S. Dublin (0:9) en 2020
a 1,9% du nombre total, la proportion de ce sérotype invasif
a de nouveau diminué a 0,9% (19/2104). Les légeres
augmentations précédentes des sérotypes Infantis (0:7),
Livingstone (O:7) et Poona (0O:13) se sont également
inversées en 2021 (Figure 6).

Aprés la forte baisse des prévalences des sérotypes
Chester (0:4) et Kentucky (0:8) en 2020,
vraisemblablement due a la nature de ces infections liée aux
voyages, nous avons constaté une légére augmentation a
nouveau. Alors que S. Chester est a nouveau au niveau pré-
pandémique, les infections par S. Kentucky MDR ont été
limitées pour l'instant & 0,6 % du total des salmonelloses en
2021.
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Figure 6. Pourcentage de fréquence relative des 15 principaux
sérotypes de Salmonella en 2021 par rapport a 2016-2020.
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Les souches typhoides ne représentaient au total que 0,39%
de toutes les souches analysées dans le CNR, réparties
entre Typhi (0,29%) et Paratyphi A (0,1%). Aucune souche
de Paratyphi B n'a été identifiée en 2021. Le pourcentage
de souches de typhoide est plus faible par rapport a 2019
(1,8 %) et 2020 (1,1 %).

Enfin, 10/2104 (0,48%) des souches soumises ont été
identifiées comme des Salmonella, mais classées comme
non typables. Dans ces souches, aucun sérotype n'a pu étre
déterminé par auto-agglutination des sérums.

3.3. REPARTITION GEOGRAPHIQUE ET
EPIDEMIE

3.3.1 NIVEAU NATIONALE

Une vue d'ensemble de la distribution géographique de la
salmonellose humaine est présentée dans les figures 7 et 8.
En 2021, le taux d'incidence moyen, tous sérotypes
confondus, était de 19,5 cas pour 100 000 habitants.

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

6 |

YA
| J \\/\ M/ \ /\\/\/ |

Interpelated Incidence

[N

I I i
Jan21 Apr21 Aug21 Nov21

4-11
= 11-16
. 16 - 21
I 21-32
. 32-126

Incidence [Cases / 1E5 inhabitants] k !

Figure 7. Incidence du nombre total de salmonelloses humaines
par région, sur la base du nombre de cas confirmés par le
CNRSS. Indiqué pour 100 000 habitants, période 2021.Source:
https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx.

En utilisant les données du CNR, 6 augmentations notables
des sérotypes et/ou des profils MLVA dans un court laps de
temps ont été notées en 2021.

[Cases / 1e5 inhabitants / TENDAY]

Figure 8. La cartographie géographique du nombre d'échantillons
de Salmonella regus, avec une fenétre de 10 jours, correspond au
pic de la figure 7.
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(1) Début mai, un foyer de salmonelles a été signalé dans
une créche en Flandre occidentale. Au total, des
échantillons positifs ont été trouvés chez 12 enfants, ainsi
que chez 2 enfants du responsable de la creche. Tous les
cas étaient des Salmonella du sérovar Typhimurium avec le
profi MLVA rare 3-18-11-NA-0311. L'échantillonnage
alimentaire des échantillons résiduels n'a pas donné
d'échantillon positif de ce profil MLVA. Les enfants de la
propriétaire ayant également été testés positifs, il est
possible que la contamination ait eu lieu a la maison et se
soit propagée par contact humain dans la garderie.

(2) Au cours des mois de juillet a novembre, une
multiplication par trois (119 cas) de Salmonella Enteritidis
présentant le profii MLVA 2-11-7-3-2 a été observée au
CNR. Le pic a été atteint principalement au cours des mois
d'aolt et de septembre, en particulier dans les provinces de
Flandre orientale et de Hainaut. Aprés des analyses NGS
sur une sélection d'échantillons, il a été déterminé que deux
clusters étaient impliqués. Pour les deux groupes, une alerte
européenne a été envoyée (2021-FWD-00078) et des
recherches supplémentaires ont été menées sur la source
possible par [l'analyse d'échantillons alimentaires et
vétérinaires existants et par l'interrogation des personnes
impliquées. (a) Pour le premier groupe, une correspondance
a été trouvée avec une exploitation de poules pondeuses
aux Pays-Bas avec un échantillon de 2019, et une
correspondance a été trouvée avec un échantillon provenant
d'une exploitation de poulets de chair en Flandre orientale.
L'interrogatoire a également révélé qu'au moins trois des
enfants concernés avaient participé a un camp
d'agriculteurs dans le méme établissement juste avant
I'apparition des symptdmes de la maladie. Le camp
d'engraissement a eu lieu dans la ferme de l'entreprise de
poulets de chair concernée. Aprés le repeuplement des
enclos aprés une période de vacance, I'échantillonnage a
été répété et les échantillons se sont révélés négatifs pour
Salmonella. Un RASFF a été élaboré pour la communication
avec les pays voisins (RASFF 2021.6236). L'exploitation
concernée aux Pays-Bas a également été rééchantillonnée
et tous les échantillons étaient conformes. (b) Pour le
deuxiéme groupe, la consommation d'ceufs a été trouvée
comme facteur commun. Aprés analyse, on a trouvé 2
échantillons correspondant aux échantillons humains,
provenant de la méme exploitation de poules pondeuses en
Flandre orientale. Les poules ont été retirées des maisons
concernées, apres quoi les maisons ont été nettoyées et
contrdlées. Aprés un avis positif, les maisons ont été
repeuplées. Cependant, un échantillon positif a été retrouvé
lors d'un contréle et I'entreprise fait toujours I'objet d'un suivi.

(3) D'aolt a octobre, une multiplication par trois du profil
MLVA 3-11-5-4-1 de Salmonella Enteritidis a été observée.
On a recensé 109 cas, également concentrés dans les
provinces de Flandre orientale et de Hainaut. Les analyses
NGS d'une sélection d'échantillons ont montré qu'il s'agissait
d'une seule grappe, certains échantillons apparentés ayant
également été trouvés isolés dans les années 2021 et 2020.
Cela peut indiquer un foyer d'infection qui existe depuis un
certain temps. Une alerte européenne a été lancée (2021-
FWD-00091). Il en ressort qu'un cas apparenté a été
observé en Allemagne (juillet 2021) et 16 cas apparentés
aux Pays-Bas (été 2021) chez des personnes vivant a
proximité de la frontiere belge. Lors d'un examen plus
approfondi, il a été constaté que 2 échantillons provenant de

2 élevages de poules pondeuses différents présentaient des
similitudes avec les souches humaines.

(4) Au cours des mois de septembre a décembre (pic en
octobre), 99 cas ont été détectés d'une MLVA jamais
identifiée auparavant, de type 3-6-11-NA-0211 du sérovar
Typhimurium. 97% des cas étaient originaires de Flandre,
principalement des provinces d'Anvers (51 cas) et de
Flandre orientale (22 cas). Sur la base des analyses NGS,
qui ont indiqué un cluster, une alerte européenne a été
lancée (2021-FWD-00092). Cependant, aucun échantillon
affecté n'a été observé dans les autres pays. Les enquétes
menées auprés des personnes concernées n'‘ont révélé
aucune indication d'une source spécifique. En outre, les
analyses des échantillons alimentaires et vétérinaires
existants n'ont pas révélé d'échantillons apparentés.

3.3.2 NIVEAU INTERNATIONALE

(1) De mars a juillet, une importante épidémie internationale
du sérovar Braenderup a eu lieu. Cette épidémie (2021-
FWD-00038), qui a connu un pic en avril et mai, comprenait
348 cas confirmés dans 12 pays de I'UE/EEE et au
Royaume-Uni. En Belgique, 55 cas ont été recensés, dont
41 en Flandre, 5 & Bruxelles et 9 en Wallonie (figure 9).
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Figure 9. Courbe épidémiologique des cas belges de I'épidémie
internationale de Salmonella Braenderup au printemps 2021,
causée par des melons contaminés.

Aprés enquéte et interrogatoire intensif des personnes
concernées dans différents pays, la source de la
contamination a été identifiee comme étant des melons
(Galia) provenant d'une plantation au Honduras (RASFF
2021.2601). Au Royaume-Uni, des melons contaminés ont
été échantillonnés et dans plusieurs pays, des études de
tracage ont confirmé le lien avec la plantation. C'était
également le cas pour 12 des cas belges. Des investigations
complémentaires dans la plantation concernée ont permis
de mettre en évidence un réservoir d'eau contaminé. Sept
actions correctives et 24 mesures préventives ont été mises
en ceuvre pour éviter la contamination pour la prochaine
saison (a partir de décembre 2021).

(2) Une alerte européenne (2021-FWD-00074) a été lancée
par les Pays-Bas concernant un groupe de 30 cas de
Salmonella serovar Typhimurium survenus entre juillet et
novembre. En Belgique, 40 cas (82% de la Flandre) d'une
MLVA inédite de type 2-17-NA-0213 ont été identifiés en
ao(t et septembre. Aprés une analyse NGS, ces souches se
sont avérées génétiquement proches des souches de
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I'épidémie aux Pays-Bas. Quelques cas ont également été
observés dans au moins 8 autres pays européens, les
incidences les plus élevées étant observées en Islande (13)
et au Danemark (7). Malgré les recherches en cours dans
les différents pays, aucune source n'a pu étre identifiée.

3.4. SALMONELLA SPP. INVASIVES

Le CNR a regu un total de 69 isolats uniques (3,3 %) isolés
d'hémocultures en 2020, soit une proportion similaire a celle
des années précédentes. Comme prévu, la majorité des
isolats de typhoide étaient invasifs. La majorité de ces
souches invasives  appartenaient aux  sérovars
Typhimurium, Enteritidis, Typhi, Chester et Dublin (69,5%
des cas) (Tableau 5).

L'observation la plus frappante est I'augmentation, a la fois
proportionnellement et en chiffres absolus, du nombre de
souches de S. Enteritidis isolées a partir d'une hémoculture
(20/544, 3,7% contre 6/309 en 2020). Outre S. Typhi, les
sérovars les plus invasifs (n>2) en Belgique sont S. Dublin
(47,4%) et S. Chester (23,1%). Dans le sérovar
Typhimurium, le plus répandu, seulement 1% des cas sont
associés a des infections invasives.

Tableau 5. Bactériémies liées a Salmonella, 2021. Le nombre
absolu d'isolats par sérotype et la fraction du nombre de bactéries
pour les différents sérotypes sont indiqués.

SEROTYPE
Nbioed 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 11.1
SAINTPAUL 1 9 111
SCHWARZENGRUND 1 4 25.0
STANLEY 1 13 7.7
SUBSPI 1 60 -
NOT TYPABLE 1 10 -

3.5. INFECTIONS LIEES AU VOYAGE

Comme prévu, la encore, un peu plus de salmonelloses
liées aux voyages ont été détectées qu'en 2020. Cette
année, 2,7% (54/2104) des échantillons de Salmonella

examinés étaient liés a un séjour récent a I'étranger, contre
1,7% en 2020. Toutefois, cela ne représente encore que la
moitié des 5,2 % d'infections liées aux voyages en 2019. Les
54 souches au total provenaient de 27 pays différents, tous
des cas individuels (tableau 6). Le plus grand nombre de
souches uniques a été isolé chez des patients ayant
séjourné récemment en France (n=5) et en Turquie (n=4).
Le nombre de souches provenant d'Afrique (n=22) et
d'Europe (n=21) est similaire. Un autre résultat frappant est
que sur les 22 souches provenant d'Afrique, 9 (41%) étaient
du sérovar S. Enteritdis.

Tableau 6. Souches de Salmonella liées a un récent séjour a
I'étranger, 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
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Russia ENTERITIDIS 1

AMERICA
Peru SUBSPI [I 7:-:-] 1
Dom. Republic ENTERITIDIS 1
Brazil NEWPORT 1
MOERS 1

3.6. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

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

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

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

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

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

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

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

En 2021, 938 souches humaines de Salmonella ont été
testées pour leur sensibilité aux antibiotiques. Toutes les
données sont résumées dans les tableaux 7-8 et les figures
10-12.

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

Serovar Niested 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 5.3
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 33.3 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

Les résistances les plus fréquentes sont celles a I'ampicilline
(40,9%), aux sulfamides (37%) et a la tétracycline (33,5%),
avec de grandes différences entre les différents sérovars
(Tableau 7, Figure 10). Par rapport a 2019, la résistance
mondiale a diminué pour toutes les classes d'antibiotiques
(tableau 8, figure 10).
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Figure 10. Carte thermique spécifique au sérovar pour la résistance aux antibiotiques (%). Voir le tableau 2 pour la signification

des abréviations.

Tableau 8. Non-susceptibilité globale (%) des Salmonella spp.
humaines en Belgique. Pour l'azithromycine et la tigécycline, il n'y
a pas de points d'arrét cliniques.

Class Antibiotic 2019 2020 2021
B- AMPICILLINE | 44.5 42.4 409
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 37.5 | 335
TIGECYCLINE - - -
AZYTHROMYCINE - - -
Gyrase CIPROFLOXACINE | 27.7 19.8 134
inhibitors
Cell wall COLISTINE | 14.3 159 | 12.6
inhibitor
Folate SULFA- = 40.1 38.6 37.0
Synthesis METHOXAZOLE
TRIMETHOPRIM 17.4 126 | 10.1

En 2020, un total de 10,8% de tous les isolats belges de
Salmonella étaient MDR (tableau 7), soit une diminution de
1% par rapport a 2019. Le sérovar le plus résistant reste
S. Kentucky, avec 58% d'isolats MDR, mais il s'agit
également d'une diminution de 16% par rapport a 75%. La
prévalence de la MDR dans le sérotype le plus répandu,
Typhimurium, a diminué de 2% pour atteindre 16,1%.

Cefotaxime

35 Ciprofloxacin

Cotrimoxazole Azithromycin
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Figure 11. Evolution de la résistance (%) des Salmonella spp.
humaines a quatre antibiotiques cliniquement importants, 2004-
2021. L'augmentation pour la résistance a la Ciprofloxazine en
2017 peut s'expliquer par le passage a une nouvelle méthodologie
pour les antibiogrammes, voir le texte pour plus d'explications.

Le nombre le plus élevé de résistances mesurées dans les
souches individuelles concernait 10/14 antibiotiques testés.
Ce niveau a été observé chez une souche de S. Newport
isolée a partir d'une culture d'urine. En plus de cette souche
extrémement résistante, une résistance a 8/14 antibiotiques
testés a été trouvée pour cing souches appartenant aux
sérotypes Bonn, Enteritidis, Livingstone, Saintpaul et
Typhimurium.

La prévalence du phénotype R-ACSSuT chez S. enterica
serovar Typhimurium a encore diminué, passant de 23,9 %
en 2018 a 10,4 % en 2020 et 9,8 % en 2021. Ce phénotype
reste rare chez les autres sérovars.

En ce qui concerne les antibiotiques individuels, les
observations suivantes ont été faites :
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Pour la ciprofloxacine, la proportion de Salmonella spp.
faiblement résistantes (0,06<MICCIP<2 ug/ml) a
diminué de 25,1% en 2019 a 11,7% (110/936) en 2021,
poursuivant la tendance a la baisse amorcée ces
dernieres années. En outre, le groupe d'isolats
hautement résistants a diminué, passant de 5,8 % en
2018 et 2,6 % en 2019, a 1,5 % (14/938) du nombre total
de Salmonella spp. testées en 2021. Cette résistance
élevée n'a été observée que chez les sérovars Kentucky,
Typhi, Saintpaul et Bonn. Cette diminution peut
s'expliquer au moins en partie par la tres faible
prévalence de ces sérovars hautement résistants, tels
que S. Typhi et S. Kentucky.

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

Une résistance significative a la colistine a été
principalement observée chez les sérovars 0:9 Dublin et
Enteritidis, qui ont une résistance inhérente plus élevée
a cet antibiotique. Une résistance a également été
observée dans les isolats de ser. Typhimurium (n=4) et
Paratyphi A (n=1), Newport (n=1) et Infantis (n=1).

En 2021, un total de 8 isolats présentant une sensibilité
réduite aux céphalosporines indicatrices (n=7) et/ou aux
carbapénémes (n=3) ont été identifiés. Ces souches
appartenaient aux sérovars Typhimurium (n=3), Typhi
(n=2), Enteritidis (n=1) ; Newport (n=1) et Paratyphi A
(n=1).

Des BLSE ont été trouvées dans chacune des souches
résistantes a la ceftazidime, en particulier blaCTX-M-15
(n=3), blaCTX-M-9 (n=1), blaCTX-M-1 (n=2) et blaACC-
1b (n=1). Dans deux souches présentant une sensibilité
réduite au méropénéme (0,06<MIC<0,25), aucune
carbapénémase spécifiqgue n'a été retrouvée. C'était le
cas de la souche résistante de S. Newport
(S21BD07957), dans laquelle les génes blaOXA-50 et
blaPAO ont été identifiés.

3.7. TYPAGE MLVA

En 2021, le profil MLVA a été déterminé pour un total de 544
souches isolées de S. enterica serovar Enteritidis. En 2021,
85 profils MLVA différents ont été observés.
e Lescing profils les plus fréquents sont :
o 2-11-7-3-2 (27,6%)
3-11-5-4-1 (23,0%)
2-10-7-3-2 (7,9%)
3-9-5-4-1 (3,1%)
3-10-5-4-1 (2,9%)

O O O O

e Deux groupes de profils apparentés, 3-(9/10/11)-5-
4-1 d'une part et 2-(9/10/11)-7-3-2 d'autre part,
représentent ensemble les deux tiers des
salmonelloses S. enterica serovar Enteritidis
observées. Comme expliqué dans la section 3.3.1,
un lien avec l'industrie de la volaille a été démontré
pour les deux types les plus fréquents.

O 207
O 208
B 200
B 200
[ ey

Figuur 12. Résumé des analyses MLVA pour S. enterica serovar
Enteritidis. Minimal Spanning Tree (MST) des différents profils entre
2017 et 2021.

En 2021, le profil MLVA a été déterminé pour un total de 888
souches isolées de S. enterica serovar Typhimurium. 254
profils MLVA différents ont été observés.

Le profil 3-6-11-NA-0211 a été observé le plus fréquemment
en 2021 (10,0 %) avec un net pic en septembre-décembre
et principalement des cas provenant d'Anvers et de Flandre
orientale (voir section 3.3.1). Un autre groupe du profil
MLVA 2-17-NA-NA-0213, par ailleurs rare, a été observé en
2021 et pourrait étre lié a des cas internationaux.

Les cing principaux profils de 2021 sont :

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%)

O O O O O

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

Tree (MST) des différents profils entre 2017 et 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
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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

Identification of the Source for Salmonella Contamination of Carcasses in a Large Pig
Slaughterhouse.

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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