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HOOFDPUNTEN

SALMONELLA SPP.

In 2018 ontving het Nationale Referentie Centum in
totaal 3199 Salmonella isolaten afkomstig van
2989 unieke patiénten. De stijging in vergelijking
met 2017 (n=2344 isolaten) is bijna volledig te
wijten aan >500 stammen die werden onderzocht
in het kader van een grote uitbraak van S.
enterica serovar Typhimurium van het
zeldzame MLVA type 3-14-14-NA-0311 in Zuid-
West-Vlaanderen.

Het merendeel van de Belgische S. enterica
stammen (65,1%) behoort tot de serogroep O:4
(B), waarbij de grote meerderheid werd
geidentificeerd als S. enterica serovar
Typhimurium (57,2%). In de groep van de minder
voorkomende serotypen, werd een stabiele
prevalentie genoteerd van serotype Enteritidis
(0:9, 18.3%), Derby (O:4, 1.3%), Infantis (O:7,
2.0%) en Kentucky (0:9, 1.2%). De typhoide
stammen vertegenwoordigden 1.46% van het
totaal, en dit verdeeld over Typhi (0.67%),
Paratyphi A (0.23%) en Paratyphi B (0.56%).

In totaal ontving het NRC 93 Salmonella stammen
die werden geisoleerd uit een bloedcultuur,
waarvan 18 isolaten van S. enterica serovar
Enteritidis. De meerderheid van de typhoide
serovars (Typhi, Paratyphi A en B) werden
eveneens geisoleerd uit bloedculturen. Van de
niet-typhoide serovars is voornamelijk S. enterica
serovar Dublin  (54,2%) geassocieerd met
invasieve infecties, en moet van nabij worden
opgevolgd.

In 2018 werd 3.5% van het aantal Salmonella
infecties gerelateerd aan een recent verblijf in het
buitenland, hetgeen een lichte daling is ten
opzichte van 2017 (4,5%). De meerderheid (55%)
van de typhoide stammen werd gerapporteerd als
reisgebonden, en voornamelijk afkomstig uit India.
De import van S. enterica serovar Chester blijft
toenemen, met dit jaar niet alleen zes gevallen uit
Marokko maar ook gerelateerd aan reizen naar
Senegal (n=3), Namibié (n=2) en Thailand (n=1).

De meest frequente resistenties zijn deze tegen
ampicilline (57.7%), sulfonamiden (49.2%) en
tetracycline (48,8%), met grote verschillen tussen
de verschillende serovars. Stammen worden
multidrug resistent (MDR) gedefinieerd als
resistentie tegen meer dan drie verschillende
klassen van antibiotica wordt gedetecteerd. In 2018
waren in totaal 26.6% van alle Belgische
Salmonella isolaten MDR. Het meest resistente

serovar blijft S. enterica serovar Kentucky, met
70% MDR isolaten.

In tegenstelling tot de stabiele resistentie tegen de
klinische belangrijke antibiotica cotrimoxazole en
cephalosporines, is de resistentie tegen
ciprofloxacine opgelopen tot 27,8%, waarvan
5.8% hoogresistent (MIC>8 pg/ml). Dit werd
vastgesteld in niet minder dan 9 verschillende
serovars waaronder de invasieve typen Dublin en
reisgebonden Agona en Chester stammen. Het
hoogste percentage van Cip-r blijft S. enterica
serovar Kentucky (82,3% hoogresistent).

In 2018 werden 14 isolaten geidentificeerd met
verminderde gevoeligheid aan cephalosporines,
waarvan de meerderheid behoorde tot het servar
Typhimurium. Het meest voorkomende ESBL gen
was blactx-m-a14. Er werd geen enkele mcr-1- of
carbapenemase-producerende Salmonella stam
geidentificeerd.

HOOFDPUNTEN
SHIGELLA SPP.

Het NRC onderzocht 427 Kklinische Shigella
stammen behorend aan 415 unieke patiénten, een
stijging van 18% in vergelijking het voorgaande jaar
en het hoogste aantal in meer dan 10 jaar.
Opvallend was wel dat in 2017 maar liefst 15% van
de ingezonden stalen geen Shigella spp. betrof.
We observeerden een M/V ratio van 1.57, met de
de hoogste incidentiepiek bij mannen tussen 45 en
49 jaar.

Van deze stammen waren 77,4% S. sonnei, 17,9%
S. flexneri, 4,3% S. boydii en 0,5% S. dysenteriae.
Deze verhoudingen zijn nauwelijks gewijzigd in de
twee voorbije twee decennia.

Het NRC observeert een gevoelige stijging van
resistentie tegen klinisch belangrijke
antibiotica sinds 2016. In 2018 registreerden we
toenemende resistentie tegen azythromycine
(37.2%), derde-generatie cephalosporines (12%)
en fluoroquinolonen  (41.5% met 32.3%
hoogresistent), voornamelijk bij S. sonnei en S.
flexneri. Het aantal MDR isolaten steeg naar
52.6%. Er was geen of nagenoeg geen
ongevoeligheid tegen colistine, gentamycine en de
carbapenems.

Het meest prevalente ESBL type is het blactx-m-15
gen, dat geidentificeerd werd in 47% van de
isolaten resistent tegen cefotaxime.
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INLEIDING

1. INLEIDING

1.1. DOELSTELLING

De belangrikste opdracht van het Nationaal
Referentiecentrum voor Salmonella en Shigella (NRCSS) is
het verzekeren van een epidemiologisch toezicht op
humane Salmonella/Shigella-infecties. 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 NRCSS houdt eveneens toezicht op de
antibioticagevoeligheid van de geisoleerde kiemen. Al deze
opdrachten gebeuren in samenwerking met het programma
“Infectieziekten in de algemene populatie” van Sciensano,
dat maandelijks een lijst van het NRCSS ontvangt met de
bevestigde humane infecties met Salmonella en Shigella.
Deze gegevens worden vervolgens overgebracht op 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). De epidemiologische
gegevens zijn, met beperkte toegang, op de databank van
Sciensano te raadplegen door de gezondheidsinspecteurs
van de Gemeenschappen.

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.

1.2. KWALITEIT

Sinds meer dan 40 jaar heeft het NRC een hoge
kwaliteitsstandaard nagestreefd, 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 1ISO15189 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 heeft
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.



METHODOLOGIE

2. METHODOLOGIE

2.1 DEFINITIES

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

2.2 VERZAMELEN VAN STAMMEN EN
METADATA

Elke isolatie van humane Salmonella of Shigella stammen
door Kklinische laboratoria wordt op vrijwillige basis
opgestuurd naar het NRCSS, 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 i.v.m. recente reizen. 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 is de vorm
S18BD0000x, en wordt de opgenomen metadata digitaal
ingebracht in het STARLIMS systeem. Het staal wordt na
analyse bewaard in 20% glycerol op -80°C.

In Vlaanderen worden shigellosen via het NRCSS
gerapporteerd aan de gezondheidsinspecteurs, in
tegenstelling tot in Wallonié en Brussel. Het NRCSS meldt
ook 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 Ilib
S. enterica subspecies houtenae (73 serovars) of
subspecies IV
S. enterica subspecies indica (13 serovars) of
subspecies VI

¢ S. bongori (22 serovars)

[ ] ;
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Figuur 1. Workflow in
het NRC Salmonella en
Shigella, 2018.

Het genus Shigella behoort tot de familie van de
Enterobacteriaceae en bevat vier species: S. dysenteriae, S.
flexneri, S. boydii en S. sonnei. De identificatie van deze 4
species is gebaseerd op biochemische eigenschappen en
antigeen-kenmerken.

leder species is onderverdeeld in serovars op basis van een
karakteristieke O-factor; deze serovars worden aangeduid
door Arabische cijfers (soms gevolgd door een letter of
simpelweg door een letter bij sommige varianten van S.
flexneri).

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.

Het serotype van een Shigella wordt eveneens bepaald op
basis van somatische O-antigenen. Bijkomende
biochemische testen worden eveneens uitgevoerd om de
identificatie te bevestigen en de verschillende species en
variéteiten te differentiéren.

Sinds eind 2018 schakelde het NRC over naar een intern
ontwikkelde en [SO15189 geaccrediteerde geno-
serotypering op basis van Luminex XTAG beads (Figuur
1la). Deze methode is in staat de meest courante Salmonella
serotypen te identificeren met serotype-specifieke
genetische merkers, en vertrekt van een thermolysaat van
een zuivere cultuur. De test is opgesplitst in vier multiplex
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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 elk onbekend Salmonella staal oriénteren naar O-
antigen groep. De technische achtergrond van deze
methode is in detail beschreven in Ventola et al., 20191.

2.5 ANTIBIOTICUMRESISTENTIE

Het NRC test de antibioticagevoeligheid van humane
Salmonella stammen voor de 6 meest prevalente serovars,
volgens de steekproef voorgesteld in Tabel 1. Daarenboven
werden ook alle stammen van de meest invasieve
Salmonella serovars (vb.: Typhi, Paratyphi) onderzocht
alsook stammen van de Salmonella serovars waarvan,
volgens de literatuur, de antibiotica resistenties moeten
opgevolgd worden (vb.: Infantis, Kentucky en Newport). In
dit rapport wordt multidrugresistentie (MDR) gedefinieerd als
resistent tegen meer dan drie klassen antibiotica.

Tabel 1. Schema van de gevoeligheidsbepalingen per seovar.
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5
5
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Sinds 2017 wordt het antibiogram opgesteld door broth
microdilutie (Sensititre™, Thermo Fisher), waarbij de
minimale inhibitorische Concentratie (MIC) waarde voor elk
antibioticum wordt bepaald. De MIC waarden worden
geinterpreteerd volgens de aanbevelingen van EUCAST
terwijl bij het ontbreken van parameters de CLSI norm wordt
gevolgd (Clinical and Laboratory Standards Institute), zoals
weergegeven in Tabel 2.

Tabel 2. Antibiotica getest via broth microdilutie

Antibioticum CODE | Geteste @ Gevoeligheids-
conc. breekpunt
(mg/L) (mg/L)

AMPICILLINE | AMP 1-64 8.0
AZYTHROMYCINE AZI 2-64 32
CEFOTAXIME FOT 0.25-4 1.0
CEFTAZIDIME TAZ 0.5-8 1.0
CHLORAMPHENICOL CHL 8-64 8.0

CIPROFLOXACINE CIP 0.015-8 0.06/0.25
COLISTINE coL 0.5-8 2.0
ERTAPENEM | ETP 0.015-2 0.5
GENTAMICINE | GEN 0.5-16 2.0
MEROPENEM | MER 0.03-16 2.0
SULFAMETHOXAZOLE | SMX 32-1024 256
TETRACYCLINE TET 2-64 ND
TIGECYCLINE | TGC 0.25-8 1.0
TRIMETHOPRIM = TMP 0.5-16 2.0

2.6 MLVA TYPERINGEN

De typering van Salmonella enterica serovar Enteritidis
stammen met de MLVA techniek wordt door het NRCSS
uitgevoerd volgens het artikel van Hopkins terwijl de
Salmonella enterica serovar Typhimurium  worden



getypeerd volgens de methode van Lindstedt. In 2018 werd
deze techniek op alle Enteritidis en Typhimurium stammen
toegepast.

2.7 WHOLE-GENOME SEQUENCING

In bepaalde gevallen zoals een nationale of internale
uitbraak, worden stammen verder onderzoht met behulp van
Next-Generation Sequencing (NGS). In dit geval wordt
Genomisch DNA wordt geéxtraheerd met de MgC Bacterial
DNA Kit™ met 60 pl elutie volume (Atrida, NL), volgens
instructies van de fabrikant. Sequencing libraries worden
gemaakt met de lllumina Nextera XT DNA sample
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. Een gedetailleerde beschrijving van de in silico
workflow voor Shigella is beschreven in Ventola et al., 20192,
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3. RESULTATEN ROUTINEANALYSEN

3.1 HUMANE SALMONELLA SPP.
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SALMONELLA SURVEILLANCE

3.1.1 STAALCOLLECTIE: AANTAL EN
OORSPRONG

3.1.1.1 STAALAANTALLEN

In het voorbije jaar typeerde het NRC humane Salmonella
isolaten in opdracht van 143 laboratoria. In 2018 werden
3199 humane Salmonella stammen ontvangen door het
NRCSS; dit vertegenwoordigde 2989 unieke gevallen van
Salmonellose geregistreerd door het NRCSS. De stijging in
vergelijking met 2017 is grotendeels te wijten aan een grote
uitbraak van S. enterica serovar Typhimurium in Zuid-West
Vlaanderen (Figuur 3 en Sectie 3.1.3), hetgeen voor >500
extra analysen zorgde.

De geobserveerde stijging in 2018 contrasteert dus niet de
algemene dalende trend van humane Salmonellosis in
Belgié. Tot voor kort werd deze daling voornamelijk
verklaard door een daling van het serovar Enteritidis als
gevolg van een vaccinatiecampagne in de pluimveesector.
In de recente jaren observeren we echter een algemene
afname in absolute aantallen van alle serotypes (zie
verderop in dit rapport). De wekelijkse distributie volgt de
rapportering van het sentinel netwerk van Epilabo
(https:/iwww.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx),
hetgeen ook suggereert dat de staalaantallen ontvangen
door het NRC representatief is voor het aantal
salmonellosen in Belgié. Als er geen systematische
onderrapportering van salmonelloses door de perifere
laboratoria is, wijst alles op een verminderende
prevalentie van Salmonella infecties in Belgié.

[Cases / year]
g

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

200 -

100

Reported cases / week

3.1.1.2 LEEFTIJDS- EN GENDERDISTRIBUTIE

De hoogste incidentie van salmonellose, bevestigd na
serotypering, vond men terug bij kinderen jonger dan 5 jaar
(30,1% van de gevallen), gevolgd door de leeftijdsgroep
tussen 5 en 10 jaar (21.5%). De complete leeftijdspiramide
is weergegeven in Figuur 4. Er waren geen belangrijke
verschillen in de distributie tussen de mannelijke en
vrouwelijke bevolking: In totaal waren 48.4% van de
opgestuurde stalen afkomstig van vrouwelijke patiénten.

>99  Women = Men
96

AgeGroup [Years]

Reported cases

Figuur 4. Leeftijdspiramide gegenereerd voor de bevestigde
Salmonella stammen, 2018. Bron: https://www.wiv-isp.be/Epidemio
[epistat/statistics.aspx.

125

/
PN

2004 2006 2008 2010

2012 2014 2016 2018

Figuur 3. Totaal aantal unieke Salmonella spp. onderzocht aan het NRC, weergegeven per voor de periode 2006-2018.
Onder: Overzicht van de wekelijks gerapporteerde Salmonelloses in de periode 2006-2018, en ingezoomd op de voorbije
twee jaren met de jaarlijkse piek in de zomerperiode, met indicatie van de grote uitbraak van S. enterica serovar Typhimurium

in mei 2018.
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Het merendeel van de Salmonella stammen (94.4%) werd
geisoleerd uit feces. In 2018 werden 2.9% van de stammen
uit bloed geisoleerd, wat een vermindering is ten opzichte
van 2017 (4.3%). De oorsprong van de overige stammen
wordt weergegeven in Tabel 3.

Tabel 3. Oorsprong van de isolaten.

Specimen N %

FAECES 2822 94.4

BLOED 87 2.9

URINE 50 1.7

FAECES+BLOED 6 0.2

ETTER 4 0.1

ABCES 1 0.03

FAECES+URINE 1 0.03
ABDOMINAAL WONDVOCHT 1 0.03
ANDER 4 0.1

ONBEKEND 13 0.43

3.1.2. SEROVAR DISTRIBUTIE

Tabel 4 geeft de absolute en relatieve frequenties weer van
alle geindentificeerde serovars in 2018. De relatieve
frequentie van de 10 voornaamste Salmonella serovars
wordt in Figuur 4 weergegeven, in vergelijking met de
voorgaande rapportering.

ANDER
TYPHI &
DUBLIN
NEWPORT ¥
KENTUCKY &
DERBY &
CHESTER &
INFANTIS =
ENTERITIDIS ——
MONOPHASIC TM...
TYPHIMURIUM

0 10 20 30 40

2018 m2016-2017

Figuur 4. Percentage van de relatieve frequentie van de 10
voornaamste Salmonella serovars voor 2018 (lichtgroen), in
vergelijking met 2016-2017.

Vorig jaar behoorden het merendeel van de stammen
(65,1%) nog steeds tot de belangrijkste serogroep O:4
(B), waarbij de grote meerderheid werd geidentificeerd als
S. enterica serovar Typhimurium (57,2%). De proportie S.
enterica serovar Typhimurium is toegenomen in vergelijking
met vorige rapporten, maar dit is louter te wijten aan één
uitbraak in Zuid-West Vlaanderen (Sectie 3.1.3). Na de
sterke daling van de prevalentie van S. enterica serovar
Enteritidis (O:9) in de jaren 2004-2005, blijft de prevalentie
van dit serotype tegenwoordig schommelen rond de 18-

18,3%. Ter vergelijking, in 2005-2006 noteerde het NRC nog
28.3% gevallen van S. enterica serovar Enteritidis (Figuur
4).

In de groep van de minder voorkomende serotypen, werd
een stabiele prevalentie genoteerd van serotype Derby (O:4,
1.3%), Infantis (O:7, 2.0%) en Kentucky (0:9, 1.2%). In
vergelijking met 2017, was er in 2018 een opvallende stijging
van het absoluut aantal S. Chester (N=40 tov. N=23) en S.
Newport (N=34 tov. N=17), en een opvallende daling van S.
Hadar (N=6 tov. N=21) en S. Oranienburg (N=7 tov. N=20).

De typhoide stammen vertegenwoordigden in totaal 1.46%
van alle stammen geanalyseerd in het NRC, en dit verdeeld
over Typhi (0.67%), Paratyphi A (0.23%) en Paratyphi B
(0.56%).

Vorig jaar waren 34 (1.1%) 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 resultaat van de Luminex genoserotypering. Na
controle door MALDI-TOF werd het merendeel
geidentificeerd als een andere Enterobacteriacae (E. coli of
Citrobacter spp.).

Tenslotte werden 0,7% 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.

Tabel 4. Geidentificeerde serovars in 2018.
SEROVAR N %
PARATYPHI A 7 0.23

0:4 (B)

SEROVAR N %
TYPHIMURIUM | 1136 @ 37.87
MONOPHASIC TM 4,5,12:1:- | 581 19.37
CHESTER 40 1.33
DERBY 39 1.30
AGONA 19 0.63
PARATYPHI B VAR. L(+) TARTRATE+ 17 0.57
STANLEY 12 0.40
BRANDENBURG 12 0.40

PARATYPHI B 9 0.30
BREDENEY 9 0.30
SAINTPAUL 7 0.23
INDIANA 7 0.23
SANDIEGO 5 0.17
HAIFA 5 0.17
HEIDELBERG 4 0.13
ESSEN 4 0.13
STANLEYVILLE 3 0.10
AGAMA 3 0.10
GLOUCESTER 3 0.10
COELN 2 0.07
ABONY 2 0.07
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BOCHUM
ARECHAVALETA
HESSAREK
KISANGANI
WIEN

LAGOS
KINGSTON
AFRICANA
BREZANY

EKO

SUBSPI [1 4,5:b:-]
SUBSPI [I 4:b:-]
SUBSPI [I 4:-+-]
SUBSPI [1 4,5:--]
SUBSPI [I 4:-:1,7]
SUBSPI [I 4:-:1,2]
SUBSPI [I 4:d:-]
SUBSPI [1 4:1,v:-]

—EE—

SEROVAR

INFANTIS
LIVINGSTONE
RISSEN
BAREILLY
VIRCHOW
ORANIENBURG
TENNESSEE
THOMPSON
BRAENDERUP
MBANDAKA
MONTEVIDEO
OHIO

NORWICH
IRUMU
GRAMPIAN
STRATHCONA
LAROCHELLE
DJUGU
ESCANABA
NIGERIA

SUBSPI [I 7:-:1,5]
SUBSPI [16,7:-:215]
SUBSPI [I 7:r:-]
SUBSPI [1 7:y:-]
SUBSPI [l 7:-:,w]
SUBSPIV [IV 6,7:236:-]

_zam—

SEROVAR

KENTUCKY
NEWPORT
BOVISMORBIFICANS
CORVALLIS
MUENCHEN

HADAR

LITCHFIELD

R R R NWWWNRRRRRERERRNN

N

R R R R RPRNRRPRRRPRRRERRNWDDOOOUOOOOD NN

0.07
0.07
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.23
0.10
0.10
0.10
0.07
0.03
0.03
0.03

%
2.03
0.50
0.40
0.27
0.23
0.23
0.20
0.20
0.17
0.17
0.13
0.10
0.07
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03
0.07
0.03
0.03
0.03
0.03
0.03

%
1.27
1.13
0.33
0.23
0.23
0.20
0.17

KOTTBUS | 4 0.13
GOLDCOAST | 3 0.10
BARDO & 2 0.07
ALTONA & 2 0.07
TAKORADI | 2 0.07
STOURBRIDGE | 2 0.07
DABOU = 2 0.07
MANHATTAN | 1 0.03
HERSTON | 1 0.03
NAGOYA | 1 0.03
GATUNI | 1 0.03
FERRUCH | 1 0.03
ISTANBUL | 1 0.03
BLOCKLEY = 1 0.03
SUBSPI[16,8:i:-] | 1 0.03
SEROVAR N %

ENTERITIDIS | 551 18.37
DUBLIN 24 0.80
TYPHI 20 0.67

NAPOLI = 9 0.30
EASTBOURNE = 3 0.10
PANAMA = 2 0.07
JAVIANA 3 0.10
DURBAN = 4 0.13
KAPEMBA =~ 2 0.07
GUEULETAPEE = 1 0.03
LOME 1 0.03
MIAMI | 1 0.03
NDOLO = 1 0.03
SUBSPI [19:,2:28:-] 1 0.03
SUBSPI[19:-:1,5] 1 0.03
SUBSPII [l 9:229:1,5] | 1 0.03
SEROVAR N %
PLYMOUTH = 2 0.07
SEROVAR N %
LONDON = 6 0.20
GIVE 5 0.17
ANATUM = 5 0.17
GBADAGO = 1 0.03
WELTEVREDEN = 5 0.17
MUENSTER | 2 0.07
ELISABETHVILLE =~ 1 0.03
SUBSPI [13,10:eh:-] | 1 0.03
SUBSPI[13,10:v-] = 1 0.03
SUBSPI[13,10:r=-] | 1 0.03
SUBSPI[13,10:-:1,6] 1 0.03
SEROVAR N % |
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SENFTENBERG 4 0.13
RIDEAU 2 0.07
VILVOORDE 1 0.03
LIVERPOOL 1 0.03

RIED 1 0.03

SUBSPI [l 3,19:i:-] 1 0.03

SEROVAR N %
VENEZIANA 1 0.03
JALISCO 1 0.03
KISARAWE 1 0.03
SUBSPIlla [llla 11:24223:-] 1 0.03

m—

SEROVAR N %
POONA 5 0.17
AJIOBO 4 0.13
HAVANA 3 0.10
TELELKEBIR 2 0.07
KEDOUGOU 2 0.07
PUTTEN 2 0.07
DURHAM 1 0.03
AGBENI 1 0.03
GRUMPENSIS 1 0.03
MISSISSIPPI 1 0.03
OKATIE 1 0.03
SUBSPI [ 13,22:b:-] 2 0.07
SUBSPIlla [Illa 13,23:24,223] 1 0.03
SEROVAR N %
FLORIDA 1 0.03
SEROVAR N %
CAEN 1 0.03
FISCHERHUETTE 1 0.03
NOTTINGHAM 1 0.03
SEROVAR N %
CARMEL 2 0.07
oK |
SEROVAR | N %

CERRO 0 0.03

|

SEROVAR N %
MINNESOTA | 2 0.07
SEROVAR N %
NIMA |1 0.03
COTHAM = 1 0.03
SEROVAR N %
URBANA = 3 0.10
SUBSPII [11 30:,228:26] = 1 0.03
SEROVAR N %
ANECHO = 1 0.03
0:38 (P)
SEROVAR N %
Subsplilb [Illb 38:253:-] 1 0.03
SubsplV [IV 38:24,223] | 1 0.03
0:40 (R)
SEROVAR N %
JOHANNESBURG | 2 0.07

|

SEROVAR

2
X

WAYCROSS 1 0.03

|

SEROVAR N %
EPALINGES 3 0.10
SubsplV [IV 43:24,223:-] 2 0.07
0:44 (V)
SEROVAR N %
KUA 1 0.03
Subspl [144:210:-] 1 0.03
0:47 (X)
SEROVAR N % |
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SUBSPI [147: y: -] 1 0.03
Subsplllb [llb 47:-:-] | 1 0.03
SEROVAR
N %
SubsplV [IV 50:9,z51:-] 2 0.07
SEROVAR
N %
Subspllib [lllb 61:-:1,5,7] | 3 0.10
NOT TYPABLE
N %
NOT TYPABLE 23 0.77

3.1.3. GEOGRAFISCHE SPREIDING EN UITBRAAK

Een overzicht van de geografische spreiding van de
humane Salmonelloses is weergegeven in Figuur 4. In 2018
lag voor alle serotypes samen, de gemiddelde
incidentiegraad op 25,3 gevallen per 100.000 inwoners.

420-540
BN 540-622  Incidence [Cases / 1E5 inhabitants]

Figuur 4. Incidentie van het totaal aantal humane Salmonelloses
per gemeente, op basis van het aantal gevallen bevestigd door het
NRCSS. Weergegeven per 100.000 inwoners, periode 2018. Bron:
https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx.

De grote uitbraak in Zuid-West Vlaanderen in mei 2018 (zie
ook Figuur 3) overheerst ook uiteraard deze grafiek, met
pieken in incidentiegraad in de arrondissementen Tielt
(154,9/10°% inwoners), Oudernaarde (116,3/10°%) en Kortrijk
(111,7/1205). Deze uitbraak begon op 22 mei 2018, toen het
regionale infectiemanagement team verwittigd werd van 15
gevallen van gastroenteritidis in twee scholen. Deze uitbraak
breidde snel uit (Figuur 5), met in totaal meer dan 500
bevestigde S. enterica serovar Typhimurium isolaten met
het MLVA type 3-14-14-NA-0311 die werden teruggevonden
in 98% van de geanalyseerde humane stalen. Dit is een
zeldzaam type, met slechts 12 gevallen in de laatste 10 jaar.

16/ mei
17/me
19/mei
20/ mei
21/ mei
22/ mei
23/mei
24/ mei
=5/ mei
25/mei
27/ mei
28/mei
29/ mei
30/ mei
31/mei

1

2/

3/

a

s/

6/

7/

= w
18/mei

Figuur 5. Epicurve van de uitbraak van S. Typhimurium 3-14-14-
NA-0311 in mei 2018, weergeven in aantal dagelijkse notificaties bij
het Agentschap Zorg en Gezondheid. Bron: Sofieke Klamer,
Sciensano.

Epidemiologisch onderzoek wees uit dat alle getroffen
scholen gebruik maakten van dezelfde cateringsdienst en
dat de maaltijd van 17 mei hoogstwaarschijnlijk de oorzaak
was van de uitbraak. Dit kon echter niet definitief bevestigd
worden omdat alle 207 voedsel-en omgevingsstalen
negatief bleven voor Salmonella. Geen grote non-
conformiteiten werden vastgesteld bij de cateringsdienst.

3.1.4. INVASIEVE SALMONELLA SPP.

Hoewel op slechts 45 aanvraagformulier ‘sepsis’ werd
aangeduid als pathologie, ontving het NRC in 2018 in totaal
93 Salmonella stammen die werden geisoleerd uit een
bloedcultuur. De meerderheid van deze isolaten behoorden
tot de serovars Typhimurium, Enteritidis, Typhi en Dublin
(61,2% van de gevallen) (Tabel 6).

De meerderheid van de typhoide serovars (Typhi, Paratyphi
A en B) werden geisoleerd uit bloedculturen. Van de niet-
typhoide serovars is voornamelijk S. Dublin (54,2%)
geassocieerd met invasieve infecties. De meest prevalente
serovars zoals Enteritidis en Typhimurium zijn in minder dan
5% van de gevallen geassocieerd met invasieve infecties.
Van de andere serovars (bvb: Brandenburg, 2/12 invasieve
isolaten) die een bacteriemie kunnen veroorzaken, werden
te weinig isolaten gevonden om significant te zijn.

Tabel 6. Bacteriemie gerelateerd aan Salmonella, 2016-2017.
Weergegeven is het absoluut aantal isolaten per serotype, en de
fractie van het aantal bacteriemién voor de verschillende serotypen.

SEROTYPE
Nbloed Ntot %

ENTERITIDIS 18 551 3.3
TYPHI 14 20 70.0
DUBLIN 13 24 54.2
MONOPHASIC TM 4,12:1:- 6 581 1.0
TYPHIMURIUM 6 1136 0.5
PARATYPHI A 4 7 57.1
PARATYPHI B 4 9 44.4
UNTYPABLE 3 23 13.0
INFANTIS 3 61 4.9
BRANDENBURG 2 12 16.7
BREDENEY 2 9 22.2
RISSEN 2 12 16.7
THOMPSON 2 6 33.3
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CARMEL 1 2 50.0
CHESTER 1 40 2.5
EASTBOURNE 1 3 333
GBADAGO 1 1 100
JAVIANA 1 3 333
NEWPORT 1 34 2.9
NOTTINGHAM 1 1 100
ORANIENBURG 1 7 14.3
PANAMA 1 2 50.0
POONA 1 5 20.0
SENFTENBERG 1 4 25.0
TELELKEBIR 1 2 50.0
VIRCHOW 1 3 333
SUBSPI [14:-:1,7] 1 2 50.0
Subspllilb [llIb 61:-:1,5,7] 1 7 14.3

3.1.5. REISGERELATEERDE INFECTIES

In 2018 werden 3.5% van het aantal Salmonella infecties
gerelateerd aan een recent verblijf in het buitenland,
hetgeen een lichte daling is ten opzichte van 2017 (4,5%).
De in totaal 105 stammen zijn afkomstig van 39
verschillende landen, waarbij de overgrote meerderheid
individuele gevallen zijn (Tabel 7).

Zoals verwacht werd de meerderheid (55%) van de typhoide
stammen gerapporteerd als reisgebonden, en waren vorig
jaar voornamelijk afkomstig uit India.

In 2018 was er opnieuw een toename van gevallen van het
serovar Chester uit Marokko (N=6). Dit serovar wordt sinds
2014 jaarlijks gerapporteerd, en was onderwerp van een
pan-Europese surveillancestudie in 2014-2015. De bron van
deze besmetting lijkt echter nog niet gedetecteerd.
Integendeel, bijkomende S. enterica serovar Chester
isolaten werden vorig jaar gerelateerd aan reizen naar
Senegal (n=3), Namibié (n=2) en Thailand (n=1).

Tabel 7. Salmonella stammen gelinkt aan een recent verblijf in het
buitenland, 2016-2017.

AFRICA

Serovar
CHESTER
ENTERITIDIS
TYPHIMURIUM
KENTUCKY
SUBSPI [14:-:1,7]
SUBSPI [l 4:l,v:-]
Senegal CHESTER
Burundi NEWPORT
Algeria KENTUCKY
TYPHIMURIUM
Congo TYPHI
STANLEYVILLE
Egypt HEIDELBERG
ENTERITIDIS
HAIFA
TYPHIMURIUM
SUBSPIV [IV 6,7:236:-]
Benin TYPHI

Marocco

P PR RPRRPNWRRRRPRRWRRRLRNOOO 2

Namibia
Tunisia
Nigeria
Kenia

Guinea
Cote d'lvoire
Cameroon

ASIA
Pakistan

Indié

Thailand

Indonesié
Iraq
Vietnam

Azerbaijan
China
Sri Lanka

EUROPE
Turkije

Spanje

Montenegro
Griekenland
France
Malta
Macedonié
Italy

Germany
Poland
Romania

SOUTH-AMERICA
Cambodja

Argentinia
Cuba

Lao

Peru
Mexico

CHESTER
TYPHIMURIUM
DURHAM
TYPHI
TYPHIMURIUM
ENTERITIDIS
SANDIEGO
DUBLIN
OKATIE

TYPHI
ENTERITIDIS
TYPHI
PARATYPHI A
ENTERITIDIS
SEFTENBERG
AGONA
CHESTER
MONOPHASIC TM
MONTEVIDEO
CORVALLIS
NORWICH
UNTYPABLE
ENTERITIDIS
SEFTENBERG
STANLEY
NEWPORT
TYPHIMURIUM
ENTERITIDIS
SANDIEGO
MONOPHASIC TM
ENTERITIDIS
TYPHIMURIUM

ENTERITIDIS
MONOPHASIC TM
ENTERITIDIS
MONOPHASIC TM
TYPHIMURIUM
ENTERITIDIS
TYPHIMURIUM
ENTERITIDIS
ENTERITIDIS
MONOPHASIC TM
SENFTENBERG
MONOPHASIC TM
ENTERITIDIS
MONOPHASIC TM

PARATYPHI A
PANAMA
SUBSPI [1 4,5:b:-]
SUBSPI [1 7:-:1,5]
PARATYPHI B
AGONA
PARATYPHI B
INFANTIS
JAVIANA

PR R R R R R RN

P R R R RPRRREPNRPRRRPRRRPRRRPRRERRRENGERR

P R R RRRRPRRRPRRERNRPOD

N R RRRRR R
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3.1.6. 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 IV) gedurende 5-7 dagen.

Jaarlijkse opvolging van antimicrobiéle resistentie (AMR) bij
Salmonella is  daarom noodzakelijk ~ voor de
volksgezondheid. Tot voor kort 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. In 2011 waren nog
slechts 20% van humane S. enterica serovar Typhimurium
isolaten van dit type (CDC 2013). Meer recente, globale
trends zijn (i) de toenemende resistentie tegen
fluoroquinolonen (FQ) zoals ciprofloxacine, (ii) sporadisch
opduikende resistentie tegen breedspectrum
cefalosporines, en (iii) 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. Een eerste balans
werd opgemaakt voor de jaren 2000 tot 2002. Een
vervolgstudie (2009-2013) werd in 2015 gepubliceerd in
Antimicrobial Agents and Chemotherapy.

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 zeven servars die wereldwijd geassocieerd zijn met
AMR (Tabel 8). Hiernaast werd het antibiogram van alle
invasieve isolaten bepaald.

Tabel 8. 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 N MDR Pan-S
(%) (%)
AGONA 17 47.1 41.2
BRANDENBURG 10 20 50
CHESTER 35 28.6 20
CORVALLIS 7 0.0 42.9
DERBY 40 17.5 47.5
DUBLIN 23 34.8 13.0
ENTERITIDIS 191 10.5 51.3
HADAR 5 100 0
HEIDELBERG 4 225 75.0
INFANTIS 55 40 38.2
KENTUCKY 34 70.6 14.7
LIVINGSTONE 11 18.2 54.5
NEWPORT 33 15.2 51.5
OHIO 2 50 50

PANAMA 3 333 33.3
PARATYPHI 30 0 53.3
STANLEY 11 27.3 54.5

TYPHI 20 45 15
TYPHIMURIUM 464 30.8 11.0
VIRCHOW 18 0 11.1
SALMONELLA spp. 1014 26.6 27.2

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 mgelijk 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.

Tabel 9. Globale niet-gevoeligheid (%) van humane Salmonella spp.
in Belgié, periode 2017-2018.

Antibioticum 2017 2018
B-lactams AMPICILLINE 52.1 57.7
CEFOTAXIME 1.7 1.7
CEFTAZIDIME 1.0 2.0
MEROPENEM 0.0 0.0
ERTAPENEM 0.0 0.0
Protein CHLORAMPHENICOL 16.5 21.0
synthesis GENTAMICINE 3.3 4.7
inhibitors TETRACYCLINE 45.3 48.8
TIGECYCLINE 2.9 8.4
AZYTHROMYCINE 4.2 4.5
Gyrase CIPROFLOXACINE 31.4 27.8
inhibitors
Cell wall COLISTINE 4.3 7.0
inhibitor
Folate | SULFAMETHOXAZOLE 47.4 49.2
Synthesis TRIMETHOPRIM 21.2 26.0

De volgende vaststellingen werden gedaan:

De meest frequente resistenties zijn deze tegen ampicilline
(57.7%), sulfonamiden (49.2%) en tetracycline (48,8%),
met grote verschillen tussen de verschillende serovars
(Tabel 10, Figuur 9).

De prevalentie van het R-ACSSuT fenotype in S. enterica
serovar Typhimurium steeg opnieuw van 7,8% in 2016,
over 18,7% in 2017 naar 23,9% in 2018. Dit fenotype blijft
zeldzaam bij andere serovars (gemiddeld 8,8%), behalve
bij S. enterica serovar Infantis (19,6% in 2017).
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Figuur 8. Distributie van de MIC waarden van humane Salmonella spp. voor de geteste antibiotica in 2018. Het klinische breekpunt
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Figuur 7. Evolutie van de resistentie van humane Salmonella spp.
tegen drie klinisch belangrijke antibiotica, 2003-2018. De stijging
voor Ciprofloxazine resitentie in 2017 kan gedeeltelijk verklaard
worden door werd overgeschakeld op een nieuwe methodologie
voor antibiogrammen, zie tekst voor meer uitleg.

In dit rapport wordt multidrug resistentie (MDR)
gedefinieerd als resistentie tegen meer dan drie
verschillende klassen van antibiotica. In 2018 waren in
totaal 26.6% van alle Belgische Salmonella isolaten MDR
(Tabel 8). De meest resistente serovar (n>5) blijft S.
Kentucky, met resp. 70,6% MDR isolaten. Naast Kentucky
werd de hoogste resistentie gemeten bij S. enterica
serovar Agona (47.1%) en de invasieve serovars Typhi
(45% MDR) en Dublin (34.8% MDR). Voor het meest
prevalente serotype, Typhimurium, bleef de MDR
prevalentie stabiel op 30,8%.

Het hoogste aantal resistenties dat gemeten werd in één
stam, was bij een isolaat van serotype Kentucky die
ongevoelig was voor 11/14 geteste antibiotica, met enkel
nog gevoeligheid voor colistine en de carabapenems.

In tegenstelling tot de stabiele resistentie tegen de
klinische belangrijke cotrimoxazole en
cephalosporines, piekte de resistentie tegen
ciprofloxacine tot 31,4 % in 2017 en 27,8% in 2018 (Figuur
7). Hoewel dit spectaculair lijkt ten opzichte van 2.4% in
2016, moet rekening gehouden worden met de
omschakeling in meetmethode van disk diffusie naar MIC
testing. Volgens de geldende EUCAST richtlijnen ligt het
klinisch breekpunt voor Ciprofloxacine al op 0.06 pg/mi,
dat veel lager ligt in vergelijking met de 19 mm disk
diameter die gebruikt werd in 2016. Een juistere
interpretatie is dat de groep van Salmonella spp. die
laag-resistent  zijn aan ciprofloxacine sterk
aangegroeid is. Vo6o6r 2017 werd dit gemeten met
pefloxacine disk (Figuur 9, insert). Hierbij werden in 2016
16,7% van de geteste Salmonella spp. geidentificeerd als
laagresistent tegen fluoroquinolonen. Via de broth
microdilutie methode, werd in 2018 vastgesteld dat de
groep van laagresistente Salmonella spp. (0,06<MICcip<2
pa/ml) aangegroeid was tot 21,1% van het totaal.

In 2018 groeide de groep van volledig CIP-r isolaten van
4,8% tot 5,8% van het totale aantal geteste Salmonella
spp., en werd dit vastgesteld in niet minder dan 9
verschillende serovars waaronder de invasieve typen
Dublin en reisgebonden Agona en Chester stammen. Het
hoogste percentage van Cip-r blijft S. enterica serovar
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Figuur 8. Distributie van de MIC waarden van humane Salmonella spp. voor de geteste antibiotica in 2018. Het klinische breekpunt

is aangegeven met een stippellijn

Kentucky (82,3% hoogresistent). De reden voor deze
volledige resistentie is gerelateerd aan een extra mutatie
in het doelwit van het antibioticum, nl. Ser80 in ParC.

Resistentie tegen colistine wordt pas getest vanaf 2017,
dank zij de overschakeling naar broth microdilutie. Zoals
blijkt uit figuur 6, werd enkel in de O:9 Serovars Dublin en
Enteritidis, die een hogere inherente resistentie hebben
tegen dit antibioticum, een significante resistentie
vastgesteld. Alle COL-resistente stammen (MIC>2 pg/ml)
werden getest op aanwezigheid van het plasmide-
gebonden mcr-1-5 gen, maar dit werd in geen enkel isolaat
gedetecteerd.

Sinds 2016 worden alle isolaten die niet-gevoeldig zijn aan
de indicator cefalosporines cefotaxime en ceftazidime,
onderworpen aan een multiplex genotypering om de ESBL
(Extended Spectrum B-Lactamasen) resistentiegenen te
identificeren. Dit is belangrijk, omdat deze breedspectrum
B-lactams vaak gebruikt worden bij behandeling van
infecties, zeker bij kinderen waar het gebruik van FQ moet
vermeden worden.

In 2018 werden 14 isolaten geidentificeerd met
verminderde gevoeligheid aan cephalosporines, behorend
tot de serovars Infantis (n=5), Kentucky (n=4),
Typhimurium (n=4) en Typhi (n=1). Deze werden allen
onderworpen aan (i) fenotypische bevestiging met behulp
van de inhibitoren clavulaanzuur (ESBL) en cloxacilline
(AmpC), en (ii) de ontwikkelde genotypering (Tabel 10).
Hieruit bleek dat in 7 gevallen deze resistentie veroorzaakt

werd door CTX-M-9/14 achtige genen. Andere ESBLs die
in 2018 geassocieerd werden met Salmonella spp. zijn
CTX-M-1/15 (n=2), CMY-2(n=2), en TEM-52 (n=1). Zie
sectie 4 voor een meer gedetailleerde studie van ESBLs in
S. Kentucky.

Tabel 10. ESBL producerende Salmonella isolaten, 2018.

ID Serotype Fenot Genotype
S$18BD01648 Infantis ESBL bl(Jc‘rx.M.g/M
$18BD00539 Infantis ESBL blaren.s2
S$18BD02037 Infantis ESBL bl(Jc‘rx.M.g/M
$18BD03032 Infantis ESBL blacrx-m-15
S$18BD06686 Infantis ESBL blacrx-m-9/14
$18BD00684 Kentucky AmpC blacmy-2
$18BD03994 Kentucky ESBL bl(Jc‘rx.M.g/M
S$18BD05011 Kentucky ESBL blacr)(.M.g/14
S$18BD07170 Kentucky ESBL bl(Jc‘rx.M.g/M
S$18BD06402 Typhl ESBL blach.M.15
S18BD02528 Typhimurium AmpC blacwy-2
S18BD04276 Typhimurium ESBL blatem-1
S18BD06426 Typhimurium ESBL ND
$18BD07928 « Typhimurium ESBL blacrx-m-9/14

Tenslotte, werd er in 2018 geen resistentie tegen
indicator-carbapenemasen meropenem en ertapenem
vastgesteld.
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3.1.7. MLVA TYPERING

In 2018 werd het MLVA profiel bepaald voor in totaal 570
geisoleerde S. enterica serovar Enteritidis stammen. In 2018
werden 88 verschillende MLVA profielen geobserveerd.

e Het sinds jaren meest dominante profiel 3-10-5-4-
1 werd, net als in 2016-2017, opvallend minder
geobserveerd (7,7% ten opzichte van 26,0% in
2007-2015). Er zeer gelijkaardig profiel 3-11-5-4-1
werd daarentegen in 2018 het vaakst
geobserveerd (23,3%).

e Het anders zeldzame profiel 2-9-7-3-2 gelinkt aan
de uitbraak met Poolse eieren in 2016 bereikte
opnieuw zijn normale frequentie (2%)

e De vijf meest frequente profielen zijn:

o 3-11-5-4-1 (23,3%)
2-10-7-3-2 (19,6%)
3-10-5-4-1 (7,7%)
2-11-7-3-2 (5,4%)
2-9-4-3-2 (4,4%)
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Figuur 9. Overzicht van de MLVA analysen in voor S. enterica
serovar Enteritidis (boven), S. enterica serovar Typhimurium
(midden) en monofasisch S. enterica serovar Typhimurium (onder).
Minimal Spanning Tree (MST) van de verschillende profielen tussen
2013 en 2018.

In 2018 werd het MLVA profiel bepaald voor in totaal 1494
geisoleerde S. enterica serovar Typhimurium stammen. Er
werden 312 verschillende MLVA profielen geobserveerd.
Het anders zeldzame MLVA profiel 3-14-14-NA-0311 gelinkt
aan een grote uitbraak in een scholengroep werd door de
omvang van de uitbraak het vaakst geobserveerd in 2018
(19,1%). Verder bleef top-5 nagenoeg ongewijzigd ten
opzichte van de vorige jaren:

o 3-14-14-NA-0311 (19,1%)
3-12-9-NA-0211 (4,7%)
3-13-10-NA-0211 (4,2%)
3-13-13-NA-0211 (2,9%)
3-13-12-NA-0211 (2,7%)

O O O O
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SHIGELLA SURVEILLANCE

3.2 SHIGELLA Spp

3.2.1 STAALCOLLECTIE: AANTAL & OORSPRONG

Het voorbije jaar typeerde het NRC Shigella isolaten in
opdracht van 99 laboratoria. In 2018 identificeerde het NRC
427 Kklinische Shigella stammen behorend aan 415 unieke
patiénten, een stijging van 18% in vergelijking het
voorgaande jaar en het hoogste aantal in meer dan 10 jaar
(Figuur 10). Zoals weergegeven in Figuur 11, is er een
jaarlijkse piek in het aantal Shigellosen in het najaar met een
maximale submissie van 15 gevallen per week.
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Figuur 10. Totaal aantal bevestigde Shigella spp. onderzocht aan
het NRCSS, weergegeven per jaar voor de periode 2006-2018.
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Van alle stammen die opgestuurd werden als Shigella,
toonden biochemische en moleculaire reacties (Kligler-
Hajna, urease, MALDI-TOF, Luminex!) en/of afwezigheid
van agglutinatie bij serotypering aan dat 15,2% geen
Shigella spp. betrof. Met een nieuw ontwikkelde multiplex
methode (Sectie 4) werd vastgesteld dat de overgrote
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In tegenstelling tot de voorgaande jaren vond men de
hoogste incidentie van shigellosen terug bij mannen tussen
25 en 54 jaar (Figuur 12). Zowel bij volwassenen als
kinderen zijn er duidelijk meer stammen afkomstig van
mannen (M/V ratio 1.57); Dit verschil is opnieuw groter dan
vorige jaren (1.2 in 2017), en op hetzelfde niveau als 2015.
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Figuur 12. Leeftijdspiramide gegenereerd voor de bevestigde
Shigella infecties, periode 2018.

Het merendeel van de opgestuurde Shigella stammen (94%)
werd geisoleerd uit feces. Slechts zeer uitzonderlijk (<1%)

Jul Jan Jul Jan Jul Jan
2017 2018 2019

Figuur 11. Overzicht van de wekelijs gerapporteerde Shigellosen in de periode 2013-2018, met de jaarlijkse piek in het najaar.

Bron: https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx.

22


https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx

werden Shigella spp. geisoleerd uit etter of urine. De
oorsprong van de ontvangen stammen wordt weergegeven
in Tabel 11.

Tabel 11. Oorsprong van de isolaten.

Specimen N %
FAECES 391 93.7
URINE 1 0.01
ETTER 1 0.01
ANDER/ONBEKEND 30 7.2

In één geval (S. boydii) werd urineinfectie opgegeven als
klinische beeld, en in één ander geval (S. sonnei) een
septicemie. In alle andere submissies was sprake van een
gastrointestinale infectie.

3.2.2. SEROVAR DISTRIBUTIE

Zoals geillustreerd wordt in Figuur 13, is de distributie van
Shigella serotypes al meer dan twee decennia bijzonder
stabiel in Belgié. In 2018 waren 77,4% van de isolaten S.
sonnei, 17,9% S. flexneri, 4,3% S. boydii en 0,5% S.
dysenteriae. Deze verhoudingen zijn nauwelijks gewijzigd in
de voorbij jaren. In vergelijking met 2017, observeerden we
een lichte stijging van het serotype S. flexneri 3a/b (2.7% tov
0.6%), en een forse toename van S. flexneri stammen die
niet tot op subniveau konden worden getypeerd (Sectie 4).
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Tabel 12. Overzicht van de verschillende geidentificeerde
serotypen, periode 2018.

Serotype N %
Subtype
SONNEI 323 77.5
FLEXNERI 2a 33 7.9
3a 9 2.2
1b 7 1.7
4 5 1.2
6 6 1.4
2b 2 0.5
3b 2 0.5
X 1 0.2
4b 1 0.2
UNK 10 2.4
BOYDII 2 5 1.2
2 1 0.2
4 1 0.2
1 1 0.2
5 1 0.2
18 9 2.2
DYSENTERIAE 2 1 0.2
12 1 0.2

3.2.3. GEOGRAFISCHE SPREIDING

Een overzicht van de geografische spreiding van de
humane Shigellosen is weergegeven in Figuur 16. In 2018
was de meerderheid van de stammen (61.3%) afkomstig uit
Vlaanderen; Waalse en Brusselse patiénten zorgden voor
19,4% en 13.6% van de stammen, respectievelijk.

S. flexneri S. boydii S. sonnei

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figuur 13. Evolutie van het absolute aantal unieke Shigella stammen geanalyseerd aan het NRC, 1999-2018.
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Als we kijken naar de individuele arrondissementen (Figuur
14), werden de hoogste incidenties gemeten in Veurne (8.2
gevallen/10%), Leuven (7.1/10% en Antwerpen (6.4
gevallen/109).
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Figuur 14. Incidentie van het totaal aantal humane Shigella infecties
per arrondissement, op basis van het aantal gevallen bevestigd door
het NRCSS. Weergegeven per 100.000 inwoners, periode 2016-
2017. Bron: https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx.

3.2.4. REISGERELATEERDE INFECTIES

In 2018 werden respectievelijk 41 gevallen (9,8%) gemeld
als reisgerelateerd, met als voornaamste bron infecties uit
Egypte (n=7), India (n=5), en Marokko (n=4) en Congo
(n=6). Een overzicht van alle reis-gerelateerde gevallen is
weergegeven in tabel 13.

Tabel 13. Shigella stammen gelinkt aan een recent verblijf in het
buitenland, 2018.

Serotype N

Marokko boydii 2 1

flexneri 1b 1

sonnei 2

Egypt flexneri 4 1

sonnei 6

India boydii 1

sonnei 4

Turkey sonnei 2
Dominican

Republic sonnei 2

Togo flexneri 1b 1

sonnei 1

Brazil sonnei 1

Cambodia sonnei 1

Cape Verde sonnei 1

Congo dysenteriae 2 1

Congo flexneri 6 1

Cote d'lvoire sonnei 1

Ethiopia flexneri 1

Ghana sonnei 1
Indonesia flexneri 3a 1
Italy sonnei 1
Kenya flexneri 3a 1
Niger flexneri 2b 1
Sierra Leone sonnei 1
Spain flexner 2a 1
Switzerland sonnei 1
Tunisia sonnei 1
Uganda sonnei 1

3.2.5. ANTIBIOTICUMRESISTENTIE

De behandeling van een shigellose bestaat uit een
rehydratatie en een antibioticabehandeling. De antibiotica
zorgen meestal voor een snelle genezing zonder nasleep.
Oorspronkelijk kon een groot aantal antibiotica efficiént
gebruikt worden voor de behandeling van shigellose. In de
praktijk echter, verkleint het spectrum van de bruikbare
antibiotica jaar na jaar vanwege een stijging van de
antibioticaresistentie. De antibiotica tetracycline, ampicilline
en co-trimoxazole die in de jaren ‘90 als eerste keuze
gebruikt werden, zijn momenteel niet meer doeltreffend.

Momenteel zijn de aanbevolen antibiotica voor de
behandeling van shigellose gelijkaardig aan deze voor
salmonellosis, namelijk Ciprofloxacine (500 mg), Ceftriaxon
(1g IV) of Azitromycine. Recent wordt echter wereldwijd
stijgende resistentie tegen ciprofloxacine en azitromycine
gerapporteerd, voornamelijk in respectievelijk S. sonnei en
S. flexneri serotype 3a. Hierdoor is een constante opvolging
van de antibioticaresistentie noodzakelijk op nationaal
niveau. Dit toezicht werd in het verleden occasioneel
uitgevoerd, maar sinds 2004 houdt het NRCSS op
regelmatige basis toezicht op de antimicrobiéle gevoeligheid
van de geisoleerde stammen.

Sinds 2017 schakelde het NRC over naar broth microdilutie
met dezelfde Sensititre™ platen als beschreven voor
Salmonella (Tabel 2). Via deze methode, werd het
antibiogram bepaald voor alle unieke, bevestigde Shigella
isolaten.
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Figuur 17. Evolutie van de resistentie (%) van humane Salmonella
spp. tegen drie klinisch belangrijke antibiotica, 2009-2018.
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Figuur 18. Distributie van de MIC waarden van Shigella spp. voor de geteste antibiotica in 2018. Het klinische breekpunt is

aangegeven met stippellijn.

Tabel 14. Globale niet-gevoeligheid (%) van Shigella spp. in Belgig,
periode 2017-2018.

Antibioticum 2017 2018
B-lactams AMPICILLINE 48.3 64.0
CEFOTAXIME 10.9 12.1
CEFTAZIDIME 8.9 9.1
MEROPENEM 0.0 0.0
ERTAPENEM 0.0 0.0
Protein CHLORAMPHENICOL 16.6 17.6
synthesis GENTAMICINE 2.7 7.4
inhibitors TETRACYCLINE 73.6 84.5
TIGECYCLINE 3.2 919
AZYTHROMYCINE 22.0 37.2
Gyrase CIPROFLOXACINE 28.6 41.5
inhibitors
Cell wall COLISTINE 0.8 1.4
inhibitor
Folate | SULFAMETHOXAZOLE 68.9 80.7
Synthesis TRIMETHOPRIM 90.7 90.3

Het NRC observeert een gevoelige stijging van resistentie
tegen Klinisch belangrijke antibiotica sinds 2016. Zoals
weergegeven in tabel 14 en figuren 17-19, is de resistentie
tegen zowel azythromycine (37.2%), derde-generatie

cephalosporines (12%) en fluoroquinolonen (41.5%) sterk
toegenomen, voornamelijk bij S. Sonnei en S. flexneri. Deze
stijging ging ook gepaard met een toename van het aantal
MDR Shigella isolaten - hier gedefinieerd als resistentie
tegen meer dan 3 klassen van antibiotica - van 13,1% in
2016, naar 52.6% in 2018.

Er was geen of nagenoeg geen ongevoeligheid tegen
colistine, gentamycine en de carbapenems.
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Figuur 19. Serovar-specifieke heatmap voor antibioticumresistentie
(%). De drie dysenteriae stammen in 2018 vertoonden geen
resistentie tegen klinische belangrijke antibiotica.
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Tot 2016 schommelde de resistentie van Shigella voor
ciprofloxacine rond 10% (Figuur 17). In 2017 steeg de
resistentie naar 28%, en in 2018 steeg de resistentie (MIC >
0.25 pg/ml) verder door naar 41.5% (Tabel 14), waarbij
32.3% van alle stammen hoogresistent (MIC > 8ug/ml)
zijn tegen ciprofloxacine. Hoge CIP resistentie wordt
voornamelijk waargenomen bij S. sonnei en S. flexneri 2a.

Moleculair onderzoek toonde aan dat deze resistentie te
wijten is aan serotype-specifieke mutaties in de doelwit
topoisomerasen (GyrA83/87, ParC80 en ParE408), en in
enkele gevallen aan de aanwezigheid van het plasmide-
gebonden gen gnrB dat het doelwit afschermt van het
antibioticum (Sectie 4).

In 2018 werden 53 (12%) isolaten geidentificeerd met
verminderde gevoeligheid aan de indicatorantibiotica
cefotaxime en/of ceftazidime, hetgeen een lichte verhoging
is in vergelijking met 2017 maar een significant hoger is dan
het voorbije decennium. Uitgezonderd vijf S. flexneri en één
S. boydii stam, behoren al deze ESBL producenten tot het
serovar S. sonnei (Tabel 15).

In 49/53 gevallen werd de aanwezigheid van ESBL-
producerende Shigella spp. bevestigd (Tabel 15). Uit verder
genetisch onderzoek bleek dat het blactx-m-15 gen het meest
prevalent was (47%), zowel bij Sonnei als Flexneri. Verder
onderzoek (2019-2020) zal zich toeleggen op de genetische
variatie van de dragerplasmiden.

Tabel 15. ESBL-producerende Shigella isolaten. ND, niet
gedefinieerd. CTX, cefotaxime.

ID Serotype MICcix Genotype
(ng/ml)
S$18BD00005 = Flexneri 2a >4 blacrx-m-15
$18BD00011 Sonnei 4 blacrx-m-1s
5$18BD01024 Sonnei >4 blacrx-m-1
$18BD01106 Sonnei >4 blacrx-m-1s
S$18BD02025 Sonnei >4 blacrx-m-15
$18BD02468 Sonnei >4 blacrx-m-1s
S$18BD02580 Sonnei >4 blacrx-m-1
S$18BD02594 Sonnei >4 blacrem-15, blatem-1
S18BD02657 Sonnei >4 blacrx-m-15
S$18BD02761 Sonnei >4 blacrx-m-15
518BD02818 = Flexneri 2a >4 blacrx-m-15
S$18BD03178 Sonnei >4 blacrx-m-9
$18BD03186 Sonnei >4 blacrx-m-9
S$18BD03411 Sonnei >4 blacrx-m-9
S18BD03575 Sonnei >4 blacrx-m-9
$18BD03841 Sonnei >4 blacrx-m-
518BD04258 Sonnei >4 blacrx-m-9
S$18BD04295 Sonnei >4 blacrx-m-15
S18BD04337 Sonnei >4 blacrx-m-9
518BD04382 Sonnei >4 blacrx-m-
518BD04853 Sonnei >4 blacrx-m-9
S$18BD04903 Sonnei >4 blacrx-m-9
S18BD04953 Sonnei >4 blacrx-m-9

S$18BD05188
S$18BD05398
518BD05404
S$18BD05550
5$18BD05612
S$18BD05858
518BD05859
518BD05904
5$18BD05921
518BD06091
518BD06159
S518BD06265
518BD06401
5$18BD06486
5$18BD06501
518BD06724
518BD07214
518BD07247
5$18BD07270
518BD07286
518BD07383
5$18BD07386
518BD07541
518BD08523
518BD09269
518BD09328

Sonnei
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Flexneri 4
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Boydii
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Flexneri 4
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Flexneri 2a
Sonnei
Sonnei
Sonnei
Boydii 2

>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4

>4
>4
>4
>4

[ENNS

>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4
>4

blacrx-m-9
blacrx-m-s
blacrx-m-15
blacrx-m-3
blacrx-m-15
blacrx-m-15
blacrx-m-15, blaoxa-1
blacrx-m-15
blacrx-m-15, blarem-1
blacrx-m-15
blacrx-m-3, blaoxa1
blacrx-m-15
blacrx-m-3
blacrx-m-3
blacrx-m-15
blacrx-m-15
blapra-1, blarem-1
blacrx-m-3
blacrx-m-3
blacrx-w-s
ND
blacrx-m-15 ,blarem-1
ND
blacrx-m-s
blacrx-m-1s, blarem-1
blacrx-m-1s, blarem-1
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4. Research & Development (ENG)

4.1 ESBL-PRODUCING SALMONELLA KENTUCKY

Global dissemination and expansion of ciprofloxacin-resistant S. Kentucky in humans and animals have been
observed over the last twenty years. In recent years, there have been reports of extended-spectrum B-lactamase
(ESBL) occurrence within this epidemic. This study aims to trace the origins of a multi-country outbreak of
ciprofloxacin and cephalosporin (blactx-m-14b) resistant S. Kentucky.

Sequences of cephalosporin-resistant S. Kentucky from domestic or travel-related Salmonella infections in
Belgium, Denmark, Germany, Ireland, Luxembourg, Malta, Norway, Sweden, the Netherlands and the UK were
complemented with other sequences of S. Kentucky from Public Health England or public databases. Sequences
of 274 isolates, spanning 18 years, were used in a Bayesian time-scaled phylogeny analysis to infer the origin and
spread of the blacTx-m-14b clone. Ancestral state reconstruction with equal rates was used to model the most likely
place of origin. We dated the origin of the blactx-m-14b clone to approximately 14 years ago (i.e. 2005) in Northern
Africa, most likely in Egypt.

The place of origin predicted by the phylogenetic analysis is consistent with the travel history of the patients. While
there seem to be multiple introductions of the clone to Europe from Egypt, our analysis suggests that in some
parts of Europe the clone might have formed a stable population, from which further spread to other countries has
occurred.

Comparative genomics indicated that the blactx-m-14b gene is present on the bacterial chromosome, within the type
VI secretion system region. This is different from previously described ESBL-positive S. Kentucky, which carried
the ESBL genes either on plasmids or on the Salmonella genomic island 1. The acquisition of the blacTx-m-140 gene
resulted from the integration in the chromosome, downstream of the hcpl gene, of a 2854 bp plasmid fragment
containing the 1S1380 and blactx-m-140 gene. This scenario is corroborated by contemporary WGS data in which
the same insert sequence is found on IncHI2A plasmids of S. Kentucky.

The results of this study, which is coordinated by RIVM, are presented at the Conference for Applied Bioinformatics
in Public Health Microbiology, May 2019.

4.2 COMPARISON OF SNP-BASED SUBTYPING WORKFLOWS FOR BACTERIAL ISOLATES USING
WGS DATA, APPLIED TO SALMONELLA ENTERICA SEROTYPE TYPHIMURIUM AND SEROTYPE
1,4,[5],12:1:.

Whole genome sequencing represents a promising new technology for subtyping of bacterial pathogens. Besides
the technological advances which have pushed the approach forward, the last years have been marked by
considerable evolution of the whole genome sequencing data analysis methods. Prior to application of the
technology as a routine epidemiological typing tool, however, reliable and efficient data analysis strategies need
to be identified among the wide variety of the emerged methodologies. In this work, we have compared three
existing SNP-based subtyping workflows using a benchmark dataset of 32 Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium and serovar 1,4,[5],12:i:- isolates including five isolates from a confirmed outbreak and three
isolates obtained from the same patient at different time points. The analysis was carried out using the original
(high-coverage) and a down-sampled (low-coverage) datasets and two different reference genomes. All three
tested workflows, namely CSI Phylogeny-based workflow, CFSAN-based workflow and PHEnix-based workflow,
were able to correctly group the confirmed outbreak isolates and isolates from the same patient with all
combinations of reference genomes and datasets. However, the workflows differed strongly with respect to the
SNP distances between isolates and sensitivity towards sequencing coverage, which could be linked to the
specific data analysis strategies used therein. To demonstrate the effect of particular data analysis steps, several
modifications of the existing workflows were also tested. This allowed us to propose data analysis schemes most
suitable for routine SNP-based subtyping applied to S. Typhimurium and S. 1,4,[5],12:i:-. Results presented in this
study illustrate the importance of using correct data analysis strategies and to define benchmark and fine-tune
parameters applied within routine data analysis pipelines to obtain optimal results.

The results of this study were published Open Access in Plos One.



4.3 DEVELOPMENT OF LUMINEX-BASED SEROTYPING FOR SALMONELLA SPP.

In 2018, we succeeded in the BELAC accredition an in- 020402,

house developed Luminex-based multiplex assays for ﬁ;ﬂfﬂ

serotyping of Salmonella. The main technology is Brandenbuiry
summarized the figure below, and serves to perform geno- _ Derby

serotyping of the most common Salmonella serotypes e S“::f?;?;’:g
encountered in Belgium, spread into four multiplex reactions Enteritidis Choleraesuis
to maximize cost-effectiveness (ISO 15189/17025 IHfad?_f Lr\i:;ngjf’:e
accredited in 2018). The first multiplex (BASE) can identify paratyphinga(rl.liar_ Java) . Ohio
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also able to orientate each unknown Salmonella sample.

Salmonella sample Genomic DNA Multiplex ligation Hybridisation to magnetic beads
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4.4 SHIFTING NATIONAL SURVEILLANCE OF SHIGELLA INFECTIONS TOWARD GENO-
SEROTYPING BY THE DEVELOPMENT OF A TAILORED LUMINEX ASSAY AND NGS WORKFLOW.

The phylogenetically closely related Shigella species and enteroinvasive Escherichia coli (EIEC) are responsible
for millions of episodes of bacterial dysenteriae worldwide. Given its distinct epidemiology and public health
relevance, only Shigellae are subject to mandatory reporting and follow-up by public health authorities. However,
many clinical laboratories struggle to differentiate non-EIEC, EIEC, and Shigella in their current workflows, leading
to inaccuracies in surveillance and rising numbers of misidentified E. coli samples at the National Reference
Centre (NRC). In this paper, we describe two novel tools to enhance Shigella surveillance. First, we developed a
low-cost Luminex-based multiplex assay combining five genetic markers for species identification with 11 markers
for serotype prediction for S. sonnei and S. flexneri isolates. Using a test panel of 254 clinical samples, this assay
has a sensitivity of 100% in differentiation of EIEC/Shigella pathotype from non-EIEC strains, and 68.7% success
rate in distinction of Shigella and EIEC. A novel, and particularly successful marker was a Shigella-specific deletion
in the spermidine acetyltransferase gene speG, reflecting its metabolic decay. For Shigella serotype prediction,
the multiplex assay scored a sensitivity and specificity of 96.6% and 98.4%, respectively. All discrepancies were
analyzed with whole-genome sequencing and shown to be related to causative mutations (stop codons, indels,
and promoter mutations) in glycosyltransferase genes. This observation spurred the development of an in silico
workflow which extracts the Shigella serotype from Next-Generation Sequencing (NGS) data, taking into account
gene functionality. Both tools will be implemented in the workflow of the NRC, and will play a major role in the shift
from phenotypic to genotyping-based surveillance of shigellosis in Belgium.

The results of this study are published Open Acces in MicrobiolgyOpen.
28



4.5 NIEUWE BELAC-GEACCREDITEERDE PROCEDURES.
SOP 12/SA/26/E Luminex genoserotyping of Salmonella
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