%iensano

CENTRE
NATIONAL DE
REFERENCE
SALMONELLA
& SHIGELLA







Sciensano
Maladies infectieuses humaines - Maladies bactériennes
CNR Salmonella & Shigella

Juin 2020 e Bruxelles « Belgique

MATTHEUS, WESLEY

CEYSSENS, PIETER-JAN

VAN DEN BOSSCHE, AN

Wesley Mattheus, Ph.D. « T+32 (0)2 373 32 24 - wesley.mattheus@siensano.be

Avec le support financier de:

f i ( 5 2\ Flanders
e .u reotaation (( \ State of the art

WALLOWIE-BRUXELLES

Veuillez citer comme suit: Centre National de Référence pour Salmonella en Shigella, Rapport annuel 2018.
Sciensano, Bruxelles, Belgique.

Remerciements
Nous voudrions exprimer notre gratitude aux inspecteurs de la santé qui réalisent les enquétes aupres des patients,

ainsi qu’aux laboratoires cliniques, qui participent a la surveillance de ces agents pathogénes en envoyant leurs
souches. Nous remercions également I'Agence Fédérale pour la Sécurité de la Chaine Alimentaire (AFSCA).



RESUME

POINTS PRINCIPAUX
SALMONELLA SPP.

En 2019, le Centre national de Référence (CNR) a
recu un total de 2868 isolats de Salmonella
provenant de 2618 patients, appartenant a 198
sérogroupes différents. Aprés une nette diminution
des salmonelloses suite aux campagnes de
vaccination dans le secteur avicole, le nombre
d'infections humaines reste stable depuis plusieurs
années.

La majorité des souches belges de S. enterica
appartiennent au sérovars Typhimurium (O:4,
47.8%) et Enteritidis (0:9, 21%). Parmi les
sérotypes moins fréquents, une prévalence stable
a été observée chez les sérotypes de S. Infantis
(O:7, 2.3%), Derby (O:4, 1.7%), Chester (O:4,
1.4%), et Dublin (0:9, 0.8%). Une légere diminution
a éeté observée pour les sérotypes Kentucky (O: 8,
1,0%) et Newport (O: 8, 0,7%).

Les souches typhoides représentaient 1.7% du
total, réparties entre Typhi (1.2%), Paratyphi A
(0.4%) et Paratyphi B (0.1%).

En 2019, il y a eu un foyer majeur de S. Enteritidis
a Bruges (type MLVA 3-12-5-5-1), et a I'échelle
internationale, une forte augmentation de S.
Munich (O: 8,1%) a été découverte dans le
contexte de 'Enquéte Urgente 591 (ECDC). Les
infections de S. Poona chez les bébés pourraient
étre liées au lait en poudre contaminé de France.

Le CNR a regu un total de 108 souches de
Salmonella isolées d’hémocultures, dont 22 isolats
de S. enterica sérovar Typhi. Parmi les sérovars
non typhoidiens, principalement le S. enterica
sérovar Dublin (59.1%) est associé a des infections
invasives et doit étre surveillé de prés. Une
observation frappante était de 6 isolats (16,7%) de
S. Chester isolés du sang. Ce sérotype a rarement
été lié a des infections invasives dans le passé

En 2019, 5.2% des infections & Salmonella étaient
liées a un récent séjour a I'étranger. La moité (49%)
des souches typhoides étaient liées aux voyages,
principalement en Pakistan et Inde. Les
importations de S. enterica sérovar Chester
diminuent, mais il y a une augmentation des
importations de S. Enteritidis de Turquie (N=14) et
d’Egypte (N=8).

Les résistances les plus fréquentes sont celles
contre 'ampicilline (44.5%), les sulfamides (40.1%)
et la tétracycline (39.7%), avec des différences
importantes entre les différents sérovars. Les
souches sont définies comme étant
multirésistantes (MDR) lorsque la résistance a
plus de trois classes d'antibiotiques différentes est

détectée. En 2019, 14.8% de tous les isolats
belges de Salmonella étaient des cas MDR. Le
sérovar le plus résistant reste S. enterica sérovar
Kentucky, avec 77% d'isolats MDR.

Contrairement & la résistance basse aux
antibiotiques cliniguement importants comme
cotrimoxazole et les céphalosporines, 27,5%, des
Salmonelles sont résistant a la ciprofloxacine,
dont 2.6% hautement résistants (CMI>8 pg/ml).
Il s'agit d'une Iégére baisse par rapport a 2018..

En 2019, 17 isolats ont été identifiés avec une
sensibilité réduite aux céphalosporines, la majorité
d'entre eux appartenant au sérovar Typhimurium.
Le géene le plus commun ESBL était du type blacTx-
m-9/14. Aucune souche de Salmonella produisant
mcr ou de la carbapénémase n'a été identifiée.

POINTS PRINCIPAUX

SHIGELLA SPP.

Le CNR a examiné 440 souches cliniques de
Shigella appartenant a 422 patients, un nombre
presque identique qu’en 2018. Pas moins de 17%
des échantillons envoyés ne contenaient pas de
Shigella spp.. Nous avons observé un rapport H/F
de 1.31, Tincidence la plus élevée ayant été
observée chez les hommes &gés de 50 a 54 ans.

Parmi ces souches, 76.5% étaient S. sonnei,
20.4%, S. flexneri, 2.8%, S. boydii et 0.4% S.
dysenteriae, avec un outbreak sévére de S. sonnei
pendant un camp de scouts au Luxembourg. Ces
proportions n'ont guére changé au cours des deux
derniéres décennies. 17% des infections a Shigella
étaient liées a un récent séjour a I'étranger, il s'agit
d’'une augmentation par rapport a I'année derniére
(9,8%). La principale source d'infections était
I'Egypt et le Maroc.

Depuis quelques années, le CNR a observé une
augmentation de la  résistance aux
antibiotiques cliniguement importants. En
2019, nous avons enregistré une résistance a
l'azythromycine de 23.6% (CMI>8ug/ml)), aux
céphalosporines de troisieme génération de 14% et
aux fluoroquinolones de 23.9% dont 19.7%
hautement résistantes. Le nombre d'isolats MDR
étaient 29.8%. Il y avait peu ou pas d'insensibilité a
la colistine, a la gentamycine et aux
carbapénémes.

Le type ESBL le plus prévalent est le géne blacrx-
m-15, qui a été identifié dans 71% des isolats
résistants au céfotaxime.
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INLEIDING

1. INTRODUCTION

1.1. OBJECTIF

La tache la plus importante du Centre national de référence
pour Salmonella et Shigella (CNRSS) consiste & assurer la
surveillance épidémiologique des infections humaines a
Salmonella/Shigella. 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 CNRSS 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 recoit une liste mensuelle du
CNRSS des infections confirmées chez I'homme par
Salmonella et Shigella. 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 Controle 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.

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 tracabilitt¢ 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.



METHODOLOGIE

2. METHODOLOGIE

2.1 DEFINITIONS

La salmonellose ou la shigellose est définie comme une
infection humaine pour laquelle Salmonella ou Shigella est
respectivement 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 ou de
Shigella provenant de laboratoires cliniques est envoyé au
CNRSS 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 S19BD0000x, et les
métadonnées enregistrées sont entrées numériquement
dans le systeme STARLIMS. L'échantillon est conservé
apres analyse dans 20% de glycérol a -80°C.

En Flandre, les shigelloses sont signalées aux inspecteurs
de la santé via le CNRSS, contrairement a la Wallonie et a
Bruxelles. Le CNRSS signale également des infections a
Salmonella spp. aux inspecteurs de la santé dans toutes les
régions de Belgique.

2.3 TAXONOMIE ET FLUX DE TRAVAIL DU
CNR

Le genre Salmonella 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-espece salamae (505 serovars)
ou sous-espece |
S. enterica sous-espece arizonae (99 serovars)
ou sous-espece llla
S. enterica sous-espece
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-espece VI

¢ S. bongori (22 sérovars)

diarizonae (336
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Figuur 1. Flux de travail

au CNR Salmonella et
Shigella, 2018.

Le genre Shigella appartient & la

famille des Enterobacteriaceae et comprend quatre
espéces: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii et S. sonnei.
L'identification de ces 4 espéces est basée sur les propriétés
biochimiques et les caractéristiques antigéniques.

Chaque espece est subdivisée en sérovars sur la base d'un
facteur O caractéristique; ces sérovars sont indiqués par des
chiffres arabes (parfois suivis d'une lettre ou simplement
d'une lettre dans certaines variantes de S. flexneri).

2.4 (GENO-) SEROTYPAGE

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

Le sérotype d'une Shigella est également déterminé sur la
base d'antigenes O somatiques. Des tests biochimiques
supplémentaires sont aussi effectués pour confirmer
I'identification et différencier les différentes espéces et
variétés.

Depuis fin 2018, le CNR est passé au géno-sérotypage
développé en interne et accrédité ISO15189, basé sur des
billes Luminex xTAG (Figure 2a). 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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rentabilité (Figure 2b). Le module BASE peut identifier tous
les sérotypes qui doivent étre légalement suivis (cf.
reglement UE n ° 2160/2003 et conseil Belge 03-2012), et
peut simultanément orienter tout échantillon inconnu de
Salmonella vers un groupe 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.

W, -
« Identify and quantify with camera += h . .

Magnetic beads

Agona

Hybridisation to magnetic beads Anatum

Brandenburg
[ 8iotn &' Derby
S Minnesota

™ Gaadn Serogrouping : 0:3 Senftenberg
ot ::“W' 0:4 07 0:8 09 0:21
Enteritidis
Biotn Hadar Cheleraesuis

e Infantis Livingstone
Paratyphi A Mbandaka

Paratyphi B (+ var. Java) Ohio
w Typhi . Rissen

Typhimurium
(+ var. monophasique)
Virchow Enferitidis
(+ variant vaccinal)
biovar Gallinarum
biovar Pullorum

‘.

Figure 2. Géno-serotypage des Salmonelles par la
in sample méthode Luminex..

STANLEY
TYPHI
VIRCHOW
S. SONNEI
S. FLEXNERI
S. BOYDII

S. DYSENTERIAE

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

Table 2. Antibiotiques testés par microdilution en bouillon

Semaines

1-24 | 25-29 30-41 | 42-47 48-53
ENTERITIDIS 5 10 20 10 5
TYPHIMURIUM 5 10 10 5 5
AGONA
ANATUM
BRANDENBURG
CHESTER
CORVALIS
DERBY
DUBLIN
HADAR
HEIDELBERG
INFANTIS
KENTUCKY
LIVINGSTONE
PANAMA
PARATYPHI

Serovar

Tous les échantillons récus

SAINTPAUL

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 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 4.0
TIGECYCLINE | TGC 0.25-8 ND
TRIMETHOPRIM = TMP 0.5-16 4.0




2.6 TYPAGE MLVA

Le typage des souches de Salmonella enterica sérovar
Enteritidis avec la technique MLVA est effectué par le
CNRSS conformément a l'article de Hopkins, tandis que le
sérovar Typhimurium de Salmonella enterica est typé selon
la méthode de Lindstedt. En 2019, 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 ul (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 séquencées
a l'aide d'un instrument Illlumina MiSeq avec un protocole
250-bp paired-end (chimie MiSeq v3), conformément aux
instructions du fabricant. Une description détaillée du flux de
travail in silico pour Shigella est décrite dans Ventola et al.
(2019), Microbiologyopen. 8(8):e00807.
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SALMONELLA SURVEILLANCE

3. RESULTATS DES
ANALYSES DE
ROUTINE

3.1 SALMONELLA SPP.
HUMAINS

3.1.1 COLLECTION DE SOUCHES: NOMBRE ET
ORIGINE

3.1.1.1 NOMBRES DE SOUCHES

Au cours de la derniere année, les isolats de Salmonella
humains ont été typés par le CNR pour le compte de 133
laboratoires. En 2019, 2868 souches de Salmonella
humaines ont été regues par le CNRSS; cela représentait
2618 cas uniques de salmonellose enregistrés par le
CNRSS. Aprés une nette diminution des salmonelloses suite
aux campagnes de vaccination dans le secteur avicole, le
nombre d'infections humaines reste désormais stable
depuis plusieurs années (figure 3)

4000

3000

2000

Cases/ Year

1000

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

0

200

Cases/ Week
g

2008 2010 2012 2014 2018 2018 2020

Figure 3. Nombre total de Salmonella spp. uniques examiné par le
CNR, indiqué pour la période 2006-2019. Bas de la figure: apercu

des salmonelloses déclarées de facon hebdomadaire pour la
période 2006-2019, avec un pic en mai 2018, ce qui indique
I'importante épidémie de sérovar Typhimurium.

3.1.1.2 DISTRIBUTION EN FONCTION DE L’AGE
ET DU SEXE

L'incidence la plus élevée de salmonellose, confirmée apres
sérotypage, a été observée chez les enfants de moins de 5
ans (25% des cas), suivie du groupe d'age de 5 a 10 ans
(13.4%). La figure 4 montre la pyramide compléte des ages.
Il n'y avait pas de différence significative dans la répartition
entre les hommes et les femmes: 51.1% des échantillons
envoyés provenaient de femmes.

unk  Women [ |} Men
95-++
90-95
85-89
80-84
7579
70-74
65-69
60-64
55-50
50-54
45-49
40-44
35.39
30-34
25-29
20-24
1519
10-14
05-09
00-04

AgeGroup [Years]

400 400

Reported cases

Figure 4. Pyramide des ages générée pour les souches confirmées
de Salmonella en 2018. Source: https://www.wiv-isp.be/Epidemio
[epistat/statistics.aspx.

3.1.1.3 ECHANTILLONS

La majorité des souches de Salmonella (91.9%) ont été
isolées a partir de feces. En 2019, 4.1% des souches ont
été isolées du sang, ce qui est un nombre stable par
rapport aux années précédentes. L'origine des autres
souches est indiquée dans la table 3.

Table 3. Origine des isolats.

Specimen N %
FAECES 2409 91.9

SANG 107 4.1

URINE 57 2.1
FAECES+SANG 1 0.03
PUS 2 0.06
FLUIDE BILIAIRE 1 0.03
FAECES+URINE 1 0.03
FLUIDE MIXTE 1 0.03
FLUIDE PERITONEAL 1 0.03
AUTRES 32 1.3
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3.1.2. DISTRIBUTION DES SEROVARS

La table 4 présente les fréquences absolues et relatives de
tous les 198 sérovars identifiés en 2019. La fréquence
relative des 15 principaux sérotypes de Salmonella est
illustrée dans la figure 5, en comparaison avec les quatre
rapports précédent.

OTHER
PARATYPHI B
STANLEY
HADAR
MUENCHEN
LIVINGSTONE
TYPHI

DUBLIN
NEWPORT
KENTUCKY
DERBY
CHESTER
INFANTIS
ENTERITIDIS
MONOPHASIC TM
TYPHIMURIUM

@ 2019
2018
2017

02016

L”LULULLILULI.ILUL-IJLI"IJUI.IU\|-|

I

Figure 5. Pourcentage de fréquence relative des 15 principaux
sérotypes de Salmonella en 2019 par rapport a 2016-2018.

L'année derniere, la majorité des souches (55.6%)
appartenaient encore au sérogroupe O:4 (B), la grande
majorité d'entre elles étant identifiées comme étant S.
enterica sérovar Typhimurium (47.8%). La proportion de S.
enterica sérovar Typhimurium a diminué par rapport au
2018, mais cela est uniquement di a un seul foyer dans le
sud de la Flandre occidentale (Figure 3). Aprés la forte
diminution de la prévalence de S. enterica sérovar Enteritidis
(0:9) entre 2004 et 2005, la prévalence de ce sérotype
continue de fluctuer autour de 20% aujourd'hui (Figure 5). A
titre de comparaison, en 2005-2006, le CNR a enregistré
28.3% des cas de S. enterica sérovar Enteritidis.

Dans le groupe des sérotypes moins courants, une
prévalence stable a été notée pour les sérotypes Infantis
(O:7, 2.3%), Derby (O:4, 1.7%), Chester (O:4, 1.4%) et
Dublin (0:9, 0.8%). Par rapport a 2018, le nombre absolu de
S. Livingstone (N=27 par rapport a N=15), S. Poona (N=11
par rapport a N=5) et S. Muenchen (N=26 par rapport a N=7)
a fortement augmenté en 2019. Par contre, et le nombre de
Newport (N=20 contre N=34) en S. Kentucky (N=26 contre
N=38) a diminué. Les augmentations de Poona et
Muenchen etaient partiellement liées aux alertes
internationales (Section 3.1.3.2).

Les souches typhoides représentaient un total de 1.72% de
toutes les souches analysées par le CNR, réparties entre
Typhi (1.22%), Paratyphi A (0.42%) et Paratyphi B (0.08%).

L'année derniére, 14 (0.44%) des souches envoyées
n'étaient pas des Salmonella spp. Cela a été décidé sur la
base de réactions biochimiques (Kligler-Hajna, uréase), de
I'absence d'agglutination dans le sérotypage avec le sérum
omnivalent et/ou du résultat du génosérotypage de Luminex.
Aprés controle par MALDI-TOF, la majorité ont été
identifiées comme étant une autre Enterobacteriacae (E. coli
ou Citrobacter spp.).

Enfin, 0,7% des souches envoyées ont été identifiées
comme étant Salmonella, mais classées comme non
typables. Aucun sérotype n'a pu étre détecté dans ces
souches par auto-agglutination des sérums.

Table 4. Sérovars identifiés en 2018.

_________on |

SEROVAR | N %

PARATYPHIA | 11  0.42
SEROVAR N %

TYPHIMURIUM = 557  21.27

MONOPHASIC TM 4,5,12:1:- 676  25.81

DERBY = 45 = 172

CHESTER = 36 137

PARATYPHI B VAR. L(+) TARTRATE+ 23 0.88

STANLEY 20  0.76

AGONA 14 | 053

BRANDENBURG = 8 0.31

SAINTPAUL | 8 0.31

BREDENEY = 7 0.27

INDIANA | 7 0.27

HAIFA 4 0.15

READING 4 0.15

STANLEYVILLE 4 0.15

SCHWARZENGRUND = 4 0.15

ABONY = 4 0.15

HEIDELBERG | 3 0.15

PARATYPHIB = 2 0.08

COELN | 2 0.08

BOCHUM & 1 0.04

ESSEN = 1 0.04

ABORTUSEQUI = 1 0.04

HESSAREK | 1 0.04

SHUBRA = 1 0.04

KINGSTON | 1 0.04

AGAMA 1 0.04

WAGENIA | 1 0.04

NEUMUENSTER | 1 0.04

HATO | 1 0.04

SANDIEGO | 1 0.04

DUISBURG = 1 0.04

KAAPSTAD | 1 0.04

SUBSPI[14::1.7] 6 0.23

SUBSPI[14.5::1.2] 5 0.19

SUBSPI[14:-:1.2] | 2 0.08
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SUBSPI [14.5:b:-] | 2 0.08
SUBSPI [l 4:-] = 2 0.08
SUBSPI[14.5:-] | 1 0.04
SUBSPI[14.5:r-] 1 0.04
SUBSPI [ 4:Lv-] | 1 0.04
SUBSPI [ 4:b:-] | 1 0.04

SEROVAR N %
INFANTIS 60 2.29

LIVINGSTONE =~ 27  1.03

BRAENDERUP = 16  0.61

VIRCHOW 14 | 0.53

ORANIENBURG = 14  0.53

MONTEVIDEO = 8 0.31
RISSEN =8 0.31
THOMPSON | 7 0.27
TENNESSEE | 6 0.23
MIKAWASIMA = 6 0.23
POTSDAM | 4 0.15
BAREILLY | 4 0.15
MBANDAKA | 3 0.11
OHIO & 2 0.08
IRUMU | 2 0.08
osLo 2 0.08
LAROCHELLE | 1 0.04
AMERSFOORT | 1 0.04
COLORADO =1 0.04
GATOW | 1 0.04
STRATHCONA | 1 0.04
ISANGI 1 0.04
HARTFORD = 1 0.04
KAMBOLE = 1 0.04
LANGEVELD = 1 0.04
SUBSPI[I 7:-+] = 2 0.08
SUBSPI[16,7:y:-] = 3 0.12
SUBSPI [l 7:210:-] | 1 0.04
SUBSPI[1 7-:1,5] 1 0.04
SEROVAR N %

MUENCHEN 26 0.99
KENTUCKY 26 0.99

HADAR 21 0.80

NEWPORT 19 0.73
BOVISMORBIFICANS 12 0.46

CORVALLIS 10 0.38
GOLDCOAST 8 0.31
MANHATTAN 5 0.19
KOTTBUS 5 0.19
LITCHFIELD 4 0.15
STOURBRIDGE 2 0.08
ALBANY 2 0.08
DABOU 2 0.08
VIRGINIA 2 0.08
FILLMORE 1 0.04
LABADI 1 0.04

BARDO | 1 0.04
BELEM = 1 0.04
ALTONA = 1 0.04
EMEK | 1 0.04
PHALIRON @ 1 0.04
GLOSTRUP | 1 0.04
HERSTON | 1 0.04
SUBSPI[18,20:i-] | 1 0.04
SUBSPI [16,8:-:Lw] | 1 0.04
SUBSPI[16,8:-:1,2] | 1 0.04
SUBSPI[18.20:-:1.5] | 1 0.04
SUBSPI[18.20:--] | 1 0.04
. o09(py |
|
SEROVAR N %

ENTERITIDIS | 550 21.00
TYPHI 32 1.22
DUBLIN 22 0.84

DURBAN | 6 0.23
NAPOLI | 4 0.15

BERTA | 3 0.11

LOME = 3 0.11

KAPEMBA = 2 0.08
EASTBOURNE | 2 0.08
PANAMA = 2 0.08

MIAMI | 1 0.04

JAMAICA = 1 0.04

JAVIANA 1 0.04

SUBSPI[1 9] | 2 0.08
SUBSPI[19:-:1,5] | 1 0.04
SUBSPI[I9:v:-] | 1 0.04
SUBSPII [l 9:l,w:enx] = 1 0.04
SUBSPII [l 9:--] = 1 0.04

SEROVAR N %
SUBSPI[19,46:c:-] | 1 0.04
SEROVAR N %
GIVE 9 0.34
UGANDA 6 0.23
WELTEVREDEN = 5 0.19
ANATUM = 4 0.15
LONDON = 3 0.11
MUENSTER | 2 0.08
NYBORG = 2 0.08
LANDWASSER | 1 0.04
ELISABETHVILLE = 1 0.04
TRURO = 1 0.04
SUBSPI [13,10:-:1,7] | 2 0.08
SUBSPI[13,10:hv:-] 1 0.04
SUBSPI [13,10:e,h:-] = 1 0.04
SUBSPI[13.10:-: 1.6] 1 0.04
SUBSPI [13,10:-:1,5] | 1 0.04
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0:1,3,19 (E4)

SEROVAR N %
SENFTENBERG = 11 | 0.42

SEROVAR N %
KISARAWE | 1 0.04
MARSEILLE = 1 0.04
ABERDEEN = 1 0.04
ATl 1 0.04
SUBSPI [l 11:-:e,nx] | 1 0.04

|

SEROVAR N %
POONA 11 0.42
IDIKAN 5 0.19
HAVANA 4 0.15
DURHAM 3 0.11
TELELKEBIR 3 0.11
AGBENI 3 0.11
AJIOBO 3 0.11
OKATIE 2 0.08
GRUMPENSIS 1 0.04
KEDOUGOU 1 0.04
ADJAME 1 0.04
SUBSPI [1 13,23:i:-] 1 0.04
SUBSPI [l 13,22:-:-] 1 0.04
SUBSPII [I1 13.23: d: enx] 1 0,04
Subspllila [llla 13,23:24,z23] 1 0.04

|

SEROVAR N %
FLORIDA = 1 0.04
FINKENWERDER = 1 0.04

SEROVAR N %
HULL | 2 0.08
HVITTINGFOSS | 1 0.04
GAMINARA = 1 0.04
HITHERGREEN = 1 0.04
SUBSPI[I16:i:-] | 1 0.04

0:17 (J)

SEROVAR N %
CARMEL = 2 0.08
JANGWANI | 1 0.04

|

SEROVAR N %

CERRO 1 0.04
0:21 (L)

SEROVAR N %
MINNESOTA 1 0.04
Subsplilb [Illb 21:,v:z] | 1 0,04

SEROVAR N %
VITKIN 2 0.08
COTHAM 1 0.04
UMBILO 1 0.04
HALLE 1 0.04

SEROVAR N %
SOERENGA 1 0.04
STONEFERRY 1 0.04

|

SEROVAR N %
EBRIE = 2 0.08
ANECHO = 1 0.04
0:38 (P)
SEROVAR N %
Subsplilb [Ilb 38:253:] = 1 0.04
0:40 (R)
SEROVAR N %

|

SEROVAR N %
WAYCROSS 1 0.04
Subspllla [llla 41:24,223] 1 0.04
0:42 (T)
SEROVAR N %
SUBSPII [I1 42:b:e,n,x,z15] 1 0.04
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|

SEROVAR N %
KINGABWA 1 0.04
AHUZA 1 0.04
0:44 (V)

SEROVAR N %
KUA 2 0.08
CHRISTIANSBORG 1 0,04

SEROVAR N %
SubsplV [IV 45:9,2z51:-] 1 0,04

0:47

SEROVAR N %

SUBSPI[147:d:-] 1 0.04
0:48 (Y)

SEROVAR N %
TOUCRA 1 0.04
Subspllib [Illb 48:k:235] 1 0.04
SUBSPII [1147: d: -] 1 0.04
SubsplV [IV 48: z29] 1 0.04

SEROVAR N %
Subsplilb [1llb 50:1,v:z35] 1 0,04
Subsplilb [lllb 50:k:z] 1 0,04

SEROVAR N %
SUBSPII [Il 53:d:-] 1 0,04

|

SEROVAR N %
Subspllib [Illb 61:i:753] 1 0.04
Subspllib [Illb 61:-:1,5,7] 1 0.04

SEROVAR N %
Subsplilb [lllb 65: k: z] 1 0,04

NOT TYPABLE

N %
NOT TYPABLE 20 0.76

3.1.3. REPARTITION GEOGRAPHIQUE ET EPIDEMIE

La figure 6 présente un apercu de la répartition
géographique des salmonelloses humaines. En 2019, pour
tous les sérotypes confondus, le taux d'incidence moyen
était de 27.3 cas pour 100 000 habitants.

— /
BN 3743 Incidence [Cases / 1ES inhabitants] (-

Figure 6. 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 2019.Source:
https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx.

s / 165 inhabitants / SEMIMONTH]

[Cas

From 2019-11-16 To 2019-1130
Maximum - -~~~ 3td quantile Median

' ' ' B |
Fab1g May19 Sop19 Dectg

Figure 7. Courbe épidémiologique de |'apparition de S.enterica,
affichée par nombre de notifications quotidiennes, Novembre
2019.
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En 2019, une seule épidémie majeure a été diagnostiquée,
a savoir une infection & S.enterica serovar Enteritidis dans
une école hoteliere a Bruges en septembre 2019 (figure 7).
Cela a conduit a un pic des taux d'incidence dans cette
région. Cette épidémie a été causée par une souche avec
un profil MLVA rare, a savoir 3-12-5-5-1. La cause de
I'épidémie pourrait étre attribuée a la sauce tartare faite
maison en utilisant des ceufs contaminés. Une analyse en
arriére étendu et un séquencage complet du génome ont
confirmé qu'une entreprise espagnole d'ceufs en était la
source.

Les Pays-Bas ont signalé, fin ao(t, une flambée de S.
enterica serovar Muenchen (UI-591) pour laquelle aucun
lien géographique ni aucun lien avec la nourriture ou les
voyages ne pouvait étre établi. Une comparaison WGS a
montré un lien entre 9 isolats néerlandais et 10 isolats
belges. Cependant, aucun lien n'a pu étre établi avec des
souches isolées de graines de sésame lors d'une alerte
alimentaire paralléle lancée par la Gréce.

La France a signalé, début 2019, une épidémie de
S.enterica serovar Poona (UI-537) chez les bébés et les
jeunes enfants liée a la consommation de lait en poudre. Par
analyse WGS, un cas belge chez un bébé de moins d'un an
pourrait également étre lié a cette épidémie.

La France a également signalé une enquéte sur une
épidémie du sérotype de S. enterica Stanley au cours de
I'été 2019 (UI-595). La encore, 8 cas belges pourraient étre
liés via I'analyse WGS, dont quatre personnes ont confirmé
avoir visité la France dans la semaine avant les premiers
symptomes. Aucune source de cette élévation n'a encore
été identifiée.

3.1.4. SALMONELLA SPP. INVASIVES

Bien que seulement 77 formulaires de demande aient été
qualifiés de "septicémie" en tant que pathologie, le CNR a
recu en 2019 un total de 108 souches de Salmonella isolées
a partir d'une hémoculture. La majorité de ces isolats
appartenaient aux sérovars Typhimurium, Enteritidis, Typhi
et Dublin (60% des cas) (table 5).

La majorité des sérotypes de la typhoide (Typhi, Paratyphi
A et B) ont été isolés a partir d'hémocultures. Parmi les
sérovars non typhoides, principalement S. Dublin (59.1%)
est associé a des infections invasives. Les sérovars les plus
répandus, tels que Enteritidis et Typhimurium, sont associés
a des infections invasives dans moins de 5% des cas.

Une observation frappante était de 6 isolats de S. Chester
isolés du sang. Ce sérotype a rarement été lié a des
infections invasives dans le passé.

Table 5. Bactériémies liées a Salmonella, 2019. Le nombre absolu
d'isolats par sérotype et la fraction du nombre de bactéries pour
les différents sérotypes sont indiqués.

SEROTYPE
Nsang Ntot %
TYPHI 22 32 68.8
ENTERITIDIS 15 550 2.7
DUBLIN 13 22 59.1
TYPHIMURIUM 13 557 2.3
PARATYPHI A 9 11 81.8
CHESTER 6 36 16.7
MONOPHASIC TM 3 676 0.4
ORANIENBURG 3 12 25.0
VIRCHOW 3 14 21.4
KENTUCKY 2 26 7.7
SENFTENBERG 2 11 18.2
SUBSPI [1 9:-:-] 2 2 100.0
LONDON 1 33.3
MUENCHEN 1 26 3.8
OKATIE 1 2 50.0
PARATYPHI B 1 2 50.0
DURBAN 1 6 16.7
EBRIE 1 2 50.0
BRANDENBURG 1 8 12.5
PHALIRON 1 1 100.0
POONA 1 12 8.3
POTSDAM 1 4 25.0
STANLEY 1 22 4.5
TELELKEBIR 1 4 25.0

3.1.5. INFECTIONS LIEES AU VOYAGE

En 2019, 5.2% du nombre d'infections & Salmonella étaient
liés & un récent séjour a I'étranger, ce qui représente une
Iégére augmention par rapport a 2018 (3.6%). Au total, 138
souches provenaient de 41 pays différents, la grande
majorité étant des cas individuels (table 6).

Comme prévu, la moité (49%) des souches de typhoide
étaient liées a des voyages et provenaient I'année derniére
principalement d'Inde et de Pakistan.

En 2019, le CNR a constaté une diminution du nombre de
salmonelloses a Chester en provenance du Maroc (N = 2).
Ce sérotype est signalé chaque année depuis 2014 et a fait
I'objet d'une étude de surveillance paneuropéenne en 2014-
2015. En revanche, on a noté une augmentation de S.
Enteritidis en provenance de Turquie (N = 14) et d'Egypte (N
=8).

Table 6. Souches de Salmonella liées & un récent séjour a
I'étranger, 2019.

AFRICA
Serovar N
Marocco TYPHIMURIUM 2
ENTERITIDIS 2
CHESTER 2
KENTUCKY 2
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Senegal

Gambia
Algeria

Congo
Tanzania
Egypt

Benin

Bhutan
Nigeria
Tunisia

Ethiopia
Guadeloupe
Mozambique
Guinea

Cote d'lvoire
Cameroon

ASIA
Pakistan

India

Thailand

Indonesia
China
Iraq
Vietnam

Bangladesh

EUROPE
Turkey

READING
BREDENEY
Subspllib [Ilib 61:-:1,5,7]
MIKAWASIMA
ABONY
MONOPHASIC TM
CHESTER
TYPHIMURIUM
POONA
TELELKEBIR
PARATYPHI A
SUBSPI [1 3.19: - 1.5]
ENTERITIDIS
TYPHIMURIUM
KENTUCKY
ENTERITIDIS
ENTERITIDIS
FILLMORE

LABADI

TYPHI

AGONA

DURHAM
TYPHIMURIUM
ENTERITIDIS
SUBSPI [1 4:-:1,7]
LIVINGSTONE
COELN
MONOPHASIC TM
DURBAN
CORVALLIS
ENTERITIDIS
DUBLIN
ENTERITIDIS
KENTUCKY
TYPHIMURIUM
SUBSPI [1 9:-+-]

TYPHI
PARATYPHI A

HAIFA

SANDIEGO

TYPHI

PARATYPHI A
TYPHIMURIUM
SUBSPI [I 4:-:1,2]
ENTERITIDIS
VIRCHOW

SUBSPI [I 3,10:-:1,5]
LONDON

ENTERITIDIS
SEFTENBERG
PARATYPHI B VAR. L(+)
TARTRATE+
WELTEVREDEN

TYPHI

PARATYPHI A

ENTERITIDIS
MONOPHASIC TM

R R R RPRRRPRRPRRRPRRRPRRRPRRRRREPRRORRRPRRREPRREPRERNNRRRRERR

N R RPRRRRLRNRRLAEDMRLRRLNOD

[EEN
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VIRCHOW 1

Spain ENTERITIDIS 1

MONOPHASIC TM 1

BREDENEY 1

Bulgaria LONDON 1

Bosnia & Her. ENTERITIDIS 1

MONOPHASIC TM 3

France TYPHIMURIUM 1

Greece BOVISMORBIFICANS 1

GATOW 1

Portugal MONOPHASIC TM 1

TYPHIMURIUM 1

Italy MONOPHASIC TM 2

KAPEMBA 1

Netherlands BOVISMORBIFICANS 1

TYPHIMURIUM 1

Romania BREDENEY 1

Ukraine TYPHI 1
AMERICA

Cambodja PARATYPHI A 1

Colombia MUENSTER 1

Argentina PARATYPHI B 1

Canada TYPHIMURIUM 1

BRAENDERUP 1

Cuba ENTERITIDIS 2

SUBSP IV [IV 48: 229] 1

Chile PARATYPHI B 1

Peru INFANTIS 1

Mexico TYPHI 2

UGANDA 1

THOMPSON 1

MONOPHASIC TM 1

ENTERITIDIS 1

SUBSPI [I 7:-:1,5] 1

3.1.6. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

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

La surveillance annuelle de la résistance aux antimicrobiens
(AMR) chez Salmonella est donc nécessaire pour la santé
publigue. Jusqu'a récemment, la résistance était
principalement liée a un élément génétique chromosomique,
appelé Iflot génomique de Salmonella 1 (SGI-1). Cet
élément offre une penta-résistance [R-ACSSuT: résistance
a l'ampicilline, au chloramphénicol, a la streptomycine, aux
sulfamides et a la tétracycline], apparu en Angleterre et au
pays de Galles au début des années 1980 et était
principalement associé au type DT104 de S. enterica
sérovar Typhimurium. Dans les années 90, il était présent
dans le monde entier sous d'innombrables sérotypes, mais
depuis lors, il a diminué. En 2011, seulement 20% des
sérovars Typhimurium de S. enterica humains étaient de ce
type (CDC 2013). Les tendances mondiales plus récentes
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sont (i) la résistance croissante aux fluoroquinolones (FQ)
telle que la ciprofloxacine, (ii) une résistance émergente
sporadique aux céphalosporines a large spectre, et (i) une
résistance a la colistine liée aux plasmides, provoquée par
des variantes du géne mcr.

Depuis 2000, le CNR surveille systématiquement la
sensibilité aux antibiotiques de Salmonella. Une premiere
évaluation a été réalisée pour les années 2000 a 2002. Une
étude de suivi (2009-2013) a été publiée en 2015 dans
‘Antimicrobial Agents and Chemotherapy’.

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

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

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

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 N MDR Pan-S
(%) (%)

TYPHIMURIUM 427 18.0 12.2
ENTERITIDIS 254 8.3 37.4
INFANTIS 58 25.9 34.5
CHESTER 36 19.4 36.1
DERBY 33 0.0 57.6

TYPHI 31 22.6 19.4
KENTUCKY 26 76.9 7.7
LIVINSTONE 25 0.0 72.0
PARATYPHI B 25 4.0 44.0
DUBLIN 22 0.0 0.0
HADAR 20 0.0 0.0
STANLEY 20 15.0 75.0
NEWPORT 16 18.8 50.0
VIRCHOW 14 7.1 50.0
AGONA 14 7.1 64.3
PARATYPHI A 11 0.0 0.0
CORVALLIS 10 30.0 30.0
BRANDENBURG 8 37.5 50.0
SAINTPAUL 8 12.5 50.0
ANATUM 4 0.0 100.0
HEIDELBERG 3 0.0 66.7
BRAENDERUP 2 0.0 100.0

BOVISMORBIFICANS

SALMONELLA spp.

ORANIENBURG

MIKAWASIMA

SENFTENBERG

LONDON
POONA
POTSDAM

BRAENDERUP
TELELKEBIR

BREDENEY
COELN
DURBAN
EBRIE

HAIFA
FILLMORE
GATOW
GOLDCOAST
KAPEMBA
LABADI
MANHATTAN

MUENCHEN
OKATIE
PANAMA
PHALIRON
READING
RISSEN
SANDIEGO

THOMPSON
UGANDA
SUBSPI
SUBSPIV

P U R R RPRRPRRPRRRRRRRRRRRERRRERERRRERRNNNNNNN

1109

50.0

0.0

50.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

14.8

0.0
50.0
50.0

100.0
100.0
100.0
50.0
100.0
0.0
100.0
100.0
0.0
100.0
100.0
100.0
100.0
0.0
0.0
100.0
100.0
100.0
100.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100.0
100.0
100.0
100.0
100.0
29.1

Table 8. Non-sensibilité globale (%) de Salmonella spp. en
Belgique, période 2017-2019.

B-lactams

Protein
synthesis
inhibitors

Gyrase
inhibitors
Cell wall
inhibitor
Folate
Synthesis

Antibiotic

AMPICILLINE
CEFOTAXIME
CEFTAZIDIME
MEROPENEM
ERTAPENEM
CHLORAMPHENICOL
GENTAMICINE
TETRACYCLINE
TIGECYCLINE
AZYTHROMYCINE
CIPROFLOXACINE

COLISTINE

SULFA-

METHOXAZOLE
TRIMETHOPRIM

2017

52.1
1.7
1.0
0.0
0.0

16.5
33

45.3

314

4.3

47.4

21.2

2018

Les constatations suivantes ont été faites:

57.7
1.7
2.0
0.0
0.0

21.0
4.7

48.8

27.8

7.0

49.2

26.0

2019
44.5
1.7
1.8
0.0
0.0
13.2
3.0
39.7

27.7

14.3

40.1

17.4

18



1000

1200

800

1200

<1

<0.25

I I =
<32 64 128

<0.015 0.03 0.06

-
=
<

XNS

1000

i
'
'
'
'
'
'
i 500
'
'
'
'
'
'
'

-
4 8 16

Ampicillin (pg/ml)

2 >64

32
1200

1
'
'
'
'
'
'
1 600
'
'
1
'
'
'
'

05 1 2
Cefotaxime (ug/ml)

600

300

256

1
'
'
'
'
'
1
'
'
'
'

512 >1024

Sulphamethoxazole (ug/ml)

012 025 05 1 22
Ertapenem (pg/ml)
aQ o B A4 0 a0
2 5 282¢2 %

<0.25

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
1
1

1 2 4
Colistin (ug/ml)

-
>8

'
'
'
'
'
'
1
1
'
'
1
'
'
'
1

1 2 4 >8
Ceftazidime (ug/ml)

I I |
05 1 2 4 28

Tigecycline (ug/ml)

05 1

'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
1
'
'
'
+
2 16 >32

4 8

Trimethoprim (ug/ml)

AGONA
BRANDENB.
CHESTER
CORVALIIS
DERBY
DUBLIN
ENTERITIDIS
HADAR
INFANTIS
KENTUCKY
NEWPORT
LIVINSTONE
PARATYPHI A
PARATYPHI B
SAINTPAUL
STANLEY
TYPHI
TYPHIMURIUM

VIRCHOW

1000

500

1200

800

2 4 8

— | -
<8 16 32 64 >128 16 32 64
Chloramphenicol (ug/ml) Azythromycin (pg/ml)
, 800 '
! 1
! 1
! 1
1 |
]
1 400 H
! 1
! 1
! 1
1 ! I
— H —_— - —— -
<05 1 2 4 >8 2 4 8 16 32 >64
Gentamicin (pg/ml) Tetracycline (pg/ml)
I
'
'
'
'
'
'
'
'
I
i
I
'
] - - I _ -
<0015 003 006 012 025 05 1 2 4 8
Ciprofloxacin (ug/ml)
1200 '
]
'
]
]
|
600 B
]
]
]
i
o i

<003 006 012 025

Meropenem (ug/ml)

Les résistances les plus fréquentes sont celles contre
I'ampicilline (44.5%), les sulfonamides (40.1%) et la
tétracycline (39.7%), avec des différences importantes
entre les différents sérovars (Table 8, Figure 7).

05 1

La prévalence du phénotype R-ACSSuT chez S. enterica
sérovar Typhimurium a diminué de 23,9% en 2018 a
13.8% en 2019. Ce phénotype reste rare parmi les autres
sérovars (en moyenne 3.3%).

En 2019, 14.8% de tous les isolats belges de
Salmonella étaient de type MDR (Table 7). Le sérotype
le plus résistant (n>5) reste S. Kentucky, avec resp. 76.9%
d'isolats MDR. Outre le Kentucky, la résistance la plus
élevée a été mesurée avec le sérovar Infantis (26%) et les
sérovar invasif Typhi (23% de MDR). Pour le sérotype le
plus répandu, Typhimurium, la prévalence de MDR a
diminué de 30,8% a 18%.

Le nombre le plus élevé de résistances mesurées pour
une souche concernait 9/14 antibiotiques testés. Ce
niveau a été constaté chez des isolats de sérotype
Typhimurium (2), Infantis (2), Kentucky (1) en Potsdam (1).

Figure 7. Top. Distribution des valeurs de CMI de Salmonella spp.
pour les antibiotiques testés en 2019. Le point limite clinique est
indiqué par une ligne pointillée. A gauche. Carte thermique
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spécifique par sérovar pour la résistance aux antibiotiques (%). Voir
la table 2 pour la signification des abréviations.

Cefotaxime

Ciprofloxacin

Cotrimoxazole

——

Figure 8. Evolution de la résistance des Salmonella spp. humains
contre trois antibiotiques cliniquement importants, 2003-2019.
L'augmentation de la résistance a la Ciprofloxazine en 2017 peut
étre partiellement expliguée par le passage a une nouvelle
méthodologie pour les antibiogrammes, voir le texte pour plus
d'explications.

Contrairement a la résistance stable aux
cotrimoxazoles et aux céphalosporines d'importance
clinique, la résistance a la ciprofloxacine a atteint un
sommet de 31,4% en 2018 et de 27.5% en 2019 (Figure
8). Bien que cela semble spectaculaire par rapport a 2,4%
en 20186, il faut tenir compte du passage de la méthode de
mesure par diffusion sur disque aux tests MIC. Selon les
directives EUCAST applicables, le point limite clinique de
la ciprofloxacine est de 0,06 pug/ml, ce qui est bien inférieur
au diametre de disque de 19 mm utilisé en 2016. Une
interprétation plus correcte est que le groupe de
Salmonella spp. faiblement résistants a la
ciprofloxacine a considérablement augmenté. Avant
2017, cela était mesuré avec un disque de pefloxacine. En
2016, 16,7% des Salmonella spp. testés ont été identifié
comme faiblement résistants aux fluoroquinolones. En
utilisant la méthode de microdilution en bouillon, il a été
déterminé en 2019 que le groupe des Salmonella spp.
faiblement résistants (0,06 <MICcip<2 pg /ml) a atteint 25.1
% du total.

En 2019, le groupe des isolats complets de CIP-r a
diminué de 5,8% a 2.6% du nombre total de Salmonella
spp. testés. Il a été établi dans 5 sérovars différents, y
compris les types Agona, Typhi et Typhimurium. Le
pourcentage le plus élevé de Cip-r reste S. enterica
sérovar Kentucky (84.6% hautement résistant). La raison
de cette résistance totale est liée a une mutation
supplémentaire de la cible de I'antibiotique, a savoir Ser80
dans le ParC.

La résistance a la colistine ne fut testée qu'a partir de
2017, grace au passage a la microdilution en bouillon.
Comme le montre la figure 7, seuls les Serovars Dublin et
Enteritidis O:9, qui présentent une résistance inhérente
plus élevée a cet antibiotique, ont présenté une résistance
significative. Toutes les souches résistantes au COL
(CMI>2pg/ml) ont été testées pour la présence du géne
mcr-1-5 lié au plasmide, mais cela n'a été détecté dans
aucun isolat (0/78).

Depuis 2016, tous les isolats insensibles aux indicateurs
céphalosporine céfotaxime et ceftazidime ont été soumis
a un génotypage multiplex afin d'identifier les génes de

résistance aux BLSE (B-Lactamases a spectre étendu).
Ceci est important car ces B-lactames a large spectre sont
souvent utilisés dans le traitement d'infections, en
particulier chez les enfants ou I'utilisation de FQ doit étre
évitée.

En 2019, 17 isolats ont été identifiés avec une sensibilité
réduite aux céphalosporines (Figure 8), appartenant aux
sérovars Typhimurium (n=10), Typhi (n=3), Infantis (n=2),
Paratyphi B (n=1) et Chester (n=1). lls ont tous été soumis
a (i) une confirmation phénotypique a I'aide des inhibiteurs
de l'acide clavulanique (BLSE) et de la cloxacilline
(AmpC), et (ii) le génotypage développé. Cela a montré
que dans 7 cas, cette résistance était due a des genes
analogues a CTX-M-9/14. D’autres ESBL associées a
Salmonella spp en 2019 sont CTX-M-1/15 (n=6), CMY-2
(n=3) et SHV-2 (n=1).

Enfin, aucune résistance aux indicateurs
carbapénémases, meropenem et ertapenem n'a été
établie en 2019.

3.1.7. TYPAGE MLVA

En 2019, le profil MLVA a été déterminé pour un total de 550
souches isolées de S. enterica sérovar Enteritidis. 86 profils
MLVA différents ont été observés en 2019.

Les cing profils les plus fréquents sont:
= 2-10-7-3-2 (16,0%)*
»  3-12-5-5-1 (11,0%)
= 2-11-7-3-2 (9,1%)*
»  3-10-5-4-1 (7,5%)
= 2-12-7-3-2 (6,4%)*

* related profiles

Comme en 2016-2018, le profil le plus dominant 3-10-
5-4-1 pendant des années a été remarquablement
moins observé (7,5% par rapport a 26,0% en 2007-
2015). Le profil observé le plus souvent en 2018 (3-11-
5-4-1, 23,3%) était identifié que dans 4.0% des cas en
2019.

Le profil rare 2-9-7-3-2 lié¢ a I'épidémie d'ceufs polonais
en 2016 n’a été observé que 4 fois en 2019.

Le profil rare 3-12-5-5-1 était lié a I'épidémie majeure

dans une école hoteliére a Bruges en septembre 2019
(figure 7).
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Figure 9. Apercu des analyses MLVA pour S. enterica sérovar
Enteritidis (ci-dessus), S. enterica sérovar Typhimurium (milieu) et
monophasique S. enterica sérovar Typhimurium (ci-dessous).
Minimal Spanning Tree (MST) des différents profils entre 2013 et
2018.

En 2019, le profil MLVA a été déterminé pour un total de
1230 souches isolées de S. enterica sérovar Typhimurium.
343 profils MLVA différents ont été observés.

Le profil MLVA rare, 3-12-5-NA-0311 était le profil le plus
dominant en 2019 (9.7%), principalement rapporté en
Novembre/Decembre. Un autre profil rare 4-13-11-NA-211
est également entré dans le top 5 avec 3,2% des
observations principalement en aolt/septembre. Les deux
augmentations significatives ont été réparties sur I'ensemble
du territoire et aucune source n'a pu étre trouvée

. En outre, le top 5 est resté pratiquement inchangé par
rapport aux années précédentes:

o 3-12-5-NA-0311 (9,7%)

o  3-12-9-NA-0211 (4,6%)
o 3-13-12-NA-0211 (3,9%)
o 3-13-10-NA-0211 (3.6%)
o  4-13-11-NA-0211 (3,2%)
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SHIGELLA SURVEILLANCE

3.2 SHIGELLA Spp.

3.2.1 COLLECTION DE SOUCHES: NOMBRE &
ORIGINE

3.2.1.1 NOMBRE DE SOUCHES STABLE

L'année derniére, le CNR a typé 530 isolats de Shigella pour
96 laboratoires. En 2019, le CNR a identifié 440 souches
cliniques de Shigella appartenant a 422 patients uniques, un
nombre quasi identique a 2018 (Figure 10). Comme le
montre la figure 10, il y a un pic annuel du nombre de
Shigelloses a 'automne avec 30 cas par semaine.
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Figure 10. Haute. Le nombre total de Shigella spp. confirmés
examinés au CNRSS, affichés par an pour la période 2006-2019.
Bas. Vue d'ensemble hebdomadaire des Shigelloses sur la période
2013-2019, avec un pic annuel a lautomne. Source:
https://www.wiv-isp.be/Epidemio/epistat/statistics.aspx.

Parmi toutes les 530 souches envoyées comme Shigella,
des réactions biochimiques et moléculaires (Kligler-Hajna,
uréase, MALDI-TOF, Luminexl) et/ou I'absence
d'agglutination dans le sérotypage ont montré que 16.9%
n'appartenaient pas a Shigella spp.. Une méthode
multiplex récemment mise au point (Section 4) a déterminé

que la grande majorité de ces souches étaient des souches
d'E. Coli non entéro-invasives.

3.2.1.2 REPARTITION EN FONCTION DES AGES ET
DU SEXE

Comme en 2018, la plus forte incidence de shigelloses a été
observée chez les hommes agés de 25 a 54 ans (Figure 11).
Chez les adultes comme chez les enfants, il y a clairement
plus de souches chez les hommes (ratio M/F de 1.31). Cet
écart est moins important que les années précédentes (1.57
en 2018).
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Figure 11. Pyramide des ages générée pour les infections
confirmées a Shigella, période 2019.

3.2.1.3 ECHANTILLONS

La majorité des souches de Shigella envoyées (97%) ont été
isolées a partir de feces. Les Shigella spp. isolées du pus ou
sang étaient tres exceptionnelles (<1%). La table 9 indique
I'origine des souches regues.

Table 9. Origines des isolats.

Specimen N %
FAECES 414 97.2
SANG 1 0.2
PUS 1 0.2
AUTRE/INCONNU 8 1.9

3.2.2. DISTRIBUTION DES SEROVARS

Comme illustré dans la figure 12, la distribution des
sérotypes de Shigella est particulierement stable en
Belgique depuis plus de deux décennies. En 2019, 76.5%
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des isolats étaient des S. sonnei, 20.4% des S. flexneri,
2.8% des S. boydii et 0.4% des S. dysenteriae. Ces
proportions ont a peine changé ces derniéres années. Par
rapport a 2017/2018, nous avons observé une augmentation
du sérotype S. flexneri 3a/b (4.9%, contre 2.7% en 2018 et
0.6% en 2017).

=S, dysenteriae
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Figure 12. Evolution du nombre absolu de souches de Shigella
unigues analysées au CNR, 1999-2019.

Table 10. Apercu des différents sérotypes
identifiés, période 2019.

Serotype N %
S. sonnei 326 76.5
S. flexneri 2a 32 7.5
3a 11 2.6
1b 11 2.6
3b 10 2.3
4 7 1.6
6 5 1.2
2b 4 0.9
UNK 2 0.5
la 2 0.5
X 1 0.2
y 1 0.2
4a 1 0.2
S. boydii 2 4 0.9
UNK 3 0.7
12 2 0.5
10 1 0.2
5 1 0.2
11 1 0.2
S. dysenteriae 7 2 0.5

3.2.3. REPARTITION GEOGRAPHIQUE

La figure 13 présente un apercu de la répartition
géographique des Shigelloses humaines. En 2019, la
majorité des souches (62.2%) provenaient de Flandre; les
patients wallons et bruxellois portaient respectivement
14.3% et 16.9% des souches.

Si nous examinons les arrondissements individuels (Figure
13), les incidences les plus importantes ont été mesurées a
Gand (8.7 cas/10%, Anvers (6.8 cas/10% et Bruxelles
(6.1/105).

7 Incidence [Cases / 1E5 inhabitants]

Figure 13. Incidence du nombre total d'infections humaines a
Shigella par arrondissement, sur la base du nombre de cas
confirmés par le CNRSS. Indiqué pour 100 000 habitants, période
2019.

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

En 2019, il y a eu une épidémie de S. Sonnei a Lovedegem.
Cela était lié a un camp
de scouts qui a eu lieu en
aolt dans la province de
Luxembourg. L'analyse
NGS de la souche isolée
a pu confirmer I'épidémie
et la relier a un deuxieme
camp infecté dans le
méme  environnement.
Aucune source
environnementale ou
alimentaire na été
trouvée.
Les analyses de
‘ regroupement suggerent
que la souche a été
. _ ‘ importée par une
ommmast. ol . personne répertoriée
aprés avoir voyagé en
Amérique centrale et transférée au deuxieme camp via une
transmission interhumaine aprés contact entre les deux
camps. Un rapport détaillé de cette épidémie est
actuellement proposé pour publication revue par des pairs.

From 20190801 To 2019.08-10
Masrur 08 quantie
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3.2.4. INFECTIONS LIEES AU VOYAGE

En 2019, 71 cas (16.8%) étaient liés a des voyages, avec
principalement des infections originaires d'Egypte (n=16) et
du Maroc (n=9). La table 11 présente un apercu de tous les

cas liés a un voyage.

Table 11. Souches de Shigella liées a un récent séjour a I'étranger,

2019.

Serotype N

Egypt S. boydii 12 1

S. flexneri 6 1

S. flexneri 3a 1

S. sonnei 13

Morocco S. flexneri 1b 2
S. flexneri 6 1

S. sonnei 5

S. boydii 2 1

India S. boydii 1

S. sonnei 3

S. flexneri 1b 1

S. flexneri 2a 2

Spain S. sonnei 1
France S. flexneri 3a 1

S. sonnei 2

Brazil S. sonnei 2
Turkey S. sonnei 2
Ethiopia S. boydii 5 1

S. sonnei 1

Guinea S. sonnei 2
Congo S. boydii 2 1

S. flexneri 2a 1

Myanmar S. sonnei 2
Togo S. sonnei 1
Sierra Leone S. sonnei 1
Uzbekistan S. flexneri 2a 1
Honduras S. sonnei 1
Tanzania S. sonnei 1
Dominican Republic S. dysenteriae 7 1
Colombia S. sonnei 1
Argentina S. sonnei 1
Portugal S. sonnei 1
United Kingdom S. sonnei 1
Benin S. boydii 1
Cape Verde S. boydii 11 1
Thailand S. flexneri 3b 1
Niger S. sonnei 1
Tunisia S. sonnei 1
Nigeria S. sonnei 1
Jordan S. flexneri 6 1
Pakistan S. sonnei 1
Cameroon S. boydii 1
Peru S. boydii 2 1

3.2.5. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

Le traitement de la shigellose consiste en une réhydratation
et un traitement antibiotique. Les antibiotiques assurent
généralement une guérison rapide sans séquelles. A
I'origine, un grand nombre d'antibiotiques pourraient étre
utilisés efficacement pour le traitement de la shigellose. En
pratique, toutefois, le spectre d'antibiotiques utilisables
diminue d'année en année en raison d'une augmentation de
la résistance aux antibiotiques. Les antibiotiques
tétracycline, ampicilline et co-trimoxazole qui ont été utilisés
comme premier choix dans les années 1990 ne sont plus
efficaces a I'heure actuelle.

Actuellement, les antibiotiques recommandés pour le
traitement de la shigellose sont similaires a ceux de la
salmonellose, a savoir la ciprofloxacine (500 mg), la
ceftriaxone (1g IV) ou l'azithromycine. Cependant, une
résistance croissante dans le monde entier a la
ciprofloxacine et a l'azithromycine a été rapportée
récemment, principalement chez S. sonnei et S. flexneri de
sérotype 3a, respectivement. En conséquence, une
surveillance constante de la résistance aux antibiotiques est
nécessaire au niveau national. Cette surveillance a été
effectuée occasionnellement dans le passé, mais depuis
2004, le CNRSS surveille in real time la sensibilité aux
antimicrobiens des souches isolées.

Depuis 2017, le CNR a adopté la méthode de microdilution
en bouillon avec les mémes plaques Sensititre ™ que celles
décrites pour Salmonella (tableau 2). Grace a cette
méthode, I'antibiogramme a été déterminé pour tous les
isolats uniques et confirmés de Shigella. Les tendances
générales sont représentées dans les figure 15 et table 12.
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Figure 15. Evolution de la résistance (%) de Shigella spp. contre
trois antibiotiques cliniquement importants, 2006-2019.

Apres un fort pic en 2018, le CNR a observé une diminution
de la résistance a I'azythromycine (23,6% avec CMI>8 mg/
L) et aux fluoroquinolones (23,9%, contre 41,5% en 2018).
Des études rétrospectives ont montré que ce pic de
résistances était lié a un grand nombre de souches
résistantes aux deux antibiotiques AZM/CIP apparentées
chez les hommes &agés de 25 a 54 ans. En 2019, 19,7% de
toutes les souches étaient trés résistantes (CMI=8
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pg/ml) a la ciprofloxacine. Une résistance élevée a la CIP
est principalement observée dans les sérotypes S. sonnei et
S. flexneri 2a et 3a/b (figure 16).

Cette tendance s'est également traduite par une baisse du
nombre de souches MDR, définies ici comme une
résistance a plus de 3 classes d'antibiotiques. Ce groupe est
passé de 52% en 2018 a 29,8% en 2019. Hormis la valeur
aberrante de 2018, le niveau de résistance continue
d'augmenter. Le nombre de souches MDR Shigella en 2016
n'était que de 13,1%.

Table 12. Résistance globale (%) de Shigella spp. en Belgique,
période 2017-2019.

Antibiotique 2017 2018 2019
B-lactams AMPICILLINE 48.3 64.0 52.5
CEFOTAXIME 10.9 12.1 13.8
CEFTAZIDIME 8.9 9.1 10.7
MEROPENEM 0.0 0.0 0.0
ERTAPENEM 0.0 0.0 0.0
Protein CHLORAM- 16.6 17.6 16.2
synthesis PHENICOL
inhibitors GENTAMICINE 2.7 7.4 1.0
TETRACYCLINE 73.6 84.5 75.9
TIGECYCLINE ND ND ND
AZYTHROMYCINE ND ND ND
Gyrase | CIPROFLOXACINE @ 28.6 41.5 23.9
inhibitors
Cell wall COLISTINE 0.8 1.4 0.0
inhibitor
Folate SULFA- = 68.9 80.7 73.7
Synthesis METHOXAZOLE
TRIMETHOPRIM | 90.7 90.3 90.5

ND, no clinical breakpoint defined

SONNEI BOYDII
2016 2017 2018 2019 2016 2017 2018 2019
35,7 - 43,5 10 50
133 17,4 11,1
10,6 X 12,9

16,7

FLEXNERI

2016 2017 2018 la/b 2a/b 3a/b

AZM 13,8 24,2 24,3 36,7

cp 7,7 36,3 27,1 32,2
coL TR
SMX 46,2 54,4
TMP 50,8

Figure 19. Carte thermique spécifique par sérovar (n>5) pour la
résistance aux antibiotiques (%). Les trois souches de dysenteries
en 2018 n'ont montré aucune résistance aux antibiotiques
cliniguement importants. Les cut-offs pour [lazithromycine et
tigecyline sont mis a 8 pg/ml and 1 pg/ml

En 2019, 56 (14%) des isolats ont été identifiés avec une
sensibilité réduite aux antibiotiques indicateurs que sont le
céfotaxime et/ou la ceftazidime, ce qui représente une
Iégére augmentation par rapport a 2018, mais une hausse
significative par rapport & la derniére décennie. A I'exception
de trois souches (S. flexneri 6 (n=1), S. flexneri y (n=1) en
S. dysenteriae 7 (n=1)), tous ces producteurs de ESBL
appartiennent au sérovar S. sonnei.

Dans 55/56 des cas, la présence de Shigella spp. produisant
'ESBL a été confirmée (Table 15). Des recherches
génétiques supplémentaires ont montré que le géne blactx-
m-15 était le plus répandu (70.9%). Autres génes BLSE
étaient le blactx-m-o14 (20%), blactx-m-3 (5.4%), blacTx-m-s/2s
(1.8%), et blapna-1 (1.8%).
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4. Research & Development (ENG)

4.1 PEER-REVIEWED PUBLICATIONS (2019)

DISSECTING THE MOLECULAR EVOLUTIO OF FLUOROQUINOLONE-RESISTANT SHIGELLA
SONNEI

Chung The et al., Nat Commun. 2019 Oct 23;10(1):4828. doi: 10.1038/s41467-019-12823-0.

ABSTRACT. Shigella sonnei increasingly dominates the international epidemiological landscape of shigellosis.
Treatment options for S. sonnei are dwindling due to resistance to several key antimicrobials, including the
fluoroquinolones. Here we analyse nearly 400 S. sonnei whole genome sequences from both endemic and non-
endemic regions to delineate the evolutionary history of the recently emergent fluoroquinolone-resistant S. sonnei.
We reaffirm that extant resistant organisms belong to a single clonal expansion event. Our results indicate that
sequential accumulation of defining mutations (gyrA-S83L, parC-S80I, and gyrA-D87G) led to the emergence of
the fluoroquinolone-resistant S. sonnei population around 2007 in South Asia. This clone was then transmitted
globally, resulting in establishments in Southeast Asia and Europe. Mutation analysis suggests that the clone
became dominant through enhanced adaptation to oxidative stress. Experimental evolution reveals that under
fluoroquinolone exposure in vitro, resistant S. sonnei develops further intolerance to the antimicrobial while the
susceptible counterpart fails to attain complete resistance.

SHIFTING NATIONAL SURVEILLANCE OF SHIGELLA INFECTIONS TOWARD GENO-
SEROTYPING BY THE DEVELOPMENT OF A TAILORED LUMINEX ASSAY AND NGS
WORKFLOW.

Ventola Eleonora et al., Microbiologyopen. 2019 Aug;8(8):e00807. doi: 10.1002/mbo03.807.

ABSTRACT. 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.

GLOBAL PHYLOGENOMICS OF MULTIDRUG-RESISTANT SALMONELLA ENTERICA
SEROTYPE KENTUCKY ST198.

Hawkey Jane et al., 2019 Jul;5(7). doi: 10.1099/mgen.0.000269.

ABSTRACT. Salmonella enterica serotype Kentucky can be a common causative agent of salmonellosis, usually
associated with consumption of contaminated poultry. Antimicrobial resistance (AMR) to multiple drugs, including
ciprofloxacin, is an emerging problem within this serotype. We used whole-genome sequencing (WGS) to



investigate the phylogenetic structure and AMR content of 121 S.enterica serotype Kentucky sequence type 198
solates from five continents. Population structure was inferred using phylogenomic analysis and whole genomes
were compared to investigate changes in gene content, with a focus on acquired AMR genes. Our analysis showed
that multidrug-resistant (MDR) S.enterica serotype Kentucky isolates belonged to a single lineage, which we
estimate emerged circa 1989 following the acquisition of the AMR-associated Salmonella genomic island (SGI) 1
(variant SGI1-K) conferring resistance to ampicillin, streptomycin, gentamicin, sulfamethoxazole and tetracycline.
Phylogeographical analysis indicates this clone emerged in Egypt before disseminating into Northern, Southern
and Western Africa, then to the Middle East, Asia and the European Union. The MDR clone has since accumulated
various substitution mutations in the quinolone-resistance-determining regions (QRDRs) of DNA gyrase (gyrA)
and DNA topoisomerase IV (parC), such that most strains carry three QRDR mutations which together confer
esistance to ciprofloxacin. The majority of AMR genes in the S. enterica serotype Kentucky genomes were carried
either on plasmids or SGI structures. Remarkably, each genome of the MDR clone carried a different SGI1-K
derivative structure; this variation could be attributed to 1S26-mediated insertions and deletions, which appear to
have hampered previous attempts to trace the clone's evolution using sub-WGS resolution approaches. Several
different AMR plasmids were also identified, encoding resistance to chloramphenicol, third-generation
cephalosporins, carbapenems and/or azithromycin. These results indicate that most MDR S. enterica serotype
Kentucky circulating globally result from the clonal expansion of a single lineage that acquired chromosomal AMR
genes 30 years ago, and has continued to diversify and accumulate additional resistances to last-line oral
antimicrobials.

AN INTERNATIONAL OUTBREAK OF SALMONELLA ENTERICA SEROTYPE ENTERITIDIS
LINKED TO EGGS FROM POLAND: A MICROBIOLOGICAL AND EPIDEMIOLOGICAL
STUDY.

Pijnacker R et al.. Lancet Infect Dis. 2019 Jul;19(7):778-786. doi: 10.1016/S1473-3099(19)30047-7.

ABSTRACT. Salmonella spp are a major cause of food-borne outbreaks in Europe. We investigated a large multi-
country outbreak of Salmonella enterica serotype Enteritidis in the EU and European Economic Area (EEA).

A confirmed case was defined as a laboratory-confirmed infection with the outbreak strains of S Enteritidis based
on whole-genome sequencing (WGS), occurring between May 1, 2015, and Oct 31, 2018. A probable case was
defined as laboratory-confirmed infection with S Enteritidis with the multiple-locus variable-number tandem repeat
analysis outbreak profile. Multi-country epidemiological, trace-back, trace-forward, and environmental
investigations were done. We did a case-control study including confirmed and probable cases and controls
randomly sampled from the population registry (frequency matched by age, sex, and postal code). Odds ratios
(ORs) for exposure rates between cases and controls were calculated with unmatched univariable and
multivariable logistic regression.

18 EU and EEA countries reported 838 confirmed and 371 probable cases. 509 (42%) cases were reported in
2016, after which the number of cases steadily increased. The case-control study results showed that cases more
often ate in food establishments than did controls (OR 3-4 [95% CI 1-6-7-3]), but no specific food item was
identified. Recipe-based food trace-back investigations among cases who ate in food establishments identified
eggs from Poland as the vehicle of infection in October, 2016. Phylogenetic analysis identified two strains of S
Enteritidis in human cases that were subsequently identified in salmonella-positive eggs and primary production
premises in Poland, confirming the source of the outbreak. After control measures were implemented, the number
of cases decreased, but increased again in March, 2017, and the increase continued into 2018.

This outbreak highlights the public health value of multi-country sharing of epidemiological, trace-back, and
microbiological data. The re-emergence of cases suggests that outbreak strains have continued to enter the food
chain, although changes in strain population dynamics and fewer cases indicate that control measures had some
effect. Routine use of WGS in salmonella surveillance and outbreak response promises to identify and stop
outbreaks in the future.

SUPPORTING EVIDENCE FOR A HUMAN RESERVOIR OF INVASIVE NON-TYPHOIDAL
SALMONELLA FROM HOUSEHOLD SAMPLES IN BURKINA FASO.

Post AS et al. PLoS Negl Trop Dis. 2019 Oct 14;13(10):e0007782. doi: 10.1371/journal.pntd.0007782.

Salmonella Typhimurium and Enteritidis are major causes of bloodstream infection in children in sub-Saharan
Africa. This study assessed evidence for their zoonotic versus human reservoir. Index patients were children with
blood culture confirmed Salmonella infection recruited during a microbiological surveillance study in Nanoro, rural
Burkina between May 2013 and August 2014. After consent, their households were visited. Stool from household
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members and livestock (pooled samples per species) as well as drinking water were cultured for Salmonella.
Isolates with identical serotype obtained from index patient and any household sample were defined as "paired
isolates" and assessed for genetic relatedness by multilocus variable number tandem-repeat analysis (MLVA) and
whole-genome sequencing (WGS).

Twenty-nine households were visited for 32/42 (76.2%) eligible index patients: two households comprised two
index patients each, and in a third household the index patient had a recurrent infection. Among the 32 index
patients, serotypes were Salmonella Typhimurium (n = 26), Salmonella Enteritidis (n = 5) and Salmonella
Freetown (n = 1). All Typhimurium isolates were sequence type (ST)313. Median delay between blood culture
sampling and household visits was 13 days (range 6-26). Salmonella was obtained from 16/186 (8.6%) livestock
samples (13 serotypes) and 18/290 (6.2%) household members (9 serotypes). None of the water samples yielded
Salmonella. Paired Salmonella Typhimurium isolates were obtained from three households representing four
index patients. MLVA types were identical in two pairs and similar in the third (consisting of two index patients and
one household member). WGS showed a strong genetic relatedness with 0 to 2 core genome SNPs difference
between pairs on a household level. Livestock samples did not yield any Salmonella Typhimurium or Salmonella
Enteritidis, and the latter was exclusively obtained from blood culture. Other serotypes shared by human and/or
livestock carriers in the same household were Salmonella Derby, Drac, Tennessee and Muenster.

The current study provides further evidence of a human reservoir for invasive non-Typhoidal Salmonella (iNTS) in
sub-Saharan Africa.

4.2 NOUVELLES PROCEDURES ACCREDITES (BELAC)

SOP 12/SA/26/E: Luminex genoserotyping of Salmonella
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