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Résumé

Les entérobactéries productrices de carbapénémase émergent actuellement au niveau mondial
et particulierement en Algérie. Les infections associées a cette résistance représentent
préjudices inquiétant pour la santé publique et posent des problemes majeurs de traitement du
fait d’un nombre limité d’alternatives thérapeutiques. L’objectif de notre étude est 1’analyse
des differents articles (15 articles) publiés entre 2016 au 2020, qui s’intéressent sur les
mécanismes et 1’épidémiologie de la résistance des entérobactéries aux carbapénémes en
Algérie. Dans ces études, les souches des entérobactéries sont isolées des prelévements
d’origine animale, alimentaire et d’environnement dans différentes régions d’Algérie. Les
méthodes 1’identification des isolats les plus utilisés dans ces articles est la technique
MALDI-TOF/MS. La sensibilité aux antimicrobiens a été évalué par méthode classique de
diffusion de disque sur gelose et le test Carba NP modifié. Les déterminants génétiques des
carbapénémases et de la p-lactamases a spectre étendu (BLSE) ont été étudiées par
amplification PCR et séquencage des genes associés. La parenté clonale des souches isolées a
été étudiée par méthode MLST (Multilocus Sequence Typing). Selon les résultats présentés
dans différents articles, les espéeces les plus prédominantes Escherichia coli et Klebsiella
pneumoniae, la majorité des isolats étaient multi-résistants (MDR) et portaient différents
génes de résistance aux carbapénemes particulierement OXA-48-like. L’émergence des
entérobactéries productrices de Carbapénemase constitue toujours un grave probléme de santé
publique ou I’environnement joue un réle dans la dissémination et la colonisation d'autres
hotes. Des stratégies nationales de lutte contre cette émergence de 1’antiboi-résistance doivent
étre installés, en collaboration entre pouvoir publique, professionnels de santé et méme

citoyens.

Mots clés : Entérobactéries, Carbapéneémases, BLSE, Algérie, antiboi-résistance, OXA-48-
like.



Abstract

Carbapenemase-producing enterobacteria are currently emerging worldwide and particularly
in Algeria. Infections associated with this resistance bacteria represent a major concern public
health and limit the therapeutic alternatives strategies. The objective of this study is to analyze
different reports (15 articles) published between 2016 to 2020, focused on the epidemiology
and mechanisms of carbapenemases producing enterobacteria in different regions of Algeria.
In these studies, enterobacterial strains are isolated from animal, food and environmental
samples. The identification of species was based on classical microbiology methods and
MALDI-TOF MS technique. Antimicrobial susceptibility was evaluated using the
conventional agar disk diffusion method and the modified Carba NP test. The genetic
determinants of carbapenemases and extended spectrum p-lactamase (ESBL) have been
investigated by PCR and sequencing of associated genes using MLST (Multilocus Sequence
Typing) method. According to the results presented in different articles, Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae species were mostly isolated, the majority of isolates were
multiresistant (MDR) and carried different carbapenem resistance genes especially OXA-48-
like. The emergence of carbapenemases producing enterobacteria continues to be a serious
public health issue, in which the environment plays a role in the dissemination and
colonization to other hosts.

National strategies to combat the emerging of antibiotic resistance must be established, in

collaboration between public authorities, health professionals and even citizens.

Keywords: Enterobacteriaceae, Carbapenemases, ESBL, Algeria, antibiotic resistance, OXA-
48-like.
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Introduction

Introduction

Les entérobactéries sont responsables d'infections chez I'nhomme et les animaux. La
pathogénicité de ces bactéries est liée a leur arsenal de facteurs de virulence et leur capacité a
résister aux antibiotiques. L'émergence de la résistance antimicrobienne chez les
entérobactéries est devenue une préoccupation importante pour la santé publique a échelle
mondiale (Banjo et al., 2020).

Les B-lactamines sont une famille d’antibiotiques que ce soit en médecine humaine ou
chez les animaux. Néanmoins, suit a I’'usage courant, une résistance peuvent étre induit chez
les entérobactéries en produisant des p-lactamases dirigées contre ces antibiotiques
(Caltagirone et al., 2017). Parmi ces PB-lactamases, les béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) comptent parmi les mécanismes de résistance les plus répandus (Teklu et al., 2019).

les BLSE sont des enzymes qui conférent une résistance aux pénicillines, aux
céphalosporines de premiere, deuxieme, troisieme et quatriéme génération, et le monobactame
(Rahman et al., 2018). La plupart d'entre elles ont été développées par des mutations
spontanées de B-lactamases a spectre réduit (Reinthaler et al., 2010). De plus, les BLSE sont
codées par des génes appartenant principalement a trois groupes appelés blaCTX-M, blaTEM
et blaSHV (Hamad and Mustafa, 2019). Ces genes sont principalement portés sur des
plasmides conjugatifs, facilitant le transfert horizontal de genes entre groupes bactériens
(Jesumirhewe et al., 2020). D'autres types de BLSE moins étudiés ont également été
découverts, notamment I'OXA (oxacillinases), la VEB (B-lactamase vietnamienne a spectre
étendu), la PER (Pseudomonas étendu-résistant) et la GES (B-lactamase guyanaise a spectre
étendu) (Amirkamali et al., 2017).

Les antibiotiques carbapénemes sont généralement considérés comme le groupe
d'agents antimicrobiens le plus puissant avec une efficacité prouvée dans le traitement des
patients atteints d'infections bactériennes graves, y compris celles causées par des
entérobactéries productrices de b-lactamase a spectre étendu (BLSE) et d'’AmpC plasmidique
(pPAmpC) (lovleva and Doi, 2017). L'émergence des bactéries resistantes aux carbapénemes
est considérée actuellement comme l'un des problémes urgents de santé publique, car les
carbapénémes sont souvent utilisés en dernier recours pour traiter les infections bactériennes a
Gram négatif (Kelly et al., 2017). La résistance aux carbapénémes est principalement due a la

production de carbapenémases.

De nos jours, les souches d'entérobactéries productrices de carbapénémases (EPC)
sont divisées en trois classes selon la classification d’Ambler : (1) les B-lactamases de classe

Page | 2



Introduction

A, qui sont inhibées par I'acide clavulanique ou I'acide boronique ; (2) métallo-B-lactamases
de classe B hydrolysant toutes les B-lactamines sauf I'aztréonam et inhibé par des agents
chélatants tels que I'acide éthylene diamine tétra acétique; et (3) les p-lactamases de classe D
(oxacillinases), y compris les enzymes de type OXA-48 hydrolysant les carbapénemes, mais
n'hydrolysant que faiblement (ou pas) la céphalosporine et non inhibées par les inhibiteurs
classiques (Nordmann et al., 2012a).

Ces carbapénemases ont été decrites dans le monde entier, certaines d'entre elles sont
géneralement associées a des régions ou des pays spécifiques Les carbapénémases de type
OXA-48 ont été détectées pour la premiere fois chez K. pneumoniae en Turquie en 2001
(Mairi et al., 2018). Depuis lors, ces enzymes ont été fréquemment signalées dans plusieurs
pays, notamment en Afrique du Nord (Nordmann et al., 2012a).

En Algérie, durant la derniére décennie, différentes études ont focalisées sur cette
thématique des entérobactéries productrices des carbapénemases, de ce fait des travaux
réalisés dans plusieurs régions de pays ont mis 1’accent sur 1’émergence de ce type de
résistance chez des souches de différentes origines (infections humaines, portage chez les
animaux, et aussi dans les aliments et I’environnement). Dans ce contexte que s’inscrit notre
¢tude en contribuant a regrouper et actualiser les données épidémiologiques d’entérobactéries
productrices des carbapénemases. Dans cette synthese de méta analyse (mini-review), un
nombre assez important des articles publiés en Algérie sur cette problématique ont été

consultés, analysés et discutés sous forme d’une collection récapitulative.
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Synthése bibliographique

1. Définition

La famille des entérobactéries est la collection la plus vaste et la plus hétérogéne de
batonnets gram negatif. Plus de 50 genres et des centaines d'especes et de sous-especes ont été
décrits Ces genres ont éteé classés en fonction des propriétés biochimiques, de la structure
antigénique et de l'analyse moléculaire de leurs génomes par séquencage des genes et de la
composition des protéines par spectrométrie de masse (tableau 1).

Les Entérobactéries se développent rapidement sous conditions aérobies ou anaérobies et
sont métaboliquement actifs. Les entérobactéries sont ubiquistes dans la nature, certaines especes
peuvent vivre librement dans diverses niches écologiques, a la fois terrestres et aquatiques, et de
nombreuses espéces vivent dans l'intestin des humains et des animaux, y compris les insectes, ou
elles peuvent provoquer des maladies entériques ou rester a 1’état commensal, seul un petit
groupe d'espéces est considéré comme pathogene strict (Morales-Lopez et al., 2019; Octavia and
Lan, 2014).

Malgre la complexité de cette famille, la plupart des infections humaines sont causées par
un nombre réduit de genres et d'espéces (Pfaller, 2015). Les especes pathogenes de cette famille
sont la cause la plus fréquente d'infections des voies urinaires (IVU), et un nombre limité
d'espéces sont également des agents étiologiques importants de la diarrhée (Ryan and Ray,
2014).

2. Taxonomie, historique et actuelle

En 2014, il y avait , 51 genres au sein de la famille Enterobacteriaceae, qui sont
Arsenophonus, Biostraticola, Brenneria, Buchnera, Budvicia, Buttiauxella, Cedecea,
Citrobacter, Cosenzaea, Cronobacter, Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Ewingella, Gibbsiella, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella,
Lonsdalea, Mangrovibacter, Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pantoea,
Pectobacterium, Phaseolibacter, Photorhabdus, Plesiomonas, Pragia, Proteus, Providencia,
Rahnella, Raoultella, Saccharobacter, Salmonella, Samsonia, Serratia, Shigella, Shimwellia,
Sodalis, Tatumella, Thorsellia, Trabulsiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus, Yersinia et
Yokenella (Octavia and Lan, 2014).
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10 nouveaux genres ont vient s'ajouter a cette famille depuis la troisieme édition de livre
The Prokaryotes en 2006, et quatre nouveaux genres ont été crées a la suite de I'isolement de
nouveaux organismes, Thorsellia en 2006 (K&ampfer et al., 2006), Biostraticola en 2008 (Verbarg
et al., 2008), Gibbsiella en 2010 (Brady et al., 2010), et Mangrovibacter en 2010 (Rameshkumar
etal., 2010).

Six nouveaux genres ont été créeés par reclassement : Cosenzaea par transfert de Proteus
myxofaciens (Giammanco et al., 2011), Cronobacter par transfert d'Enterobacter sakazakii
(Iversen et al., 2008; Iversen et al., 2007), Dickeya par transfert de Pectobacterium chrysanthemi
et Brenneria paradisiaca (Condemine and Derout, 2021), Phaseolibacter par transfert du famille
Pseudomonas (Halpern et al., 2013), Plesiomonas par transfert de la famille Vibrionaceae,
Shimwellia par transfert d'Escherichia blattae et Obesumbacterium proteus biogroup2 (Priest
and Barker, 2009), et Lonsdalea par transfert de Brenneria quercina (Brady et al., 2017). Un
genre a été perdu mais le nom existe toujours : Calymmatobacterium avait une espece C.
granulomatis, qui est maintenant reclassée comme Klebsiella granulomatis (Carter et al., 1999).
Un autre genre, Levinea, ne figure plus depuis 1991. Levinea avait deux espéces, L. amalonatica
et L. malonatica, qui ont été reclassé en Citrobacter amalonaticus et C. koseri en 1982 et 1990,
respectivement. Le nombre d'espéces par genre varie de 1 a 22. Vingt-deux genres contiennent
une seule espece, tandis que sept genres comptent plus de dix especes. Xenorhabdus a le grand
nombre d’espéce (Auch et al., 2010).

3. Caractéristiques bactériologiques

3.1. Caractéristiques phénotypiques de la famille

Il n’y a que quelques caractéristiques de la famille qui la différencient d’autres familles
étroitement liées telles que les Vibrionaceae : le glucose est fermenté, le cytochrome oxydase est
négatif et le nitrate est réduit en nitrite. Cependant, il y a aussi des exceptions. Le transfert de
Plesiomonas dans cette famille ajoute une exception au phénotype commun d’oxydase négative,
car Plesiomonas est oxydase positive (Octavia and Lan, 2014).

Les endosymbionts n’ont pas beaucoup de caractéristiques de la famille en raison de la
réduction substantielle du génome (Akman et al., 2002; Burke and Moran, 2011; Shigenobu et
al., 2000; Toh et al., 2006). Les caractéristiques phénotypiques de chaque genre seront discutées

séparément dans les sections de genre respectives ci-dessous. Notez que les proprietes
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communes partagées par la plupart des genres de la famille ne sont pas reformulées dans la
description du genre, y compris étre bacille Gram-négatif, aéro-anaérobie facultative, non
sporogéne, catalase positive, oxydase négative, et capable de réduction du nitrate, sauf si la
propriété est une exception pour le genre (Octavia and Lan, 2014).

3.2.Caractéristiques genomiques

Pour les entérobactéries 180 génomes complets couvrant 47 espéces et 21 genres ont été
séquencées montrant la diversité familiale, bien que de nombreux génomes proviennent de la
méme espéce avec la grande majorité des génomes d’Escherichia (en particulier E. coli),
Salmonella et Yersinia (en particulier Y. pestis). Les 21 genres couverts sont Buchnera,
Citrobacter, Cronobacter, Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia,
Klebsiella, Pantoea, Pectobacterium, Photorhabdus, Proteus, Providencia, Rahnella,
Salmonella, Serratia, Shigella, Sodalis, Wigglesworthia, Xenorhabdus, et Yersinia (Octavia and
Lan, 2014).

Le génome des entérobactéries comprend un seul chromosome et la taille du génome
varie énormément. Les especes non endosymbiotiques d’Entérobactéries ont un génome de plus
de 3 Mb avec une moyenne de 4,938,615 bp et le plus petit génome étant celui de Edwardsiella
tarda souche FL6-60 de 3,728,801 bp encodant 3,256 CDS. Les 52 génomes complets d’E. coli
se situaient en moyenne a 5 138 319 pb, allant de 4 557 041 a 5 855 531 pb. La teneur en G+C
des endosymbionts varie de 20 % a 29 %, ce qui difféere considérablement de celle des non
endosymbiotes, qui varie de 38,9 % a 59,7 %. S. glossinidius est & nouveau une exception avec
une teneur en G+C de 54,5%, typique des entérobactéries non endosymbiotiques. Sur les 180
génomes complets, 58% des souches séquencées portent un a six plasmides (Octavia and Lan,
2014).

3.3.Habitat

Les entérobactéries sont ubiquistes dans la nature. De nombreuses especes peuvent vivre
librement dans diverses niches écologiques, tant terrestres qu’aquatiques, et certaines sont
souvent associées a des animaux, des plantes ou des insectes. Ces microorganismes sont
généralement classés en trois catégories : (1) ceux qui peuvent causer des infections humaines ou

principalement associés aux humains/animaux et a I’environnement, (2) ceux qui sont associés
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aux plantes et a I’environnement, et (3) ceux qui sontassociés aux insectes ou les
endosymbionts. La démarcation des agents pathogeénes des plantes et des humains n’est pas
nette, car peu de genres peuvent causer des infections dans les deux cas. Certaines especes
pathogénes associés aux plantes (p. ex., Agglomérants Pantoea) et d’insectes pathogénes (p. ex.,
Photorhabdus luminescens) peuvent causer des infections chez les humains en tant qu’hote
accidentel. Certains agents pathogenes pour les humains comme Salmonella et E. coli O157:H7
peuvent aussi coloniser ou envahir les plantes, et des cas pathologiques ont été associées a la
consommation de produits végétaux crus qui peuvent étre le résultat de bactéries vivent a

I’intérieur des tissus végétaux plutdt qu’a la surface (Tyler and Triplett, 2008).

4. Description du genre d’entérobactéries importantes individuelles

4.1. Escherichia

Escherichia a été nommé en 1’honneur de Theodor Escherich, qui a d’abord isolé I’espéce
type du genre (Castellani, 1919). Le genre contient cing espéces: E. albertii, E. coli, E.
fergusonii, E. hermannii et E. vulneris. Escherichia albertii est un nouvelle espece nommée
depuis la derniere édition de livre -The prokaryote- (Rosenberg, 2013). Le genre Escherichia est
polyphylétique en raison de I’E. hermannii et de ['E. vulneris, qui sont regroupés a I’extérieur de
la grappe principale des trois especes, E. albertii, E. coli et E. fergusonii, dans ’ADNr 168,
gapA et ompA (Lawrence et al., 1991), et I’arbre du génome (seul le génome E. hermannii est
disponible). Escherichia vulneris lui-méme est également polyphylétique a partir des séquences
de génes gapA et ompA, ’'une des trois souches étant regroupée avec Klebsiella pneumoniae
(Lawrence et al., 1991).

Parmi les cinq especes d’Escherichia, E. coli est I’espece la plus commune et la plus
importante, est bien connu comme un habitant commun du tractus intestinal des humains et
d’autres animaux. E. coli est également un agent pathogene majeur chez les humains et d’autres
animaux, causant des infections intestinales et extra intestinales (Croxen and Finlay, 2010).

Escherichia coli pathogéne peut étre distingué en plusieurs groupes en fonction du mode
de pathogénese, y compris entéropathogéne, entérohémorrhagique, entérotoxigene,
entéroaggregative, entéroinvasive et extraintestinale pathogéne E. coli (EPEC, EHEC, ETEC,
EAEC, EIEC et EXPEC). Le pathotype EHEC est un sous-ensemble de la toxine Shiga E. coli

(STEC). Une nouvelle forme pathogéne est apparue récemment d’une souche O104:H4 qui est
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un E. coli entéroaggregatif producteur de toxines de Shiga (Mellmann et al., 2011). E. coli est
présent dans 1’environnement sous forme de contamination fécale et peut aussi étre un habitant a

long terme, car I’E. coli environnemental s’est avéré distinctif (Walk et al., 2009).

4.2.Shigella

Il existe quatre espéces de Shigella : S. flexneri, S. boydii, S. dysenteriae, et S. sonnei
(Pupo et al., 2000), et il n’y a pas de base génétique pour les séparer en quatre espéces.
Cependant, le genre et I’état de 1’espéce demeurent pour éviter la confusion dans la
microbiologie médicale. Shigella et E. coli entéroinvasive (EIEC) partagent le méme mode de
pathogénése.

Seules quelques propriétés biochimiques sont utiles pour séparer les espéces de Shigella,
y compris I’utilisation du mannitol et de 1’ornithine décarboxylation (Mcwhorter et al., 1991). S.
sonnei est positif pour les deux, tandis que S. dysenteriae est négatif pour les deux. S. flexneri et
S. boydii sont positifs pour le mannitol, mais négatifs pour 1’ornithine (Edwards and Ewing,
1986). Aucun trait biochimique ne peut faire la différence entre S. flexneri et S. boydii et la
sérologie est nécessaire pour leur différenciation au niveau de 1’espéce. Les propriétés
biochimiques classiques utilisées pour différencier Shigella d’E. coli sont 1’absence de lysine
décarboxylase, la non-fermentation de lactose et la non-motilité (Edwards and Ewing, 1986).

L’EIEC peut partager toutes ces propriétés biochimiques avec Shigella et d’autres tests
biochimiques, tels que 1’utilisation de la sérine L, du D-xylose et/ou de 1’acétate de sodium, et la
fermentation du mucate sont nécessaires (Edwards and Ewing, 1986) (van den Beld and
Reubsaet, 2012) (Doyle, 1989). Shigella est un pathogéne humain. Il peut infecter des primates,
ce qui entraine la shigellose. Toutefois, rien n’indique que la shigellose soit présente

naturellement chez les primates sauvages (Octavia and Lan, 2014).

4.3.Salmonella
Salmonella nommée en I’honneur de D.E. Salmon, est motile avec flagelle péritricheux.
Il n’y a que deux espéces de ce genre : S. enterica et S. bongori (Tindall et al., 2005).
A noter qu’il existe une espéce appelée Salmonella subterranea qui n’appartient pas au
genre Salmonella et qui reste sans genre et devrait &tre renommée pour éviter toute confusion.
S. enterica est divisé en sept sous-especes (I, 11, Illa, Hb, IV, VI et VII). Les sous-

especes I, 11, Hlla, I1lb, IV et VI ont recu des noms de sous-especes, enterica, salamae, arizonae,
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diarizonae, houtenae et indica, respectivement. La sous-espéce V recoit le statut d’espéce S.
bongori, qui est maintenant plus communément reconnu. Le genre Salmonella est identifiée par
sérotypage avec plus de 2500 sérovars (Grimont and Weill, 2007).

S. enterica vit dans un large éventail d’hotes, des reptiles aux oiseaux et aux
mammiferes. La sous-espece | est généralement isolée des animaux a sang chaud, y compris les
oiseaux et les mammiféres, et la plus diversifiée avec pres de 1500 sérovars, tandis que d’autres
sous-espéces sont isolées des animaux a sang froid. Les sérovars de la sous-espece | causent la
majorité (99 %) de la salmonellose chez les humains et les animaux d’élevage, bien que la
plupart ne soient pas pathogenes chez leurs hotes naturels (Wray and Wray, 2000). Certains
sérovars se sont adaptés pour devenir des clones spécialisés causant des infections humaines
(Robert A. Kingsley, 2000). La plus caractéristique est la fievre entérique (typhoide) chez
I’humain, causée par les sérovars Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B, Paratyphi C et Sendai
(Octavia and Lan, 2014).

La capacité de provoquer une fiévre entérique a été acquise de facon indépendante a
plusieurs reprises. Plusieurs sérovars se sont adaptés a des animaux de ferme précis (Uzzau et al.,
2000). Le Sérovar Choleraesuis s’est adapté aux porcs. Elle cause la paratyphoide porcine, mais
peut aussi étre isolée des infections humaines (Chiu et al., 2004). Les sérovars Gallinarum et
Pullorum sont des pathogenes spécifiques a la volaille (Chappell et al., 2009). Le Sérovar Dublin
s’est adapté aux bovins, dans lesquels il cause des maladies systémiques et entériques (Nielsen,

2013); cependant, il est aussi fréqguemment isolé chez les moutons (Liebana et al., 2002).

4.4.Yersinia

Yersinia a été nommé d’apres le bactériologiste frangais A. J. E. Yersin qui a découvert le
bacille de la peste en 1894 (van Loghem, 1944). La plupart des espéces du genre sont motiles (a
25 °C, non motiles a 37 °C) et uréase positive et se développent de maniere optimale a 22-25 °C.

Yersinia comprises 16 espéces, dont Y. aldovae, Y. aleksiciae, Y. bercovieri, Y.
enterocolitica, Y. entomophaga, Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. massiliensis, Y.
mollaretii, Y. nurmii, Y. pekkanenii, Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y. ruckeri, Y. similis, et Y.
rohdei. (Neubauer et al., 2000) Ont proposé de séparer Y. enterocolitica en deux sous-especes,
subsp.enterocolitica et subsp. palearctica.

Yersinia occupe une gamme diversifiée de niches. Trois Yersinia spp. , Y. enterocolitica,

Y. pseudotuberculosis et Y. pestis sont des pathogénes importants pour les mammiféres, y
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compris les humains. Cependant, les autres, bien qu’ils soient généralement traités comme non
pathogenes, présentent un certain potentiel pathogene (Carniel, 2003). Y. pseudotuberculosis et
Y. enterocolitica sont des pathogenes d’origine alimentaire et hydrique qui causent 1’entérocolite
chez les humains. Y. pestis, 1’agent responsable de la peste, est principalement transmis par les
puces et a été responsable d’épidémies dévastatrices tout au long de I’histoire. Y. enterocolitica
est largement répandu dans la nature dans le milieu aquatique et les animaux (Bottone, 1997).
Les porcs constituent un important réservoir de souches pathogénes humaines de Y.
enterocolitica (Fredriksson-Ahomaa et al.,, 2006). Y. pseudotuberculosis a été isolé
principalement d’animaux a sang chaud et est également présent dans 1’environnement
(Fukushima et al., 2001). L’eau contaminée est également un réservoir important pour Y.
pseudotuberculosis (Fukushima et al., 2001). Y. entomophaga a été isolé pour la premiere fois
chez des larves malades de Costelytra zealandica (Hurst et al., 2011). Y. nurmii a été désigné
pour trois souches isolées de viande de poulet a chair emballée a température modifiée (Murros-
Kontiainen et al., 2011a). Y. pekkanenii a d’abord été décrite comme comprenant trois souches
isolées d’échantillons d’eau, de sol et de laitue (Murros-Kontiainen et al., 2011b). Y. ruckeri est
un agent pathogéne du poisson et ’agent responsable de la maladie entérique de la bouche des
salmonidés, principalement la truite arc-en-ciel (Furones et al., 1993). Y. massiliensis a d’abord

été isolé de 1’eau douce a Marseille, en France (Merhej et al., 2008).

4.5 Klebsiella

Klebsiella a ét¢ nommé d’aprés Edwin Klebs. Il se compose de cellules capsulées de 0,3
a1,0; 0,6 a 6,0 mm et peut se produire individuellement, par paires, ou de courtes chaines et non
mobiles. Il peut utiliser le citrate et le glucose comme seule source de carbone, mais pas le L-
sorbose. L’acide et le gaz sont produits a partir de la fermentation du glucose et la plupart des
souches produisent du 2,3-butanediol comme produit final majeur de la fermentation. 1l est
positif pour la catalase. Le genre comprend cing espéces (K. alba, K. granulomatis, K.
michiganensis, K. oxytoca et K. pneumoniae) et trois sous-espéces de K. pneumoniae (subsp.
ozaenae, pneumoniae et rhinoscléromatis). K. alba (Xu et al., 2010) et K. michiganensis (Saha et
al., 2013) sont des ajouts récents.

Klebsiella spp. se trouve dans diverses sources, notamment le sol, I’eau, les plantes, les

humains et d’autres animaux (Brisse et al., 2006).
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Il convient de noter que quatre espéces de Klebsiella (K. terrigena, K. ornithinolytica, K.
planticola et K. trevisanii) ont été reclassées dans d’autres genres et que la description des
sources d’isolement de Klebsiella dans la littérature antérieure comprend ces espéces.

Klebsiella peut étre isolé du tractus intestinal humain et, dans une moindre mesure, du
nasopharynx et d’une gamme d’infections humaines. Klebsiella est une cause importante
d’infections nosocomiales et d’infections acquises par la communité. Parmi les Klebsiella spp. ,
K. pneumonia est I’espece la plus fréquente qui cause des infections urinaires, des pneumonies,
des septicémies et des infections des tissus mous (Keynan and Rubinstein, 2007; Podschun and
Ullmann, 1998). Un syndrome de pneumonie invasif causé par Klebsiella a éte de plus en plus
signalé en Asie ces dernieres annees (Siu et al., 2012).

Klebsiella provoque également des infections graves chez les animaux et cause
I’endométrite et ’infertilité chez la jument et la mammite chez les bovins (Brisse et al., 2006;

Samper and Tibary, 2006; Zadoks et al., 2011).

4.6.Proteus

Le genre Proteus a été nommeé pour la premiére fois par Gustav Hauser pour décrire les
bactéries qui changeaient de forme, qui étaient isolées de la viande putréfiée (Hauser, 1885). Le
nom de Proteus a été pensé pour étre donné en raison de la nature d’essaimage des organismes.

Les espéces de ce genre sont des bacilles courts qui peuvent varier en longueur et en
mobilité. Elles se développent de facon optimale a 37 °C. Elles sont positives pour la production
de HS, la production d’acide a partir du glucose et du D-xylose, hydrolyses de 1’urée et de la
gélatine (O'Hara et al., 2000a). Il y a actuellement quatre espéces dans ce genre, P. mirabilis, P.
penneri, P. vulgaris et P. hauseri (O'Hara et al., 2000a; O'hara et al., 2000b; Rustigian and
Stuart, 1945).

Proteus spp sont répandus dans I’environnement et ont été isolés du tractus intestinal des
mammifeéres, des oiseaux et des reptiles (Manos and Belas, 2006). P. mirabilis et P. vulgaris font
partie de la flore normale du tractus gastro-intestinal humain. Les deux peuvent causer des
infections urinaires chez les humains, P. mirabilis étant plus fréquent que P. vulgaris (Manos
and Belas, 2006; O'Hara et al., 2000a). P. mirabilis est un pathogéne nosocomial important. Elle
peut également causer d’autres infections, notamment la bactériémie, la méningoencéphalite

néonatale, I’empyeéme, 1’ostéomyélite et I’endocardite (Kalra et al., 2011; O'Hara et al., 2000a).
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Il est également mis en cause dans la polyarthrite rhumatoide avec des infections

urinaires Proteus comme facteur déclencheur (Ebringer and Rashid, 2006).

4.7.Citrobacter

Le genre Citrobacter a été désigné pour la premiere fois en 1932 (Werkman and Gillen,
1932) et est mobile par flagelle péritricheux. Il est négatif pour Voges Proskauer, la
phénylalanine deaminase et la lysine décarboxylase, mais positif pour les tests d’indole et de
rouge de méthyle et peut utiliser le citrate comme source unique de carbone. Il existe 11
espéces : C. freundii, C. koseri (synonyme C. diversus), C. amalonaticus, C. farmeri, C.
youngae, C. braakii, C. werkmanii, C. sedlakii, C. rodentium, C. gillenii et C. murliniae.

Parmi les 11 espéces de Citrobacter, C. rodentium est plus un agent pathogene
« restreint a I’hdte » qui a été isolé chez des souris et des gerbilles et qui n’a pas été isolé des
infections humaines. C. rodentium a été utilisé comme modéle pour 1’étude de
I’entéropathogénicité d’E. coli (Mundy et al., 2005). D’autres espéces de Citrobacter sont des
habitants commensaux du tractus intestinal des humains et d’autres animaux. Ils ont également
été trouvés dans 1’eau, des eaux usées et du sol, probablement en raison de la contamination de
I’environnement par 1’excrétion fécale. Citrobacter spp. sont des pathogénes opportunistes de
I’homme et ont été¢ associés a une gamme d’infections, y compris les infections urinaires,
gastroentérite, infections, pneumonie, abces cérébraux, septicémie, méningite et endocardite, en
particulier chez les nouveau-nés et les hétes immunodéprimés (Borenshtein and Schauer, 2006;
Doran, 1999). C. koseri (diversus) est connue comme agent de la septicémie et de la méningite
menant a des abceés cérébraux (Lin et al., 2011; Martinez-Lage et al., 2010; VVaz Marecos et al.,
2012).

4.8.Enterobacter
Hormaeche et Edward ont d’abord décrit Enterobacter (Hormaeche and Edwards, 1960),
qui peut se développer facilement sur n’importe quel support. L’acide et le gaz peuvent étre
produits a partir du glucose et du lactose. Le dioxyde de carbone est produit deux fois plus que
I’hydrogene a partir du glucose. La plupart des espéces de ce genre sont négatives pour le test du
rouge de méthyle et positives pour Voges—Proskauer. Le genre Enterobacter est grand, avec 20

especes (Hoffmann et al., 2005b).
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Enterobacter peut étre trouvé dans le sol, I'eau, les eaux usees, les légumes et les fruits,
les plantes (Egamberdieva et al., 2008; Kampfer et al., 2005; Madhaiyan et al., 2010; Stephan et
al., 2007; Stephan et al., 2008) et les environnements terrestres et aquatiques (Halda-Alija et al.,
2001).

Enterobacter peut étre isolé du tractus intestinal des humains et d'autres animaux en tant
gue commensaux, mais ce sont également des pathogénes humains importants (Hoffmann et al.,
2005a). Dans les bactériémies nosocomiales, E. cloacae et E. hormaechei étant les plus
fréquemment isolées (Mezzatesta et al., 2012).

4.9.Serratia

En 1823, Bizio décrit les bactéries pigmentées rouges observées sur la polenta et I’appelle
Serratia marcescens (Breed and Breed, 1924). Serratia peut se développer sur un milieu minimal
sans 1’ajout de facteurs de croissance. L’acide est produit a partir de maltose, de salicine et de
tréhalose. L’ONPG est hydrolysé. Il existe 15 espéces, Serratia a €té reconnue pour la premiére
fois par son pigment rouge non-diffusible, appelé prodigiosine (Williams et al., 1956).

Cependant, la plupart des espéces ne sont pas pigmentées. Ceux qui produisent du porc
comprennent S. nematodiphila, les deux sous-espéces de S. marcescens, S. rubidaea, S.
plymuthica et S. fonticola. Serratia ne forme pas de pores, sauf S. marcescens subsp.sakuensis.

Serratia peut exister en vie libre ou en tant que symbiote de plantes et d’animaux. Les
espéces de Serratia se trouvent souvent dans les sources d’eau; S. fonticola (Gavini et al., 1979)
et S. ureilytica (Bhadra et al., 2005) ont d’abord été isolées de 1’eau, tandis que S. marcescens
subsp. A 1’origine, S. ficaria a été isolé de figues, de caprifigs et de guépes des figues récoltées
en Californie et en Tunisie, ainsi que d’une petite fourmi noire en France (Anahory et al., 1998).
On le trouve aussi dans le sol, sur la surface des plantes et dans I’intestin moyen des invertebrés.
S. symbiotica est un endosymbiont du puceron du haricot noir Aphis fabae (Foray et al., 2014), S.
nematodiphila a été isolé de I’intestin du nématode Heterorhabditidoides chongmingensis
(Zhang et al., 2009), alors que S. glossinae provenait de I’intestin moyen de la mouche tsé-tsé
Glossina palpalis gambiensis (Geiger et al., 2010).

Tableau 1 : Les entérobactéries importantes en medecine humaine et animale (Pfaller, 2015).

Organisme Historique et description

Escherichia coli Escherichia nommé d'aprés Theodor Escherich
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coli, du célon.

Salmonella enterica

Salmonella, nommé d'apres Daniel Elmer
Salmon ; enteron, intestin; se rapportant a

I'intestin.

Salmonella Typhi

Typhi, de la typhoide ; la maladie est la fievre
typhoide

Salmonella Paratyphi

Paratyphi, d'une infection de type typhoide

Salmonella Choleraesuis

Cholera, Cholera ; sus, porc ; le choléra d'un

Porc.

Salmonella Typhimurium

Typhi, de typhoide; murium, de souris;

Typhimurium, typhoide des souris.

Salmonella Enteritidis

Entéris, intestin; idis, inflammation.

Shigella dysenteriae

Shigella, nommé d’aprés Kiyoshi Shiga;

dysenteriae, dysenterie.

Shigella flexneri

flexneri, nommé d’aprés Simon Flexner.

Shigella boydii

boydii, nommé d’aprés Boyd.

Shigella sonnei

sonnei, nommé d’aprés Sonne.

Yersinia pestis

yersinia, nommé d’aprés Alexsendre Yersin;

pestis, plague.

Yersinia enterocolitica

enterocolitica, appartenant a l'intestin et c6lon.

Yersinia pseudotuberculosis

tuberculum, un petit gonflement ;

pseudotuberculose, faux gonflement.

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella, nommé d’aprés Theodor Albrecht
Edwin Klebs ;pneumoniae, inflammation des

poumons.

Klebsiella oxytoca

oxus, acide; tokos, production; production

d’acide (se réfere aux propriétés biochimiques).
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Proteus mirabilis

Proteus, un dieu capable de se transformer en
différentes formes; mirabilis, surprenant; se

référe aux formes pléomorphes colonie.

Citrobacter freundii

Citrus, citron ; bacter, une tige ; citrate utilisant

la tige ; freundii, nommé d’aprés Freund.

Citrobacter koseri

Koseri, nommé¢ d’apres Koser.

Enterobacter aerogenes

Enteron, intestin; bacter, une petite tige;
aeros, air; genes, production; petite tige

intestinale productrice de gaz.

Enterobacter cloacae

cloacae, d’un égout ; isolé a I’origine dans les

eaux usées.

Serratia marcescens

Serratia, nommé d’aprés Serafino Serrati;
marcescens, devenir faible, s’estomper; a

I’origine cru pas virulent.
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1 Introduction :

L’émergence des bactéries productrices de carbapénémases représente un veritable risque
de santé publique et un probléme clinique car les carbapénemases sont des PB-lactamines
possédant un tres large spectre antibactérien doublé d’une grande stabilité envers la quasi-totalité
des B-lactamases, car elles conférent une résistance a la plupart des B-lactames, ces derniers
présentent frequemment de multiples mécanismes de résistances qui peuvent conduire a une
impasse thérapeutique. Une détection précoce des mécanismes de résistance émergents peut
permettre d’envisager de limiter leur diffusion en milieu nosocomial et d’optimiser
I’antibiothérapie. ces souches nécessitent d’étre rapidement et efficacement détectées afin de
prendre au plus vite les mesures préventives et thérapeutiques appropriées vis a vis des patients
qui les hébergent.(Dounia, 2020).

Les carbapénemes représentant tres souvent les dernieres molécules ctiveaes de 1’arsenal
thérapeutique pour combattre les bactéries multi résistantes de ces enzymes est décrite de facon
croissante dans le monde entier (Dounia, 2020).

Pour cette raison, ils font partie des antibiotiques utilisés en premiére ligne au cours du
traitement des infections nosocomiales séveres. Quatre molécules représentent cette sous-classe
de béta-lactamines : I’imipenéme, le méropénéme et 1’ertapénéme et le doripénéme (Wolffa et
al., 2009) ,Leur spectre in vitro couvre la plupart des bactéries y compris les anaérobies, les
exceptions notables étant les staphylocoques résistants a la méticilline, et pour I’ertapéneme,
Pseudomonas aeruginosa. Comme toutes les B-lactamines, les carbapénémes exercent un effet
bactéricide temps-dépendant. La principale menace pour le futur est 1’émergence
d’entérobactéries productrices de carbapénémases aprés 1’augmentation ces dernieres années de
I’incidence des entérobactéries productrices de B-lactamases a spectre élargi «<BLSE » ou de
céphalosporinases de haut niveau (Wolff et al., 2009).

2  Structure chimique

Les carbapénémes se distinguent des pénicillines «pénams » par la présence d’un atome
de carbone au lieu d’un souffre en position 1 et d’une liaison insaturée en C2-C3, également
présente sur les cephalosporines. La stabilité des carbapénemes aux p-lactamases est due a la

trans-orientation des atomes d’hydrogene en C5 et C6 et a la présence d’une chaine
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hydroxyethyl en C6 au lieu de la chaine acylamino des pénicillines et des céphalosporines
(Zhanel et al., 2007).

Le gain d’activité in vitro du méropénéme et du doripénéme sur les bacilles a Gram

négatif est suite aux modifications de substituant en position 2 (Figures 1, 2,3).

i
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Figure 1 : Comparaison structurale du carbapénéme par rapport aux pénicillines et
céphalosporines (Mouton et al., 2000).
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Figure 2 : Structure des carbapénéme (structure genérale) (Wolff et al., 2009).
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Doripénéme

Imipénéme

Méropénéme Ertapénéme

Figure 3 : Les cycles carbapénémes (Mouton et al., 2000).

3  Meécanisme et spectre d’action

Les carbapénémes appartiennent a la famille des béta-lactamines, et de ce fait
agissent par inhibition de la synthése de la paroi cellulaire des bactéries apres fixation aux
protéines de liaison aux pénicillines (PLP) (tableaux 2,3,4) (Mahi, 2013) .

Les Carbapénemes sont en commun actifs sur les bactéries a Gram négatif et les
bactéries a Gram positif incluant les bactéries aérobies et anaérobies.

Les différentes molécules de la classe des carbapénemes ont un spectre trés voisin, a
I’exception notable de I’ertapénéme qui n’inclue pas dans son spectre les souches de
P.aeruginoosa et Acinetobacter baumannii (Nordmann and Carrer, 2010).

En revanche, les carbapénémes sont tous inefficace sur Stenotrophomonas maltophilia
(production naturelle d’une métallo-p-lactamases) et les Staphylocoques résistants a la
méticilline. Concernant les entérocoques, aucun carbapénéme n’est actif sur Enterococcus
faecium, et seul I’imipénéme conserve une certaine activité vis-a-vis d’Enterococcus faecalis

(Nordmann and Carrer, 2010).
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Tableau 2: Spectre d’action du Doripénéme (Mahi, 2013).

Germes sensibles

Germes modérément

sensible

Germes résistans

- Bactéries anaérobies strictes

- Acinetobacter

Legionellapneumophila

- Entérobactéries

-Pseudomonas

aeruginosa

Stenotrophomonas maltophilia

- Enterococcus foecalis

- Streptococcus pneumoniae

-Staph.Méti-S(S.aureus,

coagulase -)

- Strepto A, B, C, F, G, non

groupables (oraux)

-Burkholderia cepacia

Enteroccoccus faecium

Tableau 3 : Spectre d’action de I’Imipénéme, Méropénéme (Mahi, 2013)

Germes sensibles

Germes modérément

sensible

Germes résistans

- Acinetobacter

- Burkholderia cepacia

- Aeromonas hydrophila

- Bactéries anaérobies strictes

- Clostidium difficile

- Chlamydia

- Enterococcus faecium

- Corynebacterium jeikeium

- Corynébactéries

- Entérobactéries

- Enterococcus foecalis

-Listeria monocytogenes

-Nocardia

Streptococcus pneumoniae

- Staph. Méti-S (S.aureus,

coagulase -)

- Strepto A, B, C, F, G, non

groupables (oraux)

- Corynebacterium urealyticum

- Legionella pneumophila

- Mycoplasma

- Rickettsia

Staph. Méti-R (S.aureus, coagulase

)

Stenotrophomonas maltophilia
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Tableau 4 : Spectre d’action de I’Ertapénéme (Mahi, 2013).

Germes sensibles

Germes résistants

- Bactéries anaérobies strictes

- Acinetobacter

- Enterobacter aerogenes

- Aeromonashydrophila

- Enterococcus foecalis

- Listeria monocytogenes

- Chlamydia

- Corynebacteriumjeikeium

- Nocardia

- Streptococcus pneumoniae

- Corynebacterium urealyticum

- Pseudomonas aeruginosa

- Entérocoques

- Staph. Méti-S (S.aureus, coagulase

)

- Legionella pneumophila
- Mycoplasma

- Strepto A, B, C, F, G, non

groupables (oraux)

- Pseudomonas aeruginosa

- Rickettsia

- Staph. Méti-R

- Stenotrophomonas maltophilia

4 Meécanisme de résistance bactérienne aux carbapénéemes

La résistance aux carbapénemes chez les entérobactéries résulte essentiellement de

deux mécanismes impliquant tous deux des béta-lactamases :

Le premier résulte d’un défaut de perméabilit¢ membranaire par altération qualitative

ou quantitative des porines membranaires, voie de pénétration des carbapénemes dans la

bactérie (Boutet-Dubois et al., 2012).

Plus récemment, des meécanismes de résistance aux carbapénemes, en fait assez

similaires, ont été décrits combinant une céphalosporinase plasmidique ou une BLSE a une

imperméabilit¢ dans des espéces d’entérobactéries qui n’expriment pas naturellement de

céphalosporinase (Klebsiella pneumoniae, Protéus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella

spp) (Nordmann and Carrer, 2010).
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Le second mécanisme de résistance aux carbapénémes est li¢ a 1’expression de béta-
lactamases a forte activité hydrolytique vis-a-vis des carbapénemes, les carbapénémases. Il est
plus important d’un point de vue clinique car il compromet le plus souvent I’efficacité¢ de
presque toutes les béta-lactamines (Nordmann and Carrer, 2010).

Ce dernier mécanisme est le plus inquiétant par le fait que les génes codant pour ces
enzymes sont habituellement situés sur des éléments génétiques mobiles (plasmides,

transposons, intégrons) permettant une dissémination rapide (Grall et al., 2011) (Figure 4).

V <N " : L[?I Las N

'EK>?ﬂ§!‘. - V>‘! ." ' ".\i‘i. .i"'>;-“3ﬂ.

e [-lactam antibiotic ® |nactivated drug * p-actamase

)
.. Penicillin binding proteins ‘ Efflux pump '\\’1 Porin

Current Opinion in Microbeology
Figure 4 : Mécanismes de résistance des carbapénémes chez les bacilles Gram négatif
(Thomson and Bonomo, 2005).

5 Les carbapénémases
5.1 Définition:

Les carbapénémases appartiennent & la famille des B-lactamases, qui sont des enzymes
bactériennes capables d’hydrolyser le cycle B-lactame, rendant I’antibiotique inactif avant qu’il
n’atteigne les PLP (Protéines liant la pénicilline). La parenté structurale que les fB-lactamases
partagent avec les PLP leur permet de lier, acétyler et hydrolyser le cycle B-lactame des

carbapénémes (Riethmuller, 2013).
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5.2 Classification

Ambler et d'autres ont classé les béta-lactamases en fonction des seéquences d'acides
aminés en quatre groupes (A aD) :

o La classe A : pénicillinases de type sérine protéases, inhibées par 1’acide
clavulanique et le tazobactam,

e La classe B : métallo-enzymes, dont le site actif contient un ion zinc, résistantes a
I’acide clavulanique, mais inhibées par ’EDTA,

e La classe C : céphalosporinases insensibles a 1’acide clavulanique, mais inhibées
par la cloxacilline,

e La classe D : oxacillinases hydrolysant la cloxacilline et peu inhibées par 1’acide
clavulanique.

Dans ce systeme de classification moléculaire, les carbapénémases sont reparties dans

les classes A, B et D (Figure 5).

SME, NMC, TMI,

KI'C, GES
Class A
Class [3
Carbapenemases —_—
Class B

WIM, SIM, IMP,
GIM, SPM

Figure 5 : Classification d’ambler des carbapénémases(Lawrence et al., 1991; Opazo et
al., 2012).

5.3 Meéthodes de détection des enterobactéries productrices de carbapénémases EPC

La détection des souches productrices de carbapénémases reste difficile. Deux situations
peuvent se présenter : la détection de carbapénémases dans des souches responsables d’infections

et la detection dans des souches de portage (Miriagou et al., 2010).
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La détection dans les souches infectantes repose, en premiere intention, sur une analyse
du phénotype de résistance obtenu avec un antibiogramme classique. L’ertapéne¢me, quelle que
soit la carbapénemase en cause, est I’indicateur le plus fiable pour la détection de cette résistance
(Miriagou et al., 2010).

5.3.1 Méthode de suspicion d’EPC « Méthodes semi automatisées, disques E-test »

Les CMIs des carbapénemes réalisées par la technique du E-test sont parfois difficiles a
interpréter du fait de la présence de microcolonies dans la zone d’inhibition. Les résultats des
CMls utilisant des méthodes automatisées en milieu liquide peuvent étre variables en fonction de

I’inoculum (Nordmann and Carrer, 2010).

5.3.1.1 Test de Hodge Modifié

Le test de Hodge modifié (MHT) (ou clover leaf method) a été tres utilisé comme
méthode phénotypique générale de détection de la production de carbapénémase, et c’est pour le
moment la seule méthode recommandée par le CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (Figure. 6) (Miriagou et al., 2010).

Ce test est sensible pour la détection des carbapéné- mases, mais ne fournit pas
d’information sur le type de carbapénémase mis en cause. Des faux-positifs ont été décrits, en
particulier chez des souches productrices de CTX-M et présentant une altération de porines. Des
diffi- cultés d’interprétation de ce test chez des faibles produc- teurs de carbapénémases ont

également été mises en évidence (Miriagou et al., 2010).

Figure 6 : Test de Hodge modifié pour la détection des carbapénémases (Grall et al.,
2011).
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Le THM présente une excellente sensibilité pour la détection des producteurs de KPC et
d’OXA-48. 1 souffre cependant d’inconvénients majeurs puisqu’il ne permet pas de distinguer le
type de carbapénémase impliquée. Surtout, des faux-positifs, avec des souches productrices de
BLSE (CTX-M) et d’AmpC couplées a une imperméabilité, ainsi que des faux-négatifs,
notamment avec des isolats MBLs exprimant une faible activité carbapénémasique, ont été
observés. Le MHT semble en effet peu fiable quant a la détection des souches de K. pneumoniae
produisant NDM-1 (sensibilité de 50%, augmentée par I’ajout de sulfate de zinc)(Girlich et al.,
2012).

5.3.1.2 Méthodes des E-tests ou disques combiné

Ces tests sont basés sur 1’inhibition de I’activité des différentes carbapénémases par des
molécules (Miriagou et al., 2010).

Ce test repose actuellement sur la diminution de la CMI de ces molécules en présence
d’inhibiteurs spécifiques de pB-lactamases. Les bandelettes E-test MBL bioMérieux, Solan, Suéde
(Figure 7) permettent la détection des métallo-p-lactamases en combinant 1’imipénéme et
I’EDTA. D’autres bandelettes existent combinant le méropénéme et I’EDTA ou I’acide
boronique. Un test positif pour une métallo-f-lactamase est interprété comme une diminution
triple-ou-supérieure a la CMI imipenéme en présence d'EDTA (Cohen Stuart and Leverstein-Van
Hall, 2010).

Figure 7: E-test MBL (Imipeneme vs Imipéneme/EDTA) (Gupta et al., 2012).
A droite : imipéneme + EDTA : cette carbapénémase est sensible a EDTA.

A gauche : imipéneme seul.
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Récemment, des disques utilisant le méropénéme combiné a différents inhibiteurs de B-
lactamases ont ét¢é commercialisés afin de permettre la détection et 1’identification du mécanisme
a I’origine de la résistance aux carbapénémes. (Nordmann et al., 2012c).

En particulier, ces disques permettent de distinguer la production de carbapénémases
de la présence d’une céphalosporinase de haut niveau ou de BLSE couplée a une modification

des porines (Nordmann et al., 2012c).

Pas de bactérnes

Souche non
productrice de
carbapenemases

Souche
productrice de
carbapénémase

Figure 8 : Principe du test Carba NP (Nordmann et al., 2012b).

. Spectrométrie de masse : MALDI-TOF MS

La spectrométrie de masse (SM) de type MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry) représente la derniére avancée technique en matiére
de détection rapide des carbapénémases. A I’instar de la spectrophotométrie, cette méthode
permet de mettre en €vidence une activité enzymatique, sans toutefois identifier I’enzyme en
cause, par la visualisation de la diminution de la quantité de(s) substrat(s) et I’apparition de

produit(s) de dégradation des carbapénémes en présence d’une carbapénémase (Hrabak et al.,
2011).
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Matériel et Méthodes

1 Introduction

Au cours de la derniéere décennie, la résistance accrue aux antibiotiques
particulierement les Béta-lactamines est devenu un grave probléme de santé publique. Cette
résistance est aussi répondu chez les bactéries d’origine animale et par conséquence une
émergence est possible par transmission entre humain, animaux, domestique ou sauvages et
environnement naturel (Zaatout et al., 2021).

L’émergence de la résistance des entérobactéries aux antibiotiques est surtout pour
ceux réservés a l'usage humain au niveau hospitalier (carbapénémes) limite le choix
thérapeutique. Autre, les génes codant pour les carbapénémases sont principalement situés sur
des plasmides conjugatifs qui permettent leur diffusion parmi les espéces d'entérobactéries. Il
est important de noter la caractérisation de cette résistance et la recherche de nouveaux
mécanismes et genes de résistance est devenu une préoccupation majeure des chercheurs et
professionnel de la santé a échelle mondiale. En Algérie, plusieurs études ont focalisées sur
cette problématique en contribuant a donner et actualiser les données épidémiologiques des
entérobactéries productrices des carbapénemases isolées des différentes sources, a savoir les
animaux, I’homme et méme I’environnement. Dans cette synthése présentée sous forme de
méta analyse nous avons regroupé des études réalisés et publiées sur entérobactéries

productrices des carbapénémases en Algérie.

2  Matériel et méthodes
2.1 Etude et collecte de données

Cette méta-analyse a été effectuée conformément aux lignes directrices sur les
éléments de déclaration privilégiés pour les méta-analyses (PRISMA) (Moher et al., 2009).
Une recherche documentaire exhaustive sur PubMed/NCBI, ResearchGate, jane biosemantics,
journals oxford academic, Scopus et google scholar a été effectuée jusqu'a la fin du mars
2022 pour trouver des articles potentiellement pertinents. Les termes utilisés dans les

recherches électroniques sont énumeérés dans la partie Mots clés.
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2.2 Critéres d’exclusion

Les études ont été incluses prés en compte les critéres suivants: (1) I’absence du
nombre total d’isolats, (2) la méthode d’identification de la BLSE n’est pas claire, et (3) les
¢tudes sous la forme d’un résumé de congres, d’un article de synthése ou d’un chapitre de

livre.
2.3 Extraction de données et évaluation de la qualité

Deux étudiantes ont indépendamment examinées la littérature et extrait les données, et
les variables suivantes ont été extraites : (1) noms des auteurs, (2) nombre de souches des
entérobactéries, (3) prévalence des isolats BLSE, (4) I’origine des échantillons, (5) région de
la réalisation des études, (6) année des études, (7) especes identifiées, (8) méthodes

d'identification des BLSE, (9) génes de résistance aux carbapénémes.
2.4 Mots clés

Dans la recherche bibliographique et le choix des articles inclus dans cette méta-
analyses, les mots clés introduits des divers bases de données sont les suivants : résistance aux
antibiotiques, les entérobactéries (avec différentes espéces), Algérie, Entérobactéries
productrices de béta-lactamases a spectre étendu (BLSE), carbapénemases, carbapénémes, ,
I'environnement, les aliments, animaux, génes de résistance aux antibiotiques, Béta-lactamase
de type oxacillinase-48(OXA-48), New Delhi Métallo-béta-lactamase (NMD), Métallo-béta-
lactamase codée par Verona Integron (VIM), Klebsiella pneumoniae carbapénemase (KPC),

Imipénémase Métallo-béta-lactamase (IMP).
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3 Résultats obtenus des aricles inculus

3.1 Articles éligibles

Le processus de recherche documentaire est illustré dans la figure 9. La recherche
dans les bases de données a donné un total de 785 publications. Aprés élimination des
doublons, 300 ont été sélectionnés pour revoir leurs titres et résumés, entrainant I'exclusion de
282 publications ; 18 études ont ensuite éte évaluées pour leur éligibilité sur la base des
critéres d'inclusion et d'exclusion cité ci-dessus, et 11 ont été éliminés. Enfin, 15 articles ont
finalement été inclus dans cette analyse.

Aprés consultation des différentes partie de chaque article (résumé, introduction,
matériel et méthodes, et particulierement les résultats et discussion), deux tableaux qui
résument et présentent les informations les plus pertinentes des articles inclus a été créé
(tableaux 5,6).

4 Discussion des résultats des etudes incluses

La propagation mondiale d’entérobactérie productrice béta lactamases a spectre étendu
(BLSE) et surtout des carbapénémases est devenue un probléme majeur de santé publique
(Bachiri et al., 2018). Ces micro-organismes sont des indicateurs de contamination fécale et
agent de plusieurs types d'infections chez ’homme et les animaux, la forte production de ces
enzymes de résistance aux antibiotiques donne la capacité a ces bactéries de survivre pendant
une longue période et a se multiplier conduisant a I'émergence de ces micro-organismes multi
résistants (Zaatout et al., 2021).

Dans cette étude de synthese des différents travaux réalisés sur les entérobactéries
productrices des carbapénémases en Algérie, quinze articles réalisés dans la période allant du
2016 au 2020 ont été consultés. Dans ces études, les souches des entérobactéries sont isolées
des prélévements d’origine animale, alimentaire et d’environnement (animaux domestiques et
sauvages) dans différentes régions d’ Algérie.

Parmi les études incluses, quatre impliquaient des échantillons d’environnement
hospitalier (effluents hospitaliers) (Yousfi et al., 2019), surfaces et équipements adjacents
(Bouguenoun et al., 2016), Eaux usées hospitalieres (Cherak et al., 2022; Debabza et al.,
2018); et le reste des études concernent d'autres niches, y compris trois études sur les produits

alimentaires (Chaalal et al., 2021; Touati et al., 2017; Yaici et al., 2017), une étude sur l'eau
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de riviere (Tafoukt et al., 2017), sol et eau (Djenadi et al., 2018) et les pieces de monnaie
(Bendjama et al., 2020).

Pour les articles focalisant sur les animaux, les échantillons inclus concernent les
animaux sauvages comme les Sangliers, Macaques et Cerf de Barbarie (Bachiri et al., 2018;
Mairi et al., 2020), des poisson sauvages (Brahmi, Touati et al. 2018) et aussi des animaux de
compagnie (Chiens, Chats, chevaux, oiseaux) (Yousfi et al., 2016; Yousfi et al., 2018).

Dans cette étude synthése, on observe que le nombre de BLSE isolées est parfois nul
(Mairi et al., 2020; Yousfi et al., 2018) voir tres faible (Djenadi et al., 2018). Par contre, les
auteurs qui ont travaillés sur des échantillons des effluents et eaux usées hospitaliéres ont
trouvés un nombre des isolats élevé (Debabza et al., 2018; Yousfi et al., 2019). Nous
suggérons que cette émergence est liée a la concentration d'antibiotiques dans les effluents
hospitaliers (100 fois plus élevée que dans les effluents municipaux). De plus, l'utilisation
intensive d'antibiotiques dans les hopitaux pourrait également contribuer a I'émergence de
BLSE (Debabza et al., 2018) du fait que I'hdpital est un environnement hautement sélectif
pour les bactéries productrices de BLSE (Duong et al., 2008). La contamination des animaux
sauvage spécialement les poissons par les eaux usées humaines via les eaux de riviére et la
quantité croissante de déchets provenant des activités urbaines, industrielles et agricoles rend
les poissons sauvages de la Mer de Mediterranée un réservoir de différentes especes
d’Entérobactérie résistante aux béta et Carba (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Citrobacter freundii, et Proteus vulgaris)
(Brahmi et al., 2018).

Les eaux usées sont généralement traitées avant d'étre rejetées dans les cours d'eau, ce
qui pourrait expliquer la faible prévalence de BLSE dans les riviéres (Tafoukt et al., 2017) , et
la quantité croissante de déchets provenant des activités urbaines, industrielles et agricoles qui
rend les poissons sauvages de la Mer de Meéditerranée un réservoir d’Entérobactéries
résistantes aux béta et Carba et a leurs grandes diversité d’espeéce ( Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Citrobacter freundii, et
Proteus vulgaris) (Brahmi et al., 2018).

La prévalence de BLSE dans le sol et 1’eau est tres faible pourtant ils sont décrits
comme abritant les populations microbiennes les plus diverses sur terre et sont considérés
comme un grand réservoir de genes de résistance aux antibiotiques et de bactéries multi
résistance aux meédicaments (Forsberg et al., 2012), mais ce qui est intéressant est cette

faiblesse, il pourrait expliquer par 1’observation rare de la résistance aux céphalosporines et
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aux carbapénemes de troisiéme génération dans les milieux naturels (Gudeta et al., 2016) et
les génes communs de la B-lactamases étaient indétectables par PCR (Djenadi et al., 2018).

On observe que l'environnement d'hdopitaux avait le plus grand nombre d’étude et les
plus grand nombre des entérobactéries isolés et les BLSE trouvés. Cela pourrait étre di a
I'utilisation élevée d'antibiotiques dans les hdpitaux par rapport a I'utilisation publique.

(Kimmerer, 2009) a constaté que la concentration d'antibiotiques dans les effluents
hospitaliers est 100 fois plus élevée que dans les effluents municipaux. De plus, l'utilisation
intensive d'antibiotiques dans les hopitaux pourrait également contribuer a I'émergence de
BLSE (Debabza et al., 2018) qui fait de I'hopital un environnement hautement sélectif pour
les bactéries productrices de BLSE (Duong et al., 2008).

Il est important de signaler que parmi les BLSE retrouvées dans les isolats
d'entérobactérie, des auteurs ont rapportés pour la premiére fois en Algérie 1’émergence des
blatem-108 dans un isolat d'E. cloacae (Debabza et al., 2018).

On remarque que E. coli et K. pneumoniae sont les especes les plus prédominantes
dans ce méta analyse avec nombre de 97 pour E.coli et 156 pour K. pneumoniae. Nous
observons 1’émergence Escherichia coli producteur de carbapénémase chez les animaux de
compagnie (Yousfi et al., 2016), suggéerent que la souche commensale d’Escherichia coli a été
trouvée genéralement dans le tractus gastro-intestinal des humains et des animaux et peuvent
agir comme un réservoir de transmission. On constate un nombre limité des études concernant
la présence d’Escherichia coli chez les animaux sauvagez.

Selon (Bachiri et al., 2018) , la résistance aux entérobactéries a été signalée chez les
animaux sauvages qui n’ont pas été exposés aux antibiotiques. L’acquisition d'agents
pathogénes zoonotiques multi résistants pourrait se faire, d’une part par la colonisation des
sangliers par des souches résistantes, hébergées par leurs proies et comme les sangliers
peuvent vivre en contact étroit avec les humains, ils peuvent devenir un vecteur de leur
transmission potentielle d'agents pathogenes multi résistants dans l'environnement aux
animaux domestiques et donc leur impact sur la santé publique (Bachiri et al., 2018).

D'autre part, les oiseaux sauvages constituent un autre facteur de risque pour la
propagation des bactéries productrices de carbapénémases dans l'environnement sauvage ; ils
peuvent facilement transmettre ces souches aux cours d'eau et a d'autres sources
environnementales, y compris la faune, par leurs dép6ts féecaux (Bachiri et al., 2018).

Par contre Klebsiella pneumoniae est dominante chez la faune sauvage (Cerf de

barbarie), 1l est intéressant de noter que le cerf de Barbarie a partir duquel ces CRKP
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(Klebsiella pneumoniae résistante a la New Delhi métallo-béta-lactamase (NDM), ont été
isolés vit dans une zone fermée (Mairi et al., 2020).

La contamination par d'autres animaux sauvages tels que les oiseaux et les petits
rongeurs qui peuvent traverser facilement la zone fermée, confirme que la faune sauvage en
Algérie pourrait servir de reservoir de Klebsiella pneumoniae multi résistants, qui sont
caractérisées par une résistance a divers agents antimicrobiens utilisés en clinique. Et peuvent
étre comme agent pathogene de transmission dans la population humaine, les animaux et
I'environnement (Mairi et al., 2020).

Les études antérieures ont rapportées la présence d'entérobactéries productrices de
BLSE dans les légumes frais (Yaici et al., 2017). Les légumes (tomate, persil et laitue) sur
lesquels sont géneralement consommeés crus sans cuisson et peuvent constituer une source
directe de bactéries productrices de carbapénémases dans l'intestin, et ainsi faciliter la
dissémination des génes des carbapénemases aux bactéries commensales (Touati et al., 2017).

L’hypothése qu’a été émise par (Yaici et al., 2017) que les sandwichs (ready to eat)
achetés dans la ville de Bejaia, en Algérie, peuvent présenter un risque de transfert des
producteurs de BLSE dans l'intestin humain par consommation immédiate. Une prévalence de
14% de commerces alimentaires livrant des sandwichs contaminés par des bactéries
productrices de BLSE a été identifiée. 1l convient de noter que ces bactéries étaient également
multi-résistantes, ce qui renforce encore la charge globale associée a leur dissémination dans
la communauté (Yaici et al., 2017).

Selon (Yaici et al., 2017), les producteurs de BLSE peuvent non seulement provenir
de viande mais aussi de légumes ou encore de condiments et d'épices qui sont généralement
ajoutés apres la cuisson. Les ingrédients des sandwichs sont variés et peuvent également étre
importés d'autres pays ou continents, comme déja rapporté par (Veldman et al., 2014). La
contamination peut aussi avoir été causée par I’équipement de manutention et préparation des
aliments, ou méme par des facteurs environnementaux comme la poussiére ou les mouches
(Blaak et al., 2014).

Cependant, le méme clone de BLSE a egalement été détecté sur les sandwichs vendus
dans des zones trés ¢éloignées de la ville, ce qui souléve la question d’une source de BLSE
plus générale, par exemple par le biais du systéme d’approvisionnement en eau (Yaici et al.,
2017).

Dans ces résultats présentés dans differents articles, on observe que le pourcentage de
la résistance aux antibiotiques est légerement élevé surtout dans les environnements

hospitaliers. Il pourrait étre di a I'automédication et I'utilisation irrationnelle et irrespectueuse

Page | 35



Résultats et Discussion

des antibiotiques. L’Algérie a été citée parmi les tops 5 pour les pays les plus consommateurs
des antibiotiques dans le monde, a coté de Turquie, Tunisie, Espagne et Grece ou le taux de

consommation d’antibiotiques a été le plus élevé (Klein et al., 2018).

Dans ce méta analyse que nous avons entrepris, les auteurs ont utilisé¢ pour 1’étude
phénotypique différentes méthodes. Des méthodes pour I’identification des espéces des
entérobacteries tel que API20E, MALDI-TOF/MS, des méthodes pour la détection de la
résistance aux antibiotiques et la sélection des souches productrices de carbapénémases tel
que : diffusion de disque sur gélose, CNPM, EDTA test, test de double disque, E-test, et test
de production MBL de masse. On remarque que la plupart des auteurs ont utilisé Carba NP
test et le test de synergie a double disque (Test DD) pour identifier les espéces résistantes aux
antibiotiques et aussi les BLSE.

Dans les méthodes phénotypiques, la diffusion de disque sur gélose est la plus utilisée
chez tous les auteurs sauf (Brahmi et al., 2018). Cette technique est essentielle pour orienter
le traitement de nombreux types d'infections bactériennes, surtout dans le contexte actuel de
taux croissants de résistance aux antibiotiques. Les méthodes les plus utilisées s'appuyer sur la
détection de la résistance phénotypique en mesurant la croissance bactérienne en présence de
I'antibiotique en train d'étre testé. Bien que ces méthodes soient trés sensibles pour la
détection de la résistance, elles nécessitent que le lI'agent pathogéne bactérien est isolé de
I'échantillon clinique avant le test et doit utiliser des temps d'incubation qui sont suffisantes
pour différencier les isolats résistants des isolats sensibles. Connaissances sur le moléculaire
déterminants de la résistance aux antibiotiques a facilité le développement de nouvelles
approches pour la détection rapide de résistance chez les pathogenes bactériens (Pulido et al.,
2013).

Concernant les méthodes moléculaires utilisées dans les articles faits 1’objet de ce
méta analyse, la plupart des auteurs ont utilisés divers techniques pour la détection des génes
de résistances aux carbapénémes comme : la PCR, séquengage, PBRT, RADP et MLST
(Bachiri et al., 2018; Bendjama et al., 2020; Bouguenoun et al., 2016; Brahmi et al., 2018;
Chaalal et al., 2021; Cherak et al., 2022; Mairi et al., 2020; Tafoukt et al., 2017; Touati et al.,
2017; Yaici et al., 2017; Yousfi et al., 2016; Yousfi et al., 2018). Par contre, (Djenadi et al.,
2018; Yousfi et al., 2019) ont utilisés seulement la PCR et le sequencage.

La meéthode de typage moléculaire (MLST) est la technique de référence pour
discriminer différentes souches entre elles, elle est utilisée dans beaucoup de domaines. Cette
analyse de TSML repose sur le séquengage d'une portion de sept genes de meénage
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(housekeeping genes). Chaque allele rencontré des genes séquencés est nommé. La
combinaison de ces différents alleles permet ’attribution d’un ST ou Séquence Type sous
forme d’un code numeérique de sept chiffres.

La méthode de typage MLST est une méthode actuelle de référence pour les analyses
phylogénétiques bénéficiant de la disponibilité de nombreuses bases de données. Cependant,
I’étude de genes de ménage n’est pas adaptée a I’investigation épidémiologique ou les geénes
¢tudiés sont impliqués dans la virulence ou dans I’expression membranaire non pas inclus par
cette méthode. Ces genes de ménage davantage soumis aux processus évolutifs et la dérive
génétique ont des taux de mutation plus élevés et procurent un pouvoir de discrimination
augmenté(sobral, 2012).

De plus, selon (Charpentier et al., 2017), cette technique a permet d'augmenter le
pouvoir discriminant des différents souches et sa précision de détection des polymorphismes
pour le typage des souches car chaque souche appartient a un locus ST, et sa trés bonne
reproductibilité inter-laboratoire offrant la possibilité de partage de données au niveau
international sur des bases de données telles que Fungal MLST. Malgré tout, le temps et le
colt peuvent se réveéler étre assez importants et limitant pour 1'étude d’un grand nombre
d’échantillons.

Parmi les méthodes moléculaires de détection des genes EPC, des techniques reposent
sur 'utilisation de la réaction PCR, complétée par une technique de séquencage de ’ADN a
des fins épidémiologiques. Les principaux génes codant pour les carbapénemases chez les
entérobactéries (blakpc, blaces, blavim, blaive, blanom et blaoxa-4s) (Boutet-Dubois et al.,
2013).

L’utilisation de PCR détecté la présence de génes déterminants de la résistance, la
capacité de la PCR en temps réel a quantifier avec précision le nombre de copies d'un acide
nucléique spécifique dans un échantillon a conduit au développement d'approches qui
emploient cette méthode de mesure de la croissance bactérienne. Cette approche surveille le
nombre de copies du génome bactérien présentes pendant la croissance des bactéries isolées
en présence de l'antibiotique étant testé, Etant donné que la PCR quantitative en temps réel
peut fournir des informations précises sur le nombre de copies du génome, une incubation tres
courte les temps peuvent étre utilisés pour différencier les sensibles des résistants souches
(Pulido et al., 2013).

On remarque dans les résultats de la recherche des supports génétiques, la présence de
plusieurs genes codant pour les carbapénémases blaoxa-4s, blanowm-1, blakec, blaviv et blaive et

des génes codant pour les BLSE tel que blatem, blashv et blactx-m. Le géne le plus
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préedominent est le blaoxa4s. Les carbapénemases OXA-48 sont les enzymes les plus
signalées parmi les entérobactéries en Afrique, en particulier dans les pays d'Afrique du Nord.
Cette enzyme a été décrite dans des isolats de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Providencia stuartii et Citrobacter freundii de ces pays (Manenzhe et
al., 2015).

En Algérie, OXA-48 a eté decrit pour la premiére fois en 2014 dans un isolat clinique
d'Escherichia coli ST131. Depuis, plusieurs rapports ont décrit l'isolement des souches
productrices d'OXA-48 dans de nombreuses villes Algériennes a partir de différentes sources
(Touati and Mairi, 2020) indiquant sa large diffusion. Il convient de noter que la plupart des
isolats producteurs d'OXA-48 sont détectés dans le nord-est de I'Algérie, ce qui pourrait étre
attribué au manque d'études dans d'autres régions puisqu'il a été suggéré que cette enzyme est
endémique dans ce pays (Natoubi et al., 2016).

Dans ce méta analyse six études ont rapportés la détection des isolats producteurs
d'OXA-48 a Bejaia a partir de la riviere Soummam (Tafoukt et al., 2017) , des effluents
hospitaliers dans la méme région (Yousfi et al., 2019), les Iégumes frais (Touati et al., 2017),
et les animaux (Bachiri et al., 2018; Yousfi et al., 2016; Yousfi et al., 2018) a Batna a partir
des eaux usees hospitaliers (Cherak et al., 2022) et de pieces de monnaie (Bendjama et al.,
2020), a Guelma a partir d’environnement hospitalier (Bouguenoun et al., 2016).

Il s'agit du premier signalement d'entérobactéries productrices de type OXA-48
récupérées dans I'eau de riviere en Algérie, des isolats produisant des génes de type blaoxa-as
ont été identifiés principalement dans des isolats d'E. coli (Tafoukt et al., 2017). Aussi il s'agit
du premier signalement d'OXA-48 contenant des entérobactéries isolées de monnaie. Dans
cette étude, aucune des souches résistantes aux antibiotiques n'a été isolée de billets a base de
papier algériens, ce qui pourrait s'expliquer par le nombre limité d'échantillons de billets
analyseés et I'absence ou la faible charge bactérienne des souches de bactéries a Gram négatif
résistantes aux antibiotiques. Ainsi que I'age du papier collecté, puisque les nouveaux billets
papier contiennent moins de charge bactérienne (Akoachere et al., 2014; Alemu, 2014). Les
piéces de monnaie algériennes sont composées de nickel, d'acier et de cuivre, et il a été
démontré que ces composés possédent une activité antimicrobienne, ce qui peut expliquer le
faible taux de contamination bactérienne observé dans étude de (Bendjama et al., 2020). Par
ailleurs, cette etude rapporte la premiere détection du clone E. cloacae ST810 en Algérie
(Bendjama et al., 2020).

De plus dans 1’étude de (Chaalal et al., 2021), ils ont décrivaient pour la premiére fois

la présence de 16 % de K. pneumoniae producteur de carbapénémase dans la viande de poulet
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et la présence des genes blaoxa-s et blanom-1 chez les isolats de K. pneumoniae, ce qui
suggeére une incidence généralisée de résistance aux carbapénémes dans les aliments en
Algérie.

Selon (Mairi et al., 2020), ce rapport confirme que la faune sauvage en Algérie
pourrait servir de reservoir de Klebsiella pneumoniae multirésistant(MDR) ou la souche
CRKP CF21 (Cerf de Barbarie ) a été attribuée au clone ST11.

D’aprés (Bachiri et al., 2018), trois isolats récupérés de 1’échantillons différents de
sangliers sont révélés résistants a I'ertapéneme, au méropénéme et aux pénicillines et restent
sensibles a aux céphalosporines de large spectre. Ce phénotype est évocateur de la
carbapénémase OXA-48, qui a été confirmee par amplification PCR. Il existe un rapport
concernant la présence d'E.coli producteurs d'OXA- 48 chez les animaux en Algérie. En ce
qui concerne l'environnement, un rapport sur la présence d’entérobactéries productrices
d'OXA-48 isolées de I'environnement, I'eau de riviére, legume frais, les génes blaoxa-as est
principalement lié a la dissémination d'un seul plasmide auto-transférable. Les résultats de
MLST ont montré que les deux souches d'Escherichia coli appartiennent au ST635, et que
Klebsiella pneumoniae a été assigné au ST13.

Selon (Brahmi et al., 2018), 22 souches de différents ST chez Escherichia coli, ST410,
ST31 chez Klebsiella pneumoniae, ST14 et ST39 chez Morganella morganii et Enterobacter
cloacae, ST8 et ST21 chez Proteus vulgaris, ce qui montre une transmission potentiel
d'agents pathogénes multi résistance chez Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae
résistance aux f-lactamases (Brahmi et al., 2018).

Selon (Yousfi et al., 2016), les isolats des entérobactéries productrices des genes de
NDM-5 et OXA-48 résistants aux carbapénémes par transmission croisée d'agents pathogénes
et/ou de leurs génes de résistance qui est négatifs pour phylogroupes A et plus pour

phylogroupes D.
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Figure 9 : Organigramme PRISMA du processus de sélection des études incluses.
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Tableau 5: Caractéristiques des études incluses

Especes
Nombre -
sosgfies Nombre et origine _ Année_ .: g o g I R R
Références Entérobac BLSE d’Echantillons Régions | déchantil | M § =S 3 < e 2] 3 5| 2
o lonnage | 3 3 5 g | g S| a| 2| 5| 3
teries = o o Q 2 = = = @ »
s | £ |3 | g O R N
QD =3 = @
® 8
(Tafoukt et 20 3 12 Bejaia 2017 12 3 3 2 - - - |- 1= |-
al., 2017) Origine: Riviére
Soummam
(Debabzaet | 254 143 30 Souk 2018 16 |62 |- 19 |32 |10 |27 |25 |14 |49
al., 2018) Origine : Eaux usées | Ahras
hospitaliéres et
municipales et leurs
riviéres réceptrices
(Bendjamaet |9 3 377 Batha 2020 1 - 2 2 4 - - |- |- |-
al., 2020) Origine : Piéces de
monnaie (Dinar
Algérien)
(Bouguenoun | 7 4 300 Guelma | 2014 - 1 - - 6 - - |- |- |-
et al., 2016) Origine :
Environnement
hospitalier (surfaces
et équipements
adjacents)
(Djenadi et 13 1 185 Bejaia 2013 - 5 - - 3 - - 3 - 2
al., 2018) Origine : Sol (de la
rhizosphére des
légumineuses
sauvages) et eau
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Especes
Nombre -
sosgfies Nombre et origine _ Année_ .: g o g I R R
Références Entérobac BLSE d’Echantillons Régions | déchantil | M § =S 3 < e 2] 3 5| 2
o lonnage | 3 3 5 8 | g S| a| 2| 5| 3
teries = o o Q 2 = = = @ »
s =4 — (o] (<)) [s}) jsb] =
5 | = |5 |2 ®
® 8
(sources d'eau
naturelles et de
forage, abreuvoirs
pour animaux et eaux
usées municipales)
(Yousfietal., | 73 45 94 Bejaia et | 2011/ 19 14 | - 15 |9 - - |- |- 16
2019) Origine : effluents Tizi 2012
hospitaliers Ouzou
(Cherak et 10 7 3 Batha 2018 - — 1 9 - — - |- 1= |-
al., 2022) Origine : eaux usées
hospitaliéres
(Chaalal et 29 - 181 Oran, 2017 - 29 | - - - |- - |- |- |-
al., 2021) Origine : viande de Tiaret et
poulet Saida
(Touati etal., |3 3 87 Bejaia 2016 - 3 - - - - - |- |- |-
2017) Origine : légumes
frais (laitue, tomates,
carottes, concombres,
et persil)
(Yaicietal., |30 24 200 Bejaia 2013/ 18 12 | - - - - - |- |- |-
2017) Origine : sandwichs 2014
dans les fast-foods et
les vendeurs de rue
(Yousfietal., | 5 5 200 Bejaia 2015 5 — — — — — - |- |- |-
2016) Origine : Chiens,

Chats (sein et
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Références

Nombre
des
souches
Entérobac
téries

BLSE

Nombre et origine
d’Echantillons

Régions

Année
d'échantil
lonnage

Especes

1100 '3

aeluownaud "y

eonAjouryiulo 'y

J13)9Rq0ID

Ja10eqoisiuy

RIUISISA

e|1961ys

eleLIss

e||auowyes

Saline

malade)

(Bachiri et
al., 2018)

380

Origine : Animaux
sauvages, Sangliers,
Macaques de
Barbarie

Bejaia

2016

[E=Y

(Brahmi et
al., 2018)

64

12

300

Origine :
poisson sauvages
-Sardina pilchardus
-Sarpa salpa
-Pagellus acarne
-Trachurus tra-
churus

-Boops boops
-Engraulis
encrasicolus

Bejaia

2013

22

11

10 | -

13

(Mairi et al.,
2020)

13

39

Origine : Animaux
sauvages, Cerf de
Barbarie

Bejaia

2018

13

(Yousfi et al.,
2018)

12

533

Origine : Animaux de
compagnie sain et
malades (Chiens,
Chats, chevaux,
oiseaux)

Algérie
(différen
tes
villes)

2016
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Tableau 6 : Méthodes et résultats des études incluses

Phénotypiques Moléculaires
Références
Méthodes Résultats Méthodes Résultats
(Tafoukt et al., Test MCNP 20 PCR 17/ blaoxa.4s
2017) EDTA test Négatifs 3/blaoxa-24a
9/blatem-1
3/blarem-1 et blactx-m-15
Test DD 3/ E. coli MLST ST559, ST38, ST212,
ST3541, 1972 et ST2142
ST3541,5T133, ST2055 et
ST2192
Séquencage d’ADN /
(Debabza et al., Test DD AMX 96.47%, TIC 86.22% , / /
2018) AMC 85.83%, CL 83.46%, KF
81.10%, CTX 80.71%, CAZ
80.31%, ATM 76.38%, FOX
68.90%, FOS 61.42%, F
60.63%, C 53.54%, GM 42.13%,
TE 32.68%, NA 26.77%, COT
23.23%, TOB 22.05%, CIP
10.63%, IPM 33.07%, AK
10.63%
(Bendjama et al., Test DD AMX 100%; FOX75%; CTX PCR 2/blacTx-m-27
2020) 100%: CAZ 58%: FEP 8%, 1/blactx-m-14
ATM 17%; AMC 67%; TCC 1/blaoxa-4s
67%; ETP 33%; IPM 25%; TOB | Séquencage /
17%; CIP 33% MLST ST108

Test MCNP et MHT

1 E.cloacae positif

E-test

CMI d’IMP
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Phénotypiques Moléculaires
Références - ;i , .
Méthodes Résultats Méthodes Résultats

(Bouguenoun et al., | Diffusion sur disque résistant a ETP mais reste PCR 2/0XA-48
2016) sensible a IMP 3/blasky -1

Etest / Liblarem 141

— 4/blacTx-m-15

THM 2/ positifs 1/blass.1z

MCNP 2/ positifs 2blatem-198

EDTA / MALDI-TOF/MS /

Séquencage /
MLST ST557, ST76, ST37, ST403,
ST10, ST296 et ST356
(Djenadi et al., Test de production MBL | Négatifs MALDI-TOF/MS /
2018 :
) EDTA test Négatifs PCR blapHa
- blatem-
Carba NP test Négatifs TEMLE
Test DD IMP (62.9%), ETP (79.0%), Séquencage /
CTX (64.5%), CAZ (43.5%) et
ATM (80.6%), MEM (30.6%).

(Yousfi et al., 2019) | Test API 20E / PCR 27/blactx-m
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Références

Phénotypiques

Moléculaires

Méthodes

Résultats

Méthodes

Résultats

Test DD

TIC (98.6%)
CAZ (86.3%)

12/blarem
14/blasuy
2/blaoxa-4s
2/6qnrB
1/gnrS
12/tet(A), tet(B), et tet(C)
11/dfrAl
14/sull
33/sul2
36/aac(3)-llc
28/aac(6")-1b
9/gacEAI-sull
1/intl2

(Cherak et al.,
2022)

Test DD

/

Test MCNP

Positifs

PCR

10/ b|aox/.\.43
10/blatem-1p
2 Iblactx-m-3
5/blacTx-m-15

Méthode de séquencage
Sanger

/

MLST

/

(Chaalal et al.,
2021)

Test DD

IPM (28, 96.6%)

fluor quinolones (27, 93.1%)
MEM (17, 58.6%)

CTX (13%)
aminoglycosides (44.8%)
CT (100%)

PCR et Séquencage

29/b|ao><A.48
6/blanpm-1
26/b|as|-|v.11

PMQR

24/0gxAB
13/aac (6)-1b-cr
6/gepA

10/gnr

10/gnrB

12/sull

MLST

ST48 et ST101
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Phénotypiques Moléculaires
Références
Méthodes Résultats Meéthodes Résultats
(Touati et al., 2017) | Test DD AMC, TZP, TIC et ETP (100%) | PCR et Sequencage 1/blatem1
3/blaoxa-as
Test MNCP et MHT résistants aux carbapénemes/3 MLST ST1877, ST391 et nouveau
ST
MALDI-TOF/MS /
(aicietal., 2017) | API 20E / MALDI-TOF/MS /
Test DD TET 26/30 PCR et Séquencage 8/blacTx-m-1
NAL 26/30 10/blacTx-m-15
ENR 17/30 1/blactx-m-14
KAN 23/30 1/b|aCTx.M.2
STR 14/30 3/blaspy-2
GEN 9/30 1/blaspy- 12
CHL 11/30 combinations :
2/blacrx-m-1/blaskv-2
blacrx-m-15/blasmv-2
1/b|as|-|v.2
1/6aac(6)-1b-cr
PMQR 17/0gxA
7/0gxB
7/gnrB
9/gnrS
MLST ST69, ST23, ST602, ST219,
ST 882, ST 1, ST 405, ST
1412, ST 155.
(Yousfi et al., 2016) | Test DD CS, TIG, AK PCR et Séquencage 4/blaOXA-48-like
Test MHT, EDTA S174 blaTEM, blaSHV
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Phénotypiques Moléculaires
Références
Méthodes Résultats Meéthodes Résultats
Etest / blaCTX-M
FyuA, iutA
phylogroupes A (S174 et
S192)
phylogroupes D (S99 et
S100)
phylogroupes inconnu (S132)
MALDI-TOF/MS /
PMQR aac (6¢)-lbcr
NDM-5,
CMY-42 et CTX-M-15
(Bachiri et al., Test MNCP et MHT Positifs MALDI-TOF/MS 3 isolats
2018) Test DD AMX, AMC, ETP, MEM, TOB, | PCR et séquencage blaOXA-48
FEP, CTX, CAZ, ATM, IMP, phylogroupes A (B043,
AK, KAN, CN, NA, PEF, CIP, B044) (papC sfa/foc, afa/dra,
OFX, TGC, CT, CA iutA, kpsM 11, fyuA, ibeA,
hlyA iucD, alleles papG I, I,
1)
phylogroupes (B063)
(fimH-1, mrkD, entB,
irp-1, kpn, iutA, irp-1, fyuA
iroN, magA, rmpA et cnf-1)
MLST ST 13, ST653
(Brahmi et al., Test DD CTX, FEP, Carbapénéme, CT, PCR CTX-M, TEM, SHV et dha-1
2018) NA, OFX, CIP, SXT, GN aac (3¢)-1V
aac(3¢)-1
aac(3)-111
ant(2”)-1
(aac(3¢)-1
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Phénotypiques Moléculaires
Références
Méthodes Résultats Méthodes Reésultats
PMQR 3/ gnrB2,
3/CTX-M-15.
6/ blaTEM-24.
MLST ST410,ST31,ST398
ST477,ST131,ST14,ST39
ST219,ST405,ST8,ST 21
ST 37,ST 66,ST 74,ST 132
(Mairi et al., 2020) | Test DD ETP, IMP, AMP, TCC, TZP, WGS blaNDM-1, blaCTX-M-15,
AMC, CAZ, CTX, FEP, ATM, blaSHV-182, blaDHA-1
AK, TOB, GM, C, SXT, NOR, blaOXA-1,aac(3)-1la, aac(3)-
OFX, CIP 1Id, aac (6')-1b-c ,rmtC , sull
gnrB9 ; fosA, tetA, dfrAl4
catA2 et catB3 ,GyrA.
MLST ST410,ST31,ST398,ST477,
ST131,ST14,ST39,ST219,
ST405,ST8,ST 21,ST 37,
ST 66, ST74, ST 132.
(Yousfi et al., 2018) | Test DD / MALDI TOF/MS /
PCR et séquencage blaOXA-48, gnrB1
PBRT blaOXA-48 (plasmide 7KB)
PCR multiplex
PCR Simplex (4) repA, traU, parA
RADP /
MLST ST527

E.coli: Escherichia coli, K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae, R. ornithinolytica: Raoultella ornithinolytica. MHT: Test de Hodge modifié. (MALDI-TOF/MS): matrix-assisted laser
desorption/ionisation time-of-flight mass spectrometry. Test-DD : Test de synergie sur doubles disques. Test CNPM, le test CarbaNP modifié .CMI : Concentration Minimale Inhibitrice. PCR :
Polymérase Chain Réaction. AmpC : géne plasmidique acquis. PMQR : émergence de la résistance aux quinolones a médiation plasmidique. EPC : Entérobactéries productrices de
Carbapénémase. KPC : Klebsiella pneumoniae carbapénemase. MLST : Multilocus sequence typing. OXA-48 : Oxacillinase de classe D. BLSE : Entérobactérie a Béta-lactamase a spectre
élargi. MBL : Métallo-p-lactamase. NDM : New-Delhi métallo-B-lactamase. WGS : séquence génome entier. RADP : analyse AND polymorphe amplifié aléatoire. THM : Test de Hodge
modifié. IMP : Imipeneme. VIM : Imipenemase de Verone. NET : Ne-tilmicine. NOR, norfloxacine. AMX : Amoxicilline. AMC : Amoxicilline -Acide Clavulanique. AMP, ampicilline. FEP :
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Cefepime. CTX : Cefotaxine. CAZ : Ceftazidine .CIP: Ciprofloxacine. CT : Colistine. NA : Nalidixique. ATM : Aztreonam. ETP : Ertapeneme. MEM : Méropénéme. SXT : Trimethoprine
Sulfamethoxazole. AK : Amikacine. KAM : Kamanycine. CN : Gentamycine. TOB : Tobramycine. PEF : Pefloxacine. OFX : Ofloxacine. TGC : Trgecucline. ETP Ertapénéme. FEP :
Céfépime. IMP : Imipénéme. VITEK : spectrometrie de masse a temps de vol par desorption et ionisation laser assiste par matrice. ; ATM, aztréonam ; CRO, ceftriaxone ; GM, gentamicine C

= chloramphénicol FOS, fosfomycine, FOX, céfoxitine SXT, cotrimoxazole TCC, ticarcilline ; TZP, pipéracilline ; TIC, ticarcilline TET, tétracyclines ; STR, streptomycine ; NAL, acide
nalidixique ; ENR : enrofloxacine ; COT : cotrimoxazole ; F : nitrofurantoine ; KF : céfalotine ; WGS : Whole-genome sequencing.
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Conclusion:

Les entérobactéries productrices de carbapénemases (EPC) représentent une nouvelle
menace pour la santé publique a échelle mondiale.

D’apres les résultats de notre étude et les données de la littérature, il apparait
clairement que les EPC prennent une place de plus en plus importante, 11 s’agit
essentiellement des bétalactamases de type KPC, des métallo-béta-lactamases IMP/VIM et
plus récemment du métallo béta-lactamase NDM-1 et d’OXA-48. K. pneumoniae reste
I’espéce d’entérobactérie chez qui la plupart de ces carbapénémases ont été identifiées.

En outre, selon les données présentées dans les articles collectés dans notre étude, il a
été souligné les difficultés potentielles de détection des entérobactéries produisant des OXA-
48-like, car ces isolats ont souvent des CMI faibles pour les carbapénémes. Cette situation
pourrait augmenter le risque d'épidémies dues a I'EPC en Algérie.

Ces carbapénémases sont le plus souvent associées a des résistances a d’autres
familles d’antibiotiques contribuant a la Multiresistance aux antibiotiques de ces souches. Une
fois établie, cette Multiresistance ne régresse pas facilement conduisant a des risques
d’impasses thérapeutiques réelles. La mise au point et 1’utilisation de tests moléculaires de
diagnostic rapide et fiable des souches productrices de tous types de carbapénemases
deviennent un impératif afin d’en limiter la diffusion de ces souches multi-résistantes.

Ces souches nécessitent d’étre rapidement et efficacement détectées afin de prendre au
plus vite les mesures préventives et thérapeutiques appropriées vis a vis des patients qui les
hébergent. Leur détection peut parfois se révéler difficile mais de nouveaux moyens font peu
a peu leur apparition afin de faciliter leur mise en évidence au laboratoire de microbiologie.
Au plus, des enquétes épidémiologiques impliquant les autorités publiques, les professionnels
de santé humaine et animale sont obligatoires pour actualiser les données de cette émergence

de I’antibio-résistance, et d’établir et mis en place les moyens et mesures prophylactiques.
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Introduction

In recent years, treated sewage water has been used for irrigation,
industry, and recharge of ground water, and in special cases, prop-
erly treated wastewater can be used for municipal supply. With
careful planning, various industrial and agricultural demands
may be met by purified water, thereby freeing freshwater for
municipal use (Dreschel et al. 2010). Among several opportunities
to reuse wastewater, including environmental, aquaculture, indus-
trial, recreation, and urban uses, agriculture irrigation seems to be

the most established in arid and semiarid countries. This use is
mainly motivated by the increasing scarcity of water resources
and the degradation of freshwater sources resulting from the
improper disposal of wastewater (Scheierling et al. 2011; Ferro
et al. 2015).

Over the last few decades, biological treatment processes have
become the most widely used approach for the treatment of indus-
trial and municipal sewage to a sufficient level such that it can
be safely returned to the environment. This is due to their high
efficiency for removing bacteria, organic matter, and chemical
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Objectives: The aim of this study was to screen for the presence of f-lactamase-producing Gram-negative
bacteria (GNB) from Algerian currency collected from food vendors in Batna city, Algeria.

Methods: During two periods (May 2018 and March-April 2019), a total of 408 coins and currency notes of
different denominations of Algerian Dinar were randomly recovered from several food vendors. Samples
were subjected to selective isolation of extended-spectrum cephalosporin- and carbapenem-resistant
GNB. Bacterial species identification was performed using matrix-assisted laser desorption/ionisation

g;yxzrsds: time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF/MS). Antibiotic susceptibility testing was performed by
Entorabactar doats the disk diffusion method. Carbapenemase and extended-spectrum p-lactamase (ESBL) genes were
Money searched for by real-time PCR, standard PCR and sequencing. The clonal relationship of carbapenemase-
Carbapenemase producing isolates was investigated by multilocus sequence typing (MLST). The transferability of the
Algeria detected carbapenemase-encoding gene was verified by conjugation experiments.

Results: Twelve cefotaxime- and/or carbapenem-resistant strains were isolated in this study and were
identified as Enterobacter cloacae, Raoultella ornithinolytica, Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Pseudomonas aerugi Pseudomonas lib is and Pseud stutzeri. The blagxs4g gene was
detected in only one E. cloacae strain belonging to sequence type 108 (ST108), whilst the two R
ornithinolytica isolates harboured blacrx-m-27 and one E. coli strain carried blactx.m-14. The detected
blaoxa-as gene was transferable by conjugation.
Conclusions: We report for the first time the detection of an OXA-48-producing E. cloacae isolate from
money. This calls for consciousness development on the potential risks associated with poor handling of
currency.
© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Antimicrobial
Chemotherapy. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.
org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction circulated by a large number of people, under different

environmental and personal conditions [12]. Consequently,

Currency is used as a medium for goods, exchange and services
in the entire global economic environment and has promoted
trade worldwide [1,2]. The potential threat to public health that
money might act as a vehicle for the transmission of potential
pathogenic micro-organisms was suggested in the 1970s by
Abrams and Waterman [3], given that money is handled and

* Corresponding author.
E-mail address: lotfiloucif@hotmail.fr (L. Loucif).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jgar.2020.09.003

recent studies from different parts of the world have confirmed
these theories and have shown that viable pathogenic organisms
can be isolated on money surfaces, including bacteria, particularly
Gram-negative bacteria (GNB), which may persist more than
Gram-positive bacteria on inanimate surfaces, and viruses such as
human influenza virus and coronavirus [2,4]. In addition, various
studies show that currency could play a major role in the spread
of bacteria resistant to commonly used antibiotics and thus pose a
threat to the public health of currency handlers and the
community [2].

2213-7165/© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Antimicrobial Chemotherapy. Thisis an open access article under the CCBY-NC-

ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Objectives: Recent research has demonstrated that natural populations of bacteria carry large numbers of
mobile genetic elements that may harbour antibiotic resistance determinants. This study aimed to
investigate carbapenem resistance in Gram-negative bacteria isolated from natural environments in
Béjaia (Algeria) and to determine the horizontal gene transfer potential of a subset of these antibiotic
resistance genes (ARGSs).

Methods: Antibiotic-resistant bacteria were isolated and the host was identified using MALDI-TOF/MS

?;yﬂ\:;ord;;m and 16S rRNA sequencing. ARG carriage was investigated by the double-disk synergy test, metallo-f-
Gene l:reansre, lactamase (MBL) production test and PCR screening for carbapenemase genes. Conjugation experiments
Resistance were performed to determine potential ARG mobility. To identify ARGs, genomic libraries were

Soil constructed and functionally screened and inserts were sequenced.

Water Results: A total of 62 antibiotic-resistant strains isolated from soil and water samples were classified as
belonging to the Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae and Aeromonadaceae
families. Four highly imipenem-resistant (MIC> 64 p.g/mL) and cefotaxime-resistant (MIC > 8 p.g/mL)
clinically-relevant strains were selected for further characterisation. All four strains produced extended-
spectrum p-lactamases, but MBL production was not confirmed. Imipenem and cefotaxime resistance
was transferable to Escherichia coli but was not conferred by blaampc, blamp blanom, blakec, blaoxa-as or
blaggs genes. Novel putative resistance mechanisms were identified, including a novel DHA p-lactamase
conferring clinical resistance to cefotaxime.
Conclusions: The environment is a reservoir of carbapenem-resistant bacteria. Further investigation of the
evolution and dissemination of antibiotic resistance in environmental bacteria is required in order to
understand and prevent the emergence of resistance in the clinical environment.
© 2018 International Society for Chemotherapy of Infection and Cancer. Published by Elsevier Ltd. All

rights reserved.

organisms in the clinical environment. They are implicated in large
numbers of community- and hospital-acquired infections and can
exchange and acquire genetic information, including antibiotic

1. Introduction

The emergence of antibiotic resistance in Gram-negative

bacteria is a significant clinical and economic threat to human
and animal medicine. Pseudomonas, Stenotrophomonas, Aeromonas
and Enterobacteriaceae spp. are environmental species but are also
multiresistant opportunistic pathogens associated with serious
infections in humans and animals. Enterobacteriaceae are ubiqui-
tous Gram-negative micro-organisms usually colonising the gut
environment. They are a major cause of contamination in food and
water and are one of the most important opportunistic pathogenic

* Corresponding author.
E-mail address: W.H.Gaze@exeter.ac.uk (W.H. Gaze).

https://doi.org/10.1016/j.jgar.2018.07.013

resistance genes (ARGs), via horizontal gene transfer (HGT).
p-Lactam antibiotics are widely used in clinical therapy to treat
such enteric bacterial infections. Third-generation cephalosporins
are p-lactams that are currently widely used, and carbapenems are
one of the antibiotics of last resort to treat nosocomial and severe
urinary tract and skin infections [1]. However, their overuse
contributes to the development of multidrug resistance among
enteric bacteria [2]. Carbapenem resistance can result from the
production of p-lactamase enzymes such as extended-spectrum f-
lactamases (ESBLs) combined with porin alteration, hyperproduc-
tion of the AmpC enzyme coupled with loss of porin functionality,
or production of -lactam-hydrolysing carbapenemases [3]. Using

2213-7165/© 2018 International Society for Chemotherapy of Infection and Cancer. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Abstract

The antibiotic susceptibility profile and antimicrobial resistance determinants were characterized on Gram-negative bacilli
(GNB) isolated from Algerian hospital effluents. Among the 94 isolates, Enterobacteriaceae was the predominant family, with
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae being the most isolated species. In non-Enterobacteriaceae, Acinetobacter and
Aeromonas were the predominant species followed by Pseudomonas, Comamonas, Pasteurella, and Shewanella spp. The
majority of the isolates were multidrug-resistant (MDR) and carried different antimicrobial resistance genes including blacrx-
M. blaresm, blasyy, blaoxa-as-like, blagxa-23, blaoxa-si, gnrB, gnrS, tet(A), tet(B), tet(C), dfrAl, aac(3)-Ilc (aacC2), aac(6')-1b,
sull, and sul2. The gacEAI-sull and intl2 signatures of class 1 and class 2 integrons, respectively, were also detected.
Microarray hybridization on MDR E. coli revealed additional resistance genes (aadAl and aph3strA, tet30, mphA, dfrA12, bla-
emy2, blagop, and cmlAl) and classified the tested strains as commensals, thus highlighting the potential role of humans in
antibiotic resistance dissemination. This study is the first report of blagxa 4s-like in Klebsiella oxytoca in Algeria and blagxa 23
inA. baumannii in Algerian hospital effluents. The presence of these bacteria and resistance genes in hospital effluents represents
a serious public health concern since they can be disseminated in the environment and can colonize other hosts.

Keywords Multidrug resistance - Hospital effluents - Gram-negative bacilli - Algeria

Introduction bacilli (GNB), this resistance is a cause for concern, owing

to the emergence and dissemination of different resistance
Antimicrobial resistance resulting from intensive and inap-  genes identified either in clinical setting or in the environ-
propriate use of antibiotics represents an increasing chal- ~ ment. Within the environment, aquatic ecosystems have

lenge for health care services worldwide. In Gram-negative ~ been documented as an important vehicle and reservoir of
antibiotic resistance [1]. Different studies have shown that
hospital effluents contain high levels of antibiotic-resistant
bacteria and contribute to antibiotic resistance dissemina-

Responsible Editor: Jorge Sampaio

54 Sadjia Bekal tion in the environment [2, 3]. Moreover, the non-
sadjia.bekal@inspq.qc.ca metabolized fraction of consumed antibiotics excreted di-
rectly in wastewater can exert a selective pressure promot-

' Laboratoire d’Ecologic Microbienne, FSNV, Université de Béjaia, ing the selection of these resistant bacteria [2]. Generally,

06000 Beéjaia, Algeria hospital effluents are discharged into municipal sewage

2 Labqratoil‘e de s’amé pul?lique du Québec, Institut national de santé and collected via wastewater treatment planls (WWTP) or
2‘;?]:3:6 duQuébecSamntecAnmie-de-Bellevé, QC HIXIRS, eliminated directly into the environment without any treat-
ments. The latter practice has been criticized and a pre-

treatment has been recommended [4].
The resistant bacteria present in hospital wastewater could
be a source of genes encoding various resistance mechanisms
including extended spectrum f(-lactamases (ESBLs),
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Emergence of Metallo-pB-Lactamases
and OXA-48 Carbapenemase Producing Gram-Negative
Bacteria in Hospital Wastewater in Algeria:
A Potential Dissemination Pathway Into the Environment

Zineb Cherak,' Lotfi Loucif®' Abdelhamid Moussi,' Esma Bendjama?
Amel Benbouza? and Jean-Marc Rolain*®

Antibiotic-resistant bacteria can leave hospitals and therefore contaminate the environment and, most likely,
humans and animals, through different routes, among which wastewater discharge is of great importance. This
study aims to assess the possible role of hospital sewage as reservoir and dissemination pathway of carbapenem-
resistant Gram-negative bacilli (GNB). Carbapenem-resistant GNB were selectively isolated from wastewater
collected from a public hospital in Batna, Algeria. Species identification was carried out using matrix-assisted
laser desorption and ionization time-of-flight mass spectrometry, and antibiotic susceptibility was evaluated
by the disc diffusion method. B-Lactamase production was investigated phenotypically using the double-disk
synergy assay and the modified CarbaNP test, then the molecular mechanisms of f3-lactam-resistance were studied
by PCR and sequencing. Ten Enterobacteriaceae and 14 glucose-nonfermenting GNB isolates were obtained.
All Enterobacteriaceae isolates were positive for OXA-48 and TEM-1D f-lactamases, where seven of them
coproduced an extended-spectrum B-lactamase. VIM-2 carbapenemase was detected in six glucose-nonfermenting
GNB isolates. However, three Pseudomonas aeruginosa, one Comamonas jiangduensis and one Acinetobacter
baumannii isolates were positive for VIM-4 variant. In addition, NDM-1 enzyme was detected in four A. bau-
mannii isolates. Our findings highlight the potential impact of hospital wastewater in the spread of drug resistance
mechanisms outside of hospitals.

Keywords: hospital sewage, Gram-negative bacteria, metallo-p-lactamases, OXA-48, Algeria

Introduction resistant pathogens requiring the development of new ef-
fective drugs, with carbapenem-resistant Gram-negative
THE INTRODUCTION OF antibiotics into the therapeutic  bacilli (GNB) (Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
arsenal has significantly reduced mortality rates due to  baumannii, and enterobacteria) at the top of the list as of
bacterial infectious diseases. Consequently, these drugs have  critical priority.*
remarkably increased longevity by up to 20 years.' However, Carbapenems are the most powerful B-lactams and are
rapidly after their therapeutic use, these miraculous drugs often used as a treatment of last resort for infections caused
have been threatened by the emergence and spread of anti- by multidrug-resistant GNB.? Resistance to carbapenems in
microbial resistance.” This phenomenon is now a major GNB arises from membrane permeability alteration (efflux
public health concern worldwide, for which an estimated pumps expression and porins dysfunction) and/or from en-
700,000 deaths are attributed each year.® In late 2017, the zymatic hydrolysis of the carbapenem compound through
World Health Organization published a priority list of drug-  carbapenemase production. This latter is the most powerful
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Spread of OXA-48 and NDM-1-Producing
Klebsiella pneumoniae ST48 and ST101
in Chicken Meat in Western Algeria

Nadia Chaalal"® Abdelaziz Touati! Sofiane Bakour Mohamed Amine Aissa?
Albert Sotto,® Jean-Philippe Lavigne, and Alix Pantel®

Aim: We investigated the prevalence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) in chicken meat in
Western Algeria in 2017.

Results: From February to July 2017, samples of chicken meat from three poultry farms in Western Algeria
were screened for the presence of CPE. Strains were characterized with regard to antibiotic resistance, f-
lactamase content, Plasmid-mediated quinolone resistance, sulfonamide resistance genes, clonality (repetitive
sequence-based profiles and multilocus sequence typing) and virulence traits. Of 181 samples analyzed, 29
(16.0%) carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae were detected. Twenty-three OXA-48-producers
(79.3%) and six (20.7%) New Delhi metallo (NDM)-1-producers were observed. Clonality analysis showed
three distinct lineages and clonal expansions of the OXA-48-producing K. pneumoniae ST48 and the NDM-1-
producing K. pneumoniae ST101. These isolates harbored fimH, ureA, mrkD, entB, uge, and wabG. Neither
capsular serotype genes nor hypermucoviscous phenotype were detected. Plasmid analysis confirmed that all
these isolates harbored the transferable IncL and IncFIIK plasmids.

Conclusions: This study reports the spread of OXA-48 and NDM-1-producing K. pneumoniae ST48 and ST101
in chicken meat in Western Algeria and demonstrates that food represents a reservoir of the carbapenemases
encoding genes.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, OXA-48, NDM-1, ST101, ST48, chicken meat

tion of B-lactamases."* Carbapenems represent the latest
B-lactams having a broad activity against third-generation
cephalosporin-resistant Enterobacteriaceae, leading to their
increasing use for the treatment of hospital-acquired human
infections." The consequence has been the emergence and
diffusion of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE)

Introduction

ENTEROBACI'ERIACEAE, NORMALLY INHABITING Gram-
negative bacteria of intestinal microbiota, are respon-
sible for several infections associated with endemic out-
breaks in many countries and a high ra(e of mortality in both

the medical and vetennary clinic.'? Due to their broad
distribution, these organisms can spread easily between
humans and animals through the consumption of contami-
nated food or water."** They also have a high capacity to
acquire genetic material through horizontal gene transfer
(plasmids and transposons) conferring resistance to a laroe
panel of antibiotics and contributing to therapeutic fmlure

Due to the widespread use of B-lactam antibiotic for
the treatment of Enterobacteriaceae infections, resistance
to this family of antibiotic has emerged through produc-

among humans, now representing a worldwnde problem.
Carbapenems are not approved for veterinary use,” however,
resistance to these antimicrobial agents has emerged in ani-
mals in recent years because of successful transmission of
Enterobacteriaceac clonal groups and frequent horizontal
gene transfer of carbaPenumasc-expressmg plasmids among
Gram-negative bacilli.

Public health officials sounded the alarm when a
carbapenemase-producing Enterobacteriaceac (CPE) was
isolated for the first time in German swine farms in 2012°

L.\bomlolre d’Ecologie Microbienne, FSNV, Université de Bejaia, Bejaia, Algeria.
'Labomtory of Microbiology, National Institute of Velerm%rmn Sciences, Tiaret, Algeria.
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Monlpelller Nimes, France.
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VETERINARY MICROBIOLOGY

Emergence of Carbapenemase-Producing
Escherichia coli Isolated from Companion
Animals in Algeria

Massilia Yousfi] Abdelaziz Touati! Assia Mairi! Lucien Brasme?2 Alima Gharout-Sait;
Thomas Guillard?® and Christophe De Champs?3

The emergence and worldwide spread of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae is of great concern to
public health. The aim of this study was to investigate the occurrence of carbapenemase-producing Escherichia
coli in companion animals in Algeria. Two hundred fecal samples were obtained from healthy and diseased
dogs and cats in one veterinary office and private owners in Bejaia city, Algeria, during November 2014 to
March 2015. Isolates were screened by polymerase chain reaction for the presence of carbapenemase, acquired
plasmidic AmpC (pAmpC) and extended-spectrum beta-lactamase genes. Five carbapenemase-producing
E. coli isolates were detected including four OXA-48-producing isolates and one isolate producing NDM-5.
Coexpression of ESBL and pAmpC genes was observed in these isolates. Phylogenetic grouping revealed that
these isolates belonged to A and D phylogroups. The results of this study show that carbapenemase-producing

E. coli spread to the companion animals in Algeria.

Introduction

IN VETERINARY MEDICINE, beta-lactam antibiotics are ar-
guably the most important and widely used antimicrobial
class for treating bacterial infections, including those caused
by Enterobacteriaceae.”® A large variety of beta-lactams is
currently licensed for use in veterinary medicine and thus
provides opportunity for selection pressure in the development
of beta-lactam resistance. Indeed, beta-lactam resistance, in-
cluding resistance to extended-spectrum beta-lactams, has
now been increasingly observed in bacteria of animal origin
and of human health concern.'®

During the last decade, the emergence of carbapenemase-
producing strains among Gram negative bacilli is remark-
able. In Enterobacteriaceae, the carbapenemases belong to
three types, the metallo-B-lactamases (MPLs), Klebsiella
pneumoniae carbapenemases (KPC)-type, and the OXA-48
type enzymes.”’

The MBLs of Ambler class B are active against penicil-
lins, older and newer cephalosporins, and carbapenems, but
not aztreonam.”’ Recently, the emergence and dissemina-
tion of NDM-1 (New Delhi metallo B-lactamase) from India
has garnered much attention.”* The NDM-type B-lactamase
was first isolated in 2009 from a Swedish patient returning

from India. blaxpm has now spread to all inhabited conti-
nents and is carried by multiple Gram-negative species.”®

Although OXA-48 hydrolyses penicillins at a high level,
it hydrolyses carbapenems only at a low level. In addition, it
shows very weak activity against extended-spectrum ceph-
alosporins. The OXA-48 type carbapenemases are found
most commonly in Escherichia coli and K. pneumoniae, and
are endemic in Turkey, northern Africa, and India.>' The
KPC exhibit activity against a wide spectrum of B-lactams,
including penicillins, older and newer cephalosporins, az-
treonam, and carbapenems.”’

Reports on carbapenemase-producing bacteria in animals
are rare, but are increasing. Isolates of E. coli and Salmo-
nella producing carbapenemase VIM-1 were recovered from
pigs in Germany.®* Poirel et al., reported one Acinetobacter
baumannii isolate expressing carbapenemase OXA-23 re-
covered from cattle in France?® and NDM-I-producing A.
baumannii and Acinetobacter Iwoffii isolates were reported
from porcine and chicken sources in south China.*

Concerning carbapenem resistance among Gram-negative
bacteria isolated from companion animals, only two reports
were published, including isolates of E. coli producing NDM-
1 reported from USA*® and OXA-48 producing E. coli and
K. pneumoniae identified in Germany.?® These indicate that

iLuboraloire d’Ecologie Microbienne, FSNV, Université de Bejaia, Bejaia, Algérie.
“Laboratoire de Bactériologie-Virologie-Hygiéne Hospitaliere, CHU Reims, Hopital Robert DEBRE, Reims, France.
*EA4687 SFR CAP-Santé (FED 4231), Université de Reims-Champagne-Ardenne, Reims, France.
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Occurrence of Carbapenemase-Producing
Enterobacteriaceae |solates in the Wildlife:
First Report of OXA-48 in Wild Boars in Algeria

Taous Bachiri'? Sofiane Bakour? Rym Lalaoui? Nadia Belkebla, Meriem Allouache;
Jean Marc Rolain? and Abdelaziz Touati’

The aim of the present study was to screen for the presence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae
(CPE) isolates from wild boars and Barbary macaques in Algeria. Fecal samples were collected from wild
boars (n=168) and Barbary macaques (n=212), in Bejaia, Algeria, between September 2014 and April 2016.
The isolates were identified and antimicrobial susceptibility was determined. Carbapenem resistance deter-
minants were studied using PCR and sequencing, while clonal relatedness was performed using multilocus
sequence typing (MLST). PCR was used to investigate certain virulence genes. Three CPE isolates from three
different samples (1.8%) recovered from wild boars were identified as Escherichia coli (two isolates) and
Klebsiella pneumoniae (one isolate). These isolates were resistant to amoxicillin, amoxicillin—clavulanate,
tobramycin, ertapenem, and meropenem. The results of PCR and sequencing analysis showed that all three
isolates produced the OXA-48 enzyme. The MLST showed that the two E. coli isolates were assigned to the
same sequence type, ST635, and belonged to phylogroup A, whereas K. pneumoniae strain belonged to ST13.
The K. pneumoniae strain was positive for multiple virulence factors, whereas no virulence determinants were
found in E. coli isolates. This is the first report of OXA-48-producing Enterobacteriaceae in wild animals
from Algeria and Africa.

Keywords: OXA-48, Enterobacteriaceae, wild animals, Algeria, virulence

Introduction The blapxa-as gene was firstly identified in a K. pneumo-
niae isolate from Turkey.® Since then, several other OXA-48-
IN ADDITION TO third- and fourth-generation cephalospo-  producing isolates of various Enterobacteriaceae have been
rins, which are B-lactam antimicrobial agents with a large  reported in North African countries and many European
in vitro spectrum against many human pathogens, carbape- countries.””* Reports on carbapenemase-producing bacteria
nems are used as last recourse drugs because of the increased  in animals are rare, but are on the increase.”'* The carba-
resistance to B-lactam. Over the last decade, resistance against ~penemase producers were isolated from companion ani-
the carbapenem antibiotic class has appeared worldwide mals.'*"'” However, much effort has been made to improve
and has become a serious public health problem.' Cur-  our knowledge on the resistance in human populations and
rently, the most widespread carbapenemases found among  domestic animals, but less attention was devoted to wildlife.
Enterobacteriaceae in the world include Klebsiella pneumo-  Nevertheless, the occurrences of multidrug-resistant patho-
niae carbapenemase (KPC), metallo-p-lactamases (MBLs), gens in wild animals, which have not been directly exposed
such as imipenemase (IMP-), Verona imipenemase (VIM-), to antibiotics, have been reported through different geo-
New Delhi MBLs (NDM-) type, and the class D oxacillinases ~ graphical areas.” This indicates the possible transmission
(OXA-48). In contrast to other carbapenemases identified between humans, domestic animals, the natural environ-
in Enterobacteriaceae, OXA-48 hydrolyses carbapenems ment, and wildlife.?
only at a moderate level and they do not reach broad-spectrum Fischer et al. speculated that wildlife can be a reservoir
cephalosporins.*? for carbapenemase-producing bacteria.” Since then, some

:Luborutoire d’Ecologie Microbienne, FSNV, Université de Bejaia, Bejaia, Algeria.
“Unité de recherche sur les maladies infectieuses et tropicales émergentes (URMITE), UM 63, CNRS 7278, IRD 198, INSERM 1095,
IHU Méditerranée Infection, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Aix-Marseille-Université, Marseille, France.
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High Prevalence of Extended-Spectrum B-Lactamase-
Producing Enterobacteriaceae in Wild Fish
from the Mediterranean Sea in Algeria

Soumia Brahmi!? Abdelaziz Touati; Catherine Dunyach-Remy?® Albert Sotto®*
Alix Pantel®® and Jean-Philippe Lavigne®®

Aim: We investigated the prevalence of extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae
among wild fish from the coast of Bejaia (Algeria) in the Mediterranean Sea.

Results: From March 2012 to August 2013, gut and gill samples of wild fish were screened for the presence of
ESBL-producing Enterobacteriaceae. Strains were characterized with regard to antibiotic resistance, p-lactamase
content, plasmid-mediated quinolone resistance, aminoglycoside resistance genes, and clonality (repetitive
sequence-based polymerase chain reaction profiles and multilocus sequence typing). Virulence traits were per-
formed for Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae isolates. Of the 300 fish studied, 64 (21.3%) isolates were
screened as positive for ESBL producing by the double-disc method. The isolates corresponded to E. coli, K.
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Citrobacter freundii, and Proteus vulgaris. A pre-
dominance of blacrx. gene was observed with a prevalence of 60.5% (n=46). Furthermore, our study describes
the association of important coresistance and virulence factors in E. coli and K. pneumoniae. Twelve of the ESBL
producers carried genes of the gnr family and ogxAB gene and six carried the aac(6’)-Ib-cr gene.
Conclusions: Our results highlight for the first time the diffusion of multidrug-resistant Enterobacteriaceae
isolates carrying resistance and virulence genes in fish from the Mediterranean Sea in Algeria.

Keywords: extended-spectrum beta-lactamases, CTX-M, Mediterranean Sea, quinolone resistance, virulence
genes, wild fish

Introduction The emergence of multidrug resistance (MDR) in bacteria
from different habitats has been rising at a disquieting rate
NTIMICROBIAL RESISTANCE due to the continuous se- and is becoming a severe problem throughout the world.**
lective pressure from widespread use of antibiotics in ~ Horizontal gene transfer represents one of the main causes of
humans, animals, and af%ricullure is a growing problem the rapid proliferation of antibiotic resistance genes across a
and a public health issue.” Various genetic mechanisms are  wide diversity of bacteria. In this way, the integrons are ge-
involved in the spread of resistance genes among bacteria.  netic elements that acquire, exchange, and express antibiotic
Among the resistance mechanisms, extended-spectrum resistance genes. They are widely distributed, especially in
B-lactamases (ESBLs) are now observed worldwide in all ~Gram-negative bacteria, and are involved in the antibiotic
Enterobacteriaceae species.>” In recent years, CTX-M en-  resistance spread in the environment (a%ricullure. industrial
zymes have become widespread in Escherichia coli and  effluent, wastewater treatment plant, etc).” The contamination
Klebsiella spp. both in nosocomial and community settings, of different environmental niches in several regions and the
leading to serious problems for the antimicrobial manage- role of integrons explain the low success of the MDR bacteria
ment of infections.”> ESBL-producing Enterobacteriaceae  containment measures.®’

are commonly resistant to quinolones due mainly to muta- There is growing evidence that Enterobacteriaceae har-
tions in DNA gyrases and also to the emergence of the boring clinically relevant bla genes, especially genes en-
plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR).* coding the CTX-M family of ESBLs, have spread into the

iLz\boruloire d'Ecol()gie Microbienne, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Bejaia, Bejaia, Algérie.
“UFR de Médecine, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, U1047, Université de Montpellier, Nimes, France.
3 P 3 g : % s

Service de Microbiologie, CHU Carémeau, Nimes, France.
“Service des Maladies Infectieuses et Tropicales, CHU Carémeau, Nimes, France.
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Objectives: The emergence and worldwide spread of carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) is
a great public-health concern. This study aimed to screen for the presence of CPE isolates from Barbary
deer in Akfadou Forest, Béjaia (Algeria).

Methods: Faecal samples (n=39) were obtained from Barbary deer in Akfadou Forest between March-
June 2018. Whole-genome sequencing (WGS) was performed to characterise one representative strain of
p . Data analysis was performed using online tools.

Results: A total of 13 carbapenem-resistantK. pneumoniae isolates were obtained. The isolates showed an

Antimicrobial resistance genes identical antimicrobial resistance pattern and were susceptible to colistin and fosfomycin. WGS analysis
Wild animal revealed the complete resistome of K pneumoniae strain CF21, including blanpm-1, blacrx-m-1s, blasuv-1s2,
WGS blappa-1, blaoxa-1, aac(3)-lla, aac(3)-1ld, aac(6')-1b-cr, rmtC, sull, qnrB9, fosA, tetA, dfrA14, catA2, catB3 and
Algeria mphA. Multilocus sequence typing (MLST) analysis assigned this strain to the international clone ST11.
Plasmid analysis showed that this K. pneumoniae strain possesses five different plasmids including
IncA/C2, IncFIA(HI), IncFIB(K), IncFlI(K) and CoIRNAL
Conclusion: This study reports a multidrug-resistantK. pneumoniae strain recovered from Barbary deer in

Algeria and confirms that wild animals could serve as a reservoir of antimicrobial resistance genes.
© 2020 The Author(s). Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Antimicrobial
Chemotherapy. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.

org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) are now a
serious public-health problem. The most widespread carbapene-
mases found among Enterobacterales in the world include
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), metallo-p-lactamases
(MBLs) such as imipenemase (IMP), Verona imipenemase (VIM)
and New Delhi metallo-p-lactamase (NDM) types, and the class D
oxacillinases (OXA-48-like) [1]. NDM-1 carbapenemase was first
described in an Enterobacterales strain isolated in 2008 in a
Swedish patient previously hospitalised in New Delhi, India. More
than 20 variants of NDM have been described, with NDM-1 and
NDM-5 being particularly widespread [2]. In Algeria, carbapenem-

* Corresponding author.
E-mail address: ziz1999@yahoo.fr (A. Touati).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jgar.2020.04.027

resistant K. pneumoniae (CRKP) are the most isolated strains in
human (78.5%) and extra-human samples (51.1%). However, NDM-
producing K. pneumoniae strains are only sporadically reported
(~5% of all CPE) compared with OXA-48 carbapenemase [3].

Only a few reports of CRKP in wild animals have been published,
including blajyp.4 and blajyp.os from silver gulls in Australia [4] and
blaoxa-4s from wild boars [5], bat guano [6], wild birds and wild fish
from Algeria [7]. The aim of the present study was to investigate by
whole-genome sequencing (WGS) a CRKP isolate recovered from
faeces of Barbary deer (Cervus elaphus barbarus) because, to our
knowledge, no CRKP have been reported in this species and the
living conditions for these animals are particular in Algeria, where
they live freely in an enclosure in Akfadou Forest, Béjaia, without
contact with human beings.

Barbary deer (or Atlas deer), a subspecies of European red deer,
disappeared from North Africa more than 200 years ago. In Algeria,
this species has been reintroduced and kept in semi-captivity in

2213-7165/© 2020 The Author(s). Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Antimicrobial Chemotherapy. This is an open access article under the CC BY-

NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses [by-nc-nd/4.0/).
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