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Introduction

Les antibiotiques sont des molécules antibactériennes, ils ont une origine biologique
(B-lactames, aminosides, macrolides, polypeptide), semi-synthétique ou synthétique
(sulfamides, quinolones) (Belouni et al., 2009). lls ont également un effet bactéricide ou

bactériostatique (Ternent et Dyson., 2005).

Au cours de ces dernieres années l'utilisation de ces molécules a constamment
augmenté pour le traitement des maladies humaines, il sont également utilisés en médecine

vétérinaire et en élevage comme complément alimentaire (Servais et al., 2009).

La consommation annuelle mondiale d'antibiotiques dépasse les 100 000 tonnes
(Danner et al., 2019). Selon les estimations de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les
antibiotiques utilisés dans l'industrie de I'élevage représentent pres de 80 % de tous les
antibiotiques d'importance médicale majeure dans certains pays. En tant que lI'un des plus
grands producteurs et consommateurs d'antibiotiques au monde, la Chine a consommé 92 700
tonnes d'antibiotiques en 2013, dont 52 % sont utilisés dans I'industrie de I'élevage (Zhang et
al., 2015). Les molécules les plus utilisées dans I'industrie de I'élevage en Chine sont le
chloramphenicol, la tétracycline, les macrolides, les sulfamides et les nitrofuranes (inhibent et

tuent les bactéries et les protozoaires) (Di Marcantonio et al., 2020).

Klein et al., dans une étude publiée en 2018, rapportent que la consommation globale
d’antibiotiques a augmenté de 65% entre 2000 et 2015, passant de 21,1 milliards de doses
quotidiennes a 34,8 milliards de doses. Ces auteurs rapportent dans la méme étude qu’en I’an
2000, les cinq premiers pays les plus consommateurs d’antibiotique appartenaient tous a la
catégorie des pays a haut revenu comme la France, la Nouvelle-Zélande, 1’Espagne, Hong
Kong et les Etats-Unis. Alors qu’en 2015, c’est les pays a revenus intermédiaires, comme la
Turquie, la Tunisie et 1’Algérie, qui faisaient partie des pays aux taux de consommation

d’antibiotiques les plus élevés (Klein et al., 2018).

L’utilisation irrationnelle de ces molécules favorisant 1'émergence des souches
bactériennes multi-résistantes (Laurence et al., 2013) telles que les entérocoques résistants a la
vancomycine (Hocquet et al.2016 ) et le Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (Knight et al., 2012 ). Cette résistance aux antibiotiques au sein des populations
bactériennes est devenue un probleme important dans la santé clinique et publique
(Guardabassi et al., 2000).

-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8177822/#CR20
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8177822/#CR30
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Les bactéries ont développé quatre principaux types de mécanismes de résistance aux
antibiotiques (Zhang et al., 2009 ; Wright, 2010): Les pompes a efflux, qui excrétent
efficacement les antibiotiques de la cellule (Wright., 2011). L'inactivation des antibiotiques se
produit lorsque l'activité de la substance antibiotique est directement entravée par I'hydrolyse
ou par la conversion de groupes fonctionnels, etc...(Diaz et al., 2014). Contournement cible :
les stratégies de contournement cible comprennent la creation de nouvelles voies pour
contourner I'enzyme initialement ciblée, la surproduction du composé cible (Munita et Arias,
2016), les changements structurels dans la paroi cellulaire (Vila et al., 2007) et empéche
I'antibiotique de se lier a sa cible (Wright, 2010). Modification de la cible : se produit par la
modification des cibles antibiotiques elles-mémes (Wright, 2010). Plusieurs types de
mécanismes de résistance peuvent conférer simultanément une résistance contre la méme
famille d'antibiotiques (de Sousa Oliveira et al., 2016). A l'inverse, un type de mécanisme de

résistance peut également conférer une résistance a plusieurs types d'antibiotiques.

Les B-Lactamines sont parmi les antibiotiques les plus prescrits en médecine humaine.
Toutefois, en raison de leur utilisation massive et souvent inappropriée, la résistance des
entérobactéries a ces médicaments a nettement augmentée, notamment car elles ont acquis,
par échange de matériel génétique, des B-lactamases. Ces enzymes sont des hydrolases qui
catalysent 1’hydrolyse irréversible de la liaison amide du cycle B-lactame, inactivant ainsi les
B-lactamines (Bush, 1999). Ces enzymes peuvent étre chromosomiques ou plasmidiques et

produites d’une maniere inductible ou constitutive.

Les entérobactéries productrices de BLSE (EBLSE) peuvent causer aussi bien des
infections nosocomiales que des infections communautaires. présentent un risque accru
d’échec thérapeutique et sont associées a des hospitalisations prolongées ainsi que des
surcodts liés aux soins (Rodriguez-Villalobos et Struelens 2006). Les BLSE sont des enzymes
qui hydrolysent aussi bien les pénicillines que les oxyimino-céphalosporines (ceftriaxone,
céfotaxime, ceftazidime...) et les monobactames (aztréonam). Les céphamycines (céfoxitine,
céfotétan, latamoxef) et les carbapénemes (imipéneme, ertapéneme, méropéneme et
doripéneme) restent actifs, alors que les activités des C4G (céfepime, cefpirome) et celles des
associations P-lactamines/IBL (amoxicilline outicarcilline associé a 1’acide clavulanique, ou
encore pipéracilline associé au tazobactam) sont variables (Arlet et al. 2003).

Les carbapénemes sont aujourd’hui parmi les traitements de choix des infections
séveres dues aux entérobactéries productrices 3-actamases a spectre étendu de (BLSE). Mais

leur utilisation pourrait étre compromise par 1’émergence des souches de bactéries résistantes
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également aux carbapénémes (Giilmez et al. 2008). Cette résistance résulte essentiellement de
deux mécanismes impliquant tous deux des pB-lactamases. Le premier mécanisme associe la
production d’une céphalosporinase chromosomique, plasmidique, ou une BLSE a une
diminution quantitative ou qualitative de I’expression des porines. Le second est li¢ a
I’expression de carbapénémases, B-lactamases a forte activité hydrolytique vis-a-vis des
carbapénemes (Baba Ahmed-Kazi Tani et Arlet.,2014)

Les métallo-R-lactamases (VIM, IMP) appartiennent a la classe B d’Ambler,
hydrolysent toutes les B -lactamines a I’exception de I’ATM (Overturf, 2010). L’activité de
ces enzymes est inhibée par 1’addition de chélateur d’ions bivalents. Ce sont des
métalloprotéines, chromosomiques ou plasmidiques (Sefraoui.,2015) .

Les oxacillinases constituent un groupe hétérogene. Elles sont caractérisées par une
hydrolyse plus rapide de I’oxacilline et de la cloxacilline que de la benzylpénicilline. Les
oxacillinases classiques sont inhibées in vitro par le chlorure de sodium (Mesli,2014).

La colistine a été réutilisée pour traiter des infections liées a des germes résistantes aux
carbapénémes. Néanmoins, depuis sa réintroduction, la résistance acquise a la colistine chez
ces bactéries a émergé et les mécanismes expliquant la résistance a la colistine au sein des
entérobactéries sont encore incompris (Charretier et al. 2018). La réintroduction de la
colistine en thérapeutique et son utilisation croissante ont conduit a [’émergence de
résistances chez plusieurs especes d’entérobactéries : E. coli, K.pneumoniae, S. enterica....etc
(Mitra et al. 2020).

Les antibiotiques administrés sont excrétés, soit sous forme inchangée, soit
métabolisés, les métabolites pouvant eux-mémes étre actifs. Les antibiotiques appliqués dans
les fermes d’animaux s'infiltrent dans les cours d’eaux usées et des eaux souterraines; les
antibiotiques pulvérisés sur les plantes peuvent dériver par voie aérienne (Allen et al., 2010).
cinq processus sont responsables de la dégradation et/ou de 1’élimination des molécules
d’antibiotiques: biodégradation, thermolyse, hydrolyse, adsorption et photolyse (Tong et al.,
2011). Le sort et le devenir des molécules d’antibiotiques est différent selon la famille a
laquelle elles appartiennent. Les B-lactamines ont été détectées dans les systémes de
traitements des eaux usées, et cela malgre que ces antibiotiques ne soient pas persistants dans
I’environnement hydrique a cause de 1’hydrolyse du noyau B-lactame (Borjesson, 2009).

Plusieurs familles d’antibiotiques ont été détectés telles que les macrolides,
tétracyclines, sulfamides et quinolones et cela dans différents compartiments de

I'environnement a savoir des effluents d’hopitaux, eaux usées municipales, effluents des
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usines de traitement des eaux usées, eaux de surface et dans certains cas des eaux
souterraines. (Kimmerer, 2004).

Peu est connu sur la dynamique des bactéries résistantes aux antibiotiques et des genes
codant pour la résistance aux antibiotiques dans les stations de traitement des eaux usées
(STEP) (Borjesson, 2009). Ces stations recoivent les bactéries qui sont déja exposées aux
antibiotiques a partir des ménages privés, des hopitaux et des animaleries, et sont considérés
comme des points chauds pour le transfert horizontal de génes a cause de leur richesse
nutritionnelle et de la haute densité bactérienne (Schluter et al., 2007). Des génes de
résistances tels que vanA, ampC, genes de resistance a la gentamicine mais aussi des
bactéries résistantes telles que P. aeroginosa, Acinetobacter spp., Camylobacter spp.et E.coli,
ont été rapportés dans les eaux usées municipales (Kimmerer, 2004).

Actuellement, en Algérie, peu d’études ont été effectuées sur la présence de bactéries
résistantes aux antibiotiques dans les eaux usées. L’étude de Alouache et ses collaborateurs en
2014, s'est portée sur la description de la résistance aux antibiotiques des souches isolées
d’une station d’épuration a Alger. Ils ont rapporté la présence des genes codant pour les
R-lactamases a spectre étendu de type CTX-M -15 chez E.coli, ce qui peut signifier que la
contamination de I'environnement hydrique par des bactéries résistantes peut entrainer la
propagation des genes de résistance. C’est dans ce contexte que nous proposons d’étudier la
sensibilité aux antibiotiques des bacilles a Gram négatif isolés des eaux usées des différentes

stations d’épuration de la wilaya de Bejaia.
Afin de répondre a cette problématique, nous avons adapté la méthodologie suivante :

e Prélévement des échantillons d’eau;

e Isolement des bactéries a Gram négatif;

¢ Identification des souches par la galerie biochimique classique;
e Etude de la sensibilité des souches aux antibiotiques;

e Détermination des phénotypes de résistance probables.
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I. Présentation des différentes stations d’épuration

+ Sidi Ali Labhar
La station d’épuration de Sidi Ali Labhar est entourée a l'est par 1’aéroport, a l'ouest
par une base d'installation chinoise, au nord par la mer, et au sud par des fermes agricoles.
Elle est implantée sur un ancien terrain agricole avec une superficie totale de 27000 m2. Elle a
été congue dans le but d'épurer les eaux usees urbaines pour protéger le milieu récepteur, en

I'occurrence la plage de Sidi Ali Labhar.

La station d’épuration des eaux usée de Sidi Ali Labhar (Bejaia) est entrée en service
industriel le 30/01/2013. Elle est d’une capacité de traitement de (3000 m?/j), équivalent de
2500 habitants.

Le procédé de traitement mis en place est le traitement par boues activées a faible
charge. La STEP dispose d'un matériel de derniere génération ainsi que de procédés
conformes aux normes européennes. Elle posséde aussi un laboratoire d'analyse

physicochimique et biologique afin d'accomplir un suivi journalier de la station.

La station d'épuration est alimentée par des effluents d'origine domestiques. Ces rejets
domestiques proviennent essentiellement de la zone de sidi Ali Labhar.

s Souk Et Tenine
La station d'épuration des eaux usées urbaines de la Commune de Souk - El - Tenine

est située a 35Km a ’est de Bejaia, implantée dans une zone de deux hectares, plus basse de
la ville et a un niveau zéro d'altitude par rapport a la mer, a fin de faciliter I'acheminement des
eaux usées gravitaires vers la station et leur évacuation une fois traitées vers Oued Agrioun

dans I'axe Kherrata - Souk - El- Tenine et enfin vers la mer.

La station d'épuration de Souk El Tenine traite les eaux usees provenant du chef - lieu
de Souk El Tenine et quelques villages limitrophes ainsi que la commune de Melbou. Cette
station a été réalisée dans le cadre de la modernisation et de la protection de I’environnement,

sa mise en service date de 2012 a fin 2013.

% Aokas
Mise en place en septembre 2006, la station d’épuration d’Aokas (Bejaia) est destinée
a épurer les eaux usées urbaines et domestiques, d’une population de 14776 habitants, avec un

débit journalier de 1000 m3/ j et un débit moyen de 42 m3 /h. Les milieux récepteurs des eaux
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usées épurées et des sous-produits de 1’épuration (boues) sont la mer et la décharge publique,
respectivement.
% Bougie Plage
La station d’épuration Bougie Plage (Bejaia), inaugurée en 2010, est destinée a
épurer les eaux usées urbaines et domestiques, d’une population de 80000 habitants, avec un
débit journalier de 13000 m® / j. Le procédé de traitement mis en place est le traitement par
boues activées. Elle posséde aussi un laboratoire d’analyse physico-chimique afin

d’accomplir un suivi journalier de la station.

» Principe de fonctionnement des stations d’épuration
Les eaux usées sont traitées de la maniére suivante :

e Prétraitement par 3 étapes : dégrillage, dessablage et dégraissage-déshuilage pour
éliminer les matiéres grossieres. (au point d’entrée des eaux usées de la station ;la
premiére station de traitement . C’est pour maintenir en place les déchets solide et
encombrants ( papiers, feuilles, autres objets...).

e Traitement biologique pour ¢liminer la matiére organique présent dans 1’effluent par
des microorganismes (aérobies, anaérobies).

e Décantation secondaire par le clarificateur en séparent les bous formées apres 2a 5 h.

e Traitement des boues récoltées dans les bassins de décantation pour réduire la masse
organique par digestion aérobie ou anaérobie et pour réduite le volume des boues par

épaississement.
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I1. Prélévements

Notre étude s'est déroulée durant la période allant de 10 Mai au 10 Juin 2022, au
niveau du laboratoire de Microbiologie de I'université A Mira de Bejaia. 20 préléevements

d'eaux usées ont été effectués dans quatre stations d’épuration de la wilaya de Bejaia

(Tableau I).

Tableau I : site de prélévement au niveau des stations d’épuration

Date du prélevement Station d’épuration Nombre de prélevements
09/05/2022 Sidi Ali Labhar 5
18/05/2022 Bougie Plage 6
22/05/2022 Aokas 4
30/05/2022 Souk El Ténine 5

Les prélevements sont effectués d'une maniére stérile, en introduisant le flacon a
l'intérieur d'un récipient d’eau. L'ouverture et la fermeture du flacon se fait a l'intérieur pour

éviter toute contamination, soit de I’environnement ou du sol. Les flacons sont maintenus a

une température comprise entre 2 et 5 C dans une enceinte réfrigérée.

Tous les prélevements ont été effectués dans des flacons en verre d'une capacité de
250 ml préalablement stérilisés pour éviter toute sorte de contamination. Pour les boues, des
parties ont été prélevées avec des gants dans des boites de Petri stériles. Les échantillons sont

prélevés au niveau de :

e [’entrée des stations.
e Bassin biologique 1.
e Bassin biologique 2.
e Boue de retour.

e Boue.

e La sortie des stations.
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I11. Recherche de bacilles a Gram négatif résistants
I11.1. Enrichissement

Nous avons ensemencé 50ml d'eau a analyser de chaque échantillon dans 50 ml de
bouillon nutritif, additionné de deux solutions d’antibiotique colistine + vancomycine et un

autre flacon additionné d’imipenéme + vancomycine pour chaque échantillon.

e Colistine (COL) et vancomycine (VAN), a des concentrations finales de l1ug/mL, et
64ug/mL, respectivement.

e Imipenéme (IMP) et vancomycine (VAN) a des concentrations finales de, 2ug/mL et
64ug/mL, respectivement

Les flacons sont incubés a 37 ° C pendant 18 a 24h.

a I’aide d’une anse de platine on préléve une ose de boue séche de 3 endroits différents
et on inocule chaqu’une d’elle dans 50 ml de bouillon nutritif additionné deux solutions

d'antibiotiques pour deux flacons.

e Colistine (COL) et vancomycine (VAN), a des concentrations finales de 1ug/mL, et
64ug/mL, respectivement.

e Imipenéme (IMP) et vancomycine (VAN) a des concentrations finales de 2ug/mL et
64ug/mL, respectivement

Les flacons sont incubés a 37 ° C pendant 18 a 24h.
111.2. Isolement et purification

a partir des bouillions d’enrichissements positifs (un flacon présentant un trouble) et a
I’aide d’anse de platine, nous avons ensemencé deux gélose Mac Conkey additionnées de

deux solutions d'antibiotiques.

e Colistine (COL) et vancomycine (VAN), a des concentrations finales de lug/ml et
64ug/ml, respectivement.

e Imipenéme (IMP) et vancomycine (VAN) a des concentrations finales de 2ug/ml et
64ug/ml, respectivement.
Les boites sont incubées a 37 ° C pendant 18 a 24h.

Apres 24 h d’incubation, les colonies ont fait I’objet de repiquages successifs sur le

méme milieu d’isolement jusqu’a I’obtention d’une souche pure.




I111.3. Identification des souches
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Elle est basée sur les caracteres culturaux (couleur, taille, aspect des colonies), et les

tests biochimiques.

Les tests effectués pour I’identification des souches (tableau II) sont les suivants :

o Ultilisation des sucres sur milieu triple sugar iron (TSI).

e Utilisation du mannitol et vérification de la mobilité sur milieu mannitol mobilité.

e Utilisation de citrate comme source de carbone sur milieu citrate de Simmons.

e Le milieu Clark et Lubs permet 1’étude des produits de fermentation du glucose.

e Le milieu urée indole permet la recherche d’uréase, tryptophane désaminase (TDA) et

la production d’indole.

e Le milieu bouillon nitraté permet la recherche du nitrate réductase.

e Production d’indole en utilisant 1’eau péptonée exemple d’indole a (37et 44 ° C).

Tableau I1 : tests d’identification biochimiques

Tests

principe

lecture

Fermentation des sucres,
production de gaz et HzS

sur milieu TSI.

Fermentation des sucres,
production de gaz et de H2S
sur milieu TSI
Ensemencement a partir
d’une suspension bactérienne
la pente par stries sériées
puis le culot par piqure
centrale. Incubation a
37°C/24h.

e Virage au jaune du
fond de tube :
Fermentation de
glucose (+)

e Virage au jaune de la
pente : Fermentation
de lactose (+).

e Apparition de bulles
d’air : Production de
gaz.

e Noircissement de
milieu : Production
d’HzS.

Utilisation de citrate
comme seule source de

carbone sur milieu citrate

Ensemencement par stries
sériées de la pente.
Incubation a 37°C/24h a 7

e Un virage au bleu
indique un test

positif.
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de Simmons.

jours.

Utilisation de mannitol
comme seul source de
carbone sur milieu

mannitol mobilité.

Une piqure centrale.
Incubation a 37°C/24h.

e Virage du culot au
jaune : Fermentation
de mannitol (+) La
mobilite.

e Apparition de bulles
d’air : Production de

gaz.

Réduction des nitrates sur

bouillon nitraté.

Ensemencement du bouillon
a partir de la suspension.
Incubation a 37°C/24h.

e Apres I’ajoute des
réactifs NRI et NRII
Coloration rouge :
nitrate réductase(+).

e Nitrate réductase (-),
ajouter poudre de
zinc Coloration rouge
(-), absence de

coloration (+).

Production d’indole sur
milieu eau peptonée

exempte d’indole.

Ensemencement du milieu.
Incubation a 37°C et 44°C
[24h.

Addition du réactif de
Kovacs, I’apparition d’un

anneau rouge (+).

Etude du type fermentaire

sur milieu Clark et Lubs.

Ensemencement du milieu
gélosé avec quelques gouttes
de la suspension bactérienne.
Incubation & 37°/24h.

On divise le contenu du tube
en deux

e Ajout des réactifs
VPI puis VPII dans
le premier tube
Virage au rouge :
VP(+)

e Ajout de rouge de
méthyle (RM)
Coloration rouge :
RM (+).

Recherche d’uréase et
TDA.

Ensemencement du milieu

liquide avec quelques gouttes

e Changement de

couleur au rose
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de la suspension bactérienne. indique un test positif

Incubation & 37°/24h. [uréase (+)].

e Addition du réactif de
TDA, (+) Virage au
marron : TDA (+).

IV. Sensibilité des souches aux antibiotiques
IV.1.Antibiogramme

La sensibilité des souches identifiées aux antibiotiques est mise en évidence par la
méthode de I’antibiogramme standard par diffusion sur gélose Muller Hinton, selon les
recommandations de 1’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(CASFM_EUCAST _2021).

v Préparation de ’inoculum
A partir d'une culture pure de 18h a 24h sur milieu d'isolement, on préléve 2 a 3
colonies bien isolées qu'on dissocie dans 5ml d'eau physiologique, puis on homogénéise bien

la suspension bactérienne.

v' Ensemencement
L'ensemencement est fait par la méthode d'écouvillonnage, on trempe I'écouvillon
dans la suspension bactérienne, on frotte I'écouvillon sur la totalité de la surface du milieu

gélosé Muller Hinton, de haut en bas, en stries serrées. On répéte l'opération deux fois, en
tournant la boite de 60 a chaque fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui - méme.
Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose. Ensuite on

dépose les disques d'antibiotiques et on incube les boites a 37 C pendant 24h.

v’ Lecture
On mesure a l'aide d'un pied a coulisse les différents diameétres des zones d'inhibition
obtenus autour des disques d'antibiotiques. L'interprétation en sensible (s) intermediaire (I) ou
résistante (R) a été faite selon les critéres définis par la société francaise de microbiologie et
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (CASFM_EUCAST 2021 et
CASFM _2013). Les antibiotiques testés ainsi que leurs charges sont présentés dans le
(tableau 111)

j
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Tableau I11: Liste des antibiotiques testés.

Antibiotiques Symboles Charges (ug) familles
Amoxicilline+acide AMC 30 Aminopinicillines
clavulanique
Céftazidime CAZ 30 C3G
Céfotaxime CTX 30 C3G
Céfoxitine FOX 30 C2G
Colistine sulfate CS 30 polymyxines
Aztréonam ATM 30 Monobactame
Ertapéném ETP 10 Carbapénemes
Méropénem MRP 30 Carbapénemes

1VV.2. Concentration minimale inhibitrice a la colistine

Selon les criteres définis par I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (CASFM_EUCAST _2021), qui décrit comment déterminer les CMI des antibiotiques
par micro-dilution dans un bouillon. Les expériences sont réalisées a 1’aide de microplaque a
96 puits. La méthode est basée sur la préparation de solution de travail des antibiotiques pour
un volume total de 100 pL dans la cupule, ¢’est-a-dire, 50 uL de bouillon Muller Hinton et 50
uL de suspension bactérienne (MOREL., 2017).

v' Préparation des solutions d’antibiotiques
Nous avons commence par diluée les solutions d’antibiotiques au dixiéme en
transférant 1 ml d’antibiotique a une concentration initiale 50 mg/mL dans 9 ml d’eau

distillée stérile.

v' Préparation des suspensions bactériennes
Nous avons prélevé 3 colonies pures qu’on dissocie dans 5 ml d’eau physiologie, puis
nous realisons une dilution au dixieme en transférant 1 ml de la suspension préalablement

préparée dans 9 ml d’eau physiologique stérile.

Au final, dans chaque puits, on met 50 uL de la suspension bactérienne diluée plus un volume

de I’antibiotique dilué nécessaire pour chaque concentration, puis on complete avec le
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bouillon Muller Hinton pour avoir un volume final de 100 uL, plus un puits pour le témoin en

posent 50 uL de suspension et 50 pL de bouillon Muller Hinton. (Tableau V)

Tableau V : tableau des volumes nécessaires de BMH pour chaque concentration en ATB.

Concentration Volume d’ATB VVolume de BMH Volume de la
(ng/mL) (nL) (nL) suspension
(nL)
2 4 46 50
4 8 42 50
8 16 34 50
16 32 18 50

v" Incubation des plaques de micro-dilution et lecture
Pour éviter le dessechement, les deux plaques sont empilées les unes sur les autres

Puis celles-ci sont incubées entre 34 et 37°C pendant 18 / 24 h.

Pour la lecture, il est important de vérifier le trouble du témoin de croissance négatif
auquel on comparera les autres cupules pour définir la CMI, la concentration la plus faible de

I’antibiotique qui inhibe complétement la croissance visible.
V. Détection des phénotypes de résistance
V.1. B-lactamase a spectre étendu (BLSE)

La production d'une - lactamase a spectre étendu (BLSE) est détectée par I'épreuve de
synergie qui consiste a placer des disques de céfotaxime, céftazidime et d'Aztréonam a une
distance de 20 mm (centre a centre) d'un disque d'AMC (Amoxicilline + acide clavulanique).
La présence d'une BLSE se traduit par I'apparition d'une image de synergie entre les disque de
ceftazidime , Aztréonam, céfotaxime et AMC (Jarlier et al 1988).
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La figure ci - dessous montre la position des disques d'antibiotique utilisés lors du D-
D test.

Figure n°1: Disposition des disques d'antibiotique utilisés lors du D-D test.

Amoxicilline-acide clavulanique (AMC) ; Céfotaxime (CTX) ;Céftazidime (CAZ) ;
Aztréonam (ATM).

V.2. Carbapénémase
V.2.1.Test de Hodge modifié

v' 4 partir d’une souche d’Escherichia coli ATCC on a préparé une suspension
bactérienne en dissociant 2 & 3 colonies dans 3 ml de I'eau physiologique.

v' Sur une gélose Muller Hinton ensemencer par écouvillonnage cette souche de
référence.

v Déposer un disque de méropéneme au centre de gélose Muller Hinton préalablement
ensemenceée.

v Ensemencer par stries les souches a tester, la souche témoin positif et la souche témoin
négatif.

v" Incuber a 37 degrés pendant 18h a 24 h.
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V1.2 Test CIM

La production d’une carbapénémase est recherchée par le Test CIM modifié (Carbapenem
Inactivation Method). Ce test permet de detecter la production de carbapénémases méme a
faible activité (exemple OXA-48).

Cette méthode consiste a suspendre une anse de culture bactérienne (E. coli ATCC
25922), sensible a tous les antibiotiques, utilisée comme témoin négatif, une souche
productrice d’une carbapénémase utilisée comme témoin positif et une souche a tester dans
des Eppendorfs stériles contenant 500ul d“eau physiologique stérile. Par la suite, un disque de
méropéneme de 10ug est introduit dans la suspension. Les tubes sont incubés a 37C° pendant
3 h. Apres incubation, les disques sont retirés a I’aide d’une anse de platine et déposés sur une
boite de gélose MH (Muller Hinton) préalablement ensemencée par une souche d’E.coli
(ATCC 25922) (ensemencement par écouvillonnage). L’incubation est effectuée a 37C°
pendant 24 h (figure 2).

La lecture se fait par comparaison des zones d’inhibition des souches testées et des
témoins utilisés. L’absence d’une zone d’inhibition autour du disque de méropénéme du
témoin positif (ou présence d’une zone avec un diamétre < 20 mm) indique la présence
probable d’une carbapénémase et la présence d’une zone d’inhibition avec un diamétre > 20

mm indique 1’absence d’une carbapénémase (Van der Zwaluw et al., 2015).

A A
e

\ ,’ Incubation
. \ Ajout d’un "1 2a3w37°C
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\ stérile b s el R e e NS e S ettt e e e

Le disque est retiré et déposé sur une

Suspension gélose MH préalablement ensemencé

par E. coli ATCC

N (i g " —— - — - ——————

Souche productrice
d’une carbapénémase

\
Souche non productrice
d’une carbapénémase :
!

3h/37°C

Figure 2 : Test CIM
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I. Isolement des souches.

Notre travail s'est déroulé au niveau du laboratoire de microbiologie 2 a l'université A.
Mira de Bejaia, pendant une période allant de 10 Mai a 10 Juin 2022. Les échantillons d'eau
ont été collectés dans 4 stations d’épuration (wilaya de Bejaia). Au total 20 prélevements ont
été effectues en quatre sorties. La recherche de Bactérie Gram négatif (BGN) résistants aux

antibiotiques a permis d’isoler 119 souches.

Tableau V: Nombre de souches isolées par site de prélevement.

Lieu de Préléevement  Date de Préléevement  Nombre de souches

Sidi Ali Labhar 09/05/2022 25
Bougie Plage 18/05/2022 36
Aokas 22/05/2022 15
Souk el Tenine 30/05/2022 43

I1. Identification des souches

La figure ci-dessous montre que parmi les 119 souches de bacille a Gram négatif
isolées, 32 d’entre elles appartiennent a la famille des entérobactéries, soit un taux de 26,89%
des souches isolées, tandis que (73,11%) c’est-a-dire 87 souches appartiennent a d’autre

bacille a Gram négatif.

M Entérobactére

mBGN

Figure n°03 : Répartition des bacilles a Gram négatif.
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11.1 Répartition des souches par antibiotique de sélection

La figure ci-dessous nous fait part du nombre de souches isolées dans chaque station

vis-a-vis des deux antibiotiques utilisés pour la sélection (colistine, imipenéme et

vancomycine).
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Figure n°04 : Nombre des souches isolées par antibiotique pour chaque station d’épuration

11.2. Distribution des souches par station d’épuration et par site de prélévement

La figure ci-dessous indique le nombre de souches de chaque station vis-a-vis de leur

origine de prélévement.
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Figure n°5 : Distribution des souches par station d’épuration et par site de prélévement
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11.3 Répartition des souches par especes

D'aprés la figure n °© 06 ci - dessous, parmi les 26,89% des entérobactéries isolés,
E.coli est l'espéce la plus fréqguemment isolée avec un taux de 44 %, suivi de Klepseilla
Pneumoniae et Proteus avec 19% pour chacune, de Citrobacter et Shigella avec des taux de 9

% et 6 % respectivement, et enfin un taux de 3 % est noté vis- a-vis des Salmonella.

Citrobacter
9%

Figure n°6 : Répartition des souches isolées par espéeces.
I11. Résultats de la sensibilité aux antibiotiques.

I11.1. Antibiogramme standard

L’ensembles des 32 souches isolées des différents prélevements ont été testées vis-a-
vis de 7 antibiotiques a savoir : AMC, FOX ( C2G ), CAZ,CTX (C3G ), CS, ATM
(Aztréonam ) et enfin I’értapénéme (ETP) ou bien méropénéme ( Annexe I). La figure n ° 07
ci - dessous nous fait part des taux de résistance des souches a Gram négatif isolées vis - a -

vis des 7 antibiotiques testés.
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Figure n°7 : Taux de résistance des souches d’entérobactéries aux p-lactamines

Les résultats montrent des taux de résistance modérés aux R - lactamines : 21.78%
des souches sont résistantes a la céftazidime (CAZ), 15.62 % a l'amoxicilline - clavulanate
(AMC), 9.37% a l'ertapenem (ETP) et a la céfoxitine (FOX), 6.25 % a l'aztréonam (ATM) et
3.12 % a la céfotaxime (CTX). La résistance a la colistine est la plus élevée avec un taux de
62.50%.

I111.2. Concentration minimale inhibitrice de la colistine

Les résultats obtenus sont les suivants :

» Aucun trouble n’est observé dans les puits de la souche témoin négatif a différentes
concentrations.

» Dans les puits ou la concentration d’antibiotique est a [16] un trés faible trouble est
observé.

La CMI des souches testées est donc de 32ug/mL
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IVV. Phénotypes de résistance probables
IV.1 Recherche de BLSE
Le DD-test montre la présence d’une image de synergie pour 10 souches ; elles sont

donc probablement productrices d’une BLSE.

Parmi les dix souches productrices de BLSE : on note qu’il s’agit de deux souches
correspondants a d’Escherichia coli, deux souches a Citrobacter, deux souches a klebseilla

Pneumonaie, deux souches a Proteus, une souche & Shigilla, et une souche de Salmonella.

La figuren®8 : représente I’image de synergie (BLSE+) et une image (BLSE-).

Souche BLSE+(E.coli) Souche BLSE-(E.coli)

Figure n°08 : Photo de souches BLSE+ et BLSE-

IV.2 Recherche de carbapénémases
IV.2.1. Résultat du test Hodge
Sur les 3 souches d’entérobactérie testées on ne note aucune image de distorsion, cela
nous indique qu’elles ne sont probablement pas productrices d’une carbapéneémase.
V1. Résultat de test CIM

Parmi les 3 souches testées, aucune ne présente un test CIM positif, cela confirme le
résultat obtenu avec le test Hodge modifié et que la résistance de ces souches aux

carbapénémes est non enzymatique.
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D’apreés les résultats obtenus, parmi les 119 souches de bacilles a Gram négatif qui ont été
isolées a partir d’eaux usées, 26.89 % sont des souches d’entérobactéries résistantes aux
antibiotiques. E.Coli et de loin le germe le plus fréquemment isolé avec un taux de 44%,

suivi de Klebsiella pneumonaie avec un taux de 19%.

La résistance aux antibiotiques des souches a Gram négatif vis-a-vis de la famille des
B-lactamines a révélé que : 21.87% des souches sont resistantes & CAZ, 15.62% des souches
sont résistantes a AMC, 9.37% des souches sont résistantes a8 ETP et FOX ,6.25 %, 3.12% des
souches sont résistantes a ATM, CTX respectivement. Nos résultats ne sont pas similaires a
ceux rapportés par Picdo et ses collaborateurs en 2013, qui ont trouvés des taux de résistance
de 20,5%, 16,2%,55%, 55%, 60,7% pour IMP, MER, CTX, CAZ et CX respectivement
(Picéo et al., 2013).

Durant ce travail, parmi les 32 souches d’entérobactérie 14 sont des E. coli et elles
sont résistantes a la colistine avec un taux de 50%, la résistance vis-a-vis des R-lactamines
testées a savoir : la CAZ, AMC et ATM est de 21.42% (3/14), 14.28% (2/14), 7.14% (1/14)
respectivement. Toutes les souches sont sensibles aux ETP, FOX et CTX. Ces résultats
obtenus dans notre étude sont trés faibles comparés aux 214 souches d’Escherichia coli, dont
42 % sont résistantes aux B-lactamines lors d’une étude réalisée par Servais et Passerat
(2009), avec un taux de 16 % pour I'AMC et < 2 % pour la CAZ et CTX. Le principal
mécanisme de la résistance aux a cette famille d’antibiotique est la synthése de B—lactamases
a spectre étendu qui sont souvent sensibles aux inhibiteurs de B-lactamases (Maurin et al.,
1995). Dans notre étude, 1/14 des souches d’E.coli est probablement productrice de BLSE.

Nous avons isolé six souches de Klebseilla pneumonaie, deux d’entre elles sont
résistantes aux R-lactamines. Environ 20 % des résistances plasmidiques a I’amoxicilline
acide clavulanique chez cette espéce sont causées par la B lactamase SHV1 produite par cette
bactérie (Bradford., 2001). Comme y'a la capacité d’hydrolyser a la fois les monobactames et

les céphalosporines a large spectre par les mutants TEM et SHV (Awvril et al ., 2000).

Parmi les 32 entérobactéries, on a isolé trois souches appartenant au genre
Citrobacter. 66.66% sont probablement productrices de BLSE, ce taux obtenu est plus élevé
gue celui obtenu par Korzeniewska et ses collaborateurs en 2013 qui ont isolés 45 souches de
Citrobacteret 25.3% d’entre elles sont productrices de BLSE. Citrobacter sp produit
naturellement une B-lactamase chromosomique de classe C (AmpC) inductible, ce qui la rend

résistante a la fois a I'amoxicilline et a la céfoxitine (sougaoff et trytram., 2003).
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Dans notre étude, une seule souche de Salmonella a été isolée. Ce résultat n’est pas
similaire a celui trouvé par Mehrabian et ses collaborateurs lors d’une étude sur les
Salmonelles dans les eaux superficielles et ou ils ont isolé 44 souches de salmonella isolées a

partir de 30 échantillons.

Durant notre étude, une image de synergie a été observée lors du DD-test réalisé sur la souche
de Shigella isolée, elle est donc probablement productrice d’'une BLSE. La cause la plus
fréquente de la résistance de Shigella au C3G est un excés de B-lactamase de type AmpC
(Paterson ., 2006).

Parmi les 32 souches testées, 10 sont probablement productrices de BLSE. La synthése
d’une B-lactamase a large spectre (BLSE) et d'une enzyme ampC, confere une résistance a

plusieurs antibiotiques de la famille des 3-lactamines (Blaak et al ., 2013).

Les résultats du test CIM est négatif pour les 3 souches testées, elles ne sont donc
probablement pas productrices de carbapénémases. La résistance a une carbapéneme
n’implique pas automatiquement la présence d’une carbapénémase; méme si, des tests

supplémentaires doivent étre entrepris pour identifier le mécanisme de résistance.

Les CMI a la colistine sont supérieures a 16pg/mL. Les mécanismes de résistance a la
colistine peuvent correspondre soit a des mutations chromosomiques des genes impliqués
dans la modification de la charge du LPS soit & un mécanisme d'origine plasmidique par

production d'une phosphoéthanolamine transférase codée par le gene mcr-1(Choi et al., 2015).
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La résistance aux antibiotiques constitue une grave menace pour la santé publique et la
présence d’organismes résistants dans les eaux environnementales est une préoccupation
mondiale croissante .Une étude plus approfondie est justifiée compte tenu de la possibilité que
cette résistance se propage via les STEP a des micro- organismes indigénes ou a d'autres
espéces pathogenes.

L'assainissement urbain et I'industrie pharmaceutique seraient les principaux lieux de
déversement d’antibiotiques mais aussi de bactéries résistantes. Grace au procédé d'épuration
biologique utilis¢ dans les stations d’épuration, les bactéries pathogeénes et résistantes sont
étroitement en contact les unes avec les autres ainsi qu'avec d'autres microorganismes. En
conséquence, I’échange de genes se produit notamment avec la floculation des particules dans
les différents bassins d’une station d’épuration. Etant donné que les eaux usées contiennent
également des antibiotiques et d'autres polluants, les installations d'épuration offrent des
environnements favorables a la survie d'organismes résistants aux bactéries.

Au cours de cette étude, qui s’est déroulée au laboratoire de Microbiologie a
I’'université A.Mira de Bejaia. Nous avons étudié la résistance aux antibiotiques des bactéries
a Gram négatif isolées des stations d’épuration. Sur les 29 prélevements effectués, 119
souches de bacilles a Gram négatif ont été isolés, parmi lesquelles 26.89% sont identifiés
comme étant des entérobactéries. Le profil de résistance des souches isolées vis-a-vis des
différentes classes d’antibiotique testées, a révélé des taux de résistance élevés. 31.25%
souches sont probablement productrices de BLSE.

Enfin ce travail reste préliminaire et en vue d’enrichir ses résultats plusieurs
perspectives sont envisageables, il serait intéressant :

e D’¢valuer la présence des antibiotiques dans les stations d’épuration
e De faire la caractérisation des autres souches de BGN

e De caractériser les génes de résistance par les méthodes de biologie moléculaire.
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Annexes



Annexe 1

Profil de sensibilité aux B-lactamines

Antibiotique
Code | ATM | AMC | CTX | FOX | CAZ CS ETP | Origine de Lieu de
de prélevement | prélevement
souche
A 23S (32(S|24|S|15|1|28|S|14|R|18|R | Entré IMP Bouger
plage
B 26 S[(19(S|24|S|15]1|20| 1 |13|R|25|S EntréS1 Bouger
Colistine plage
D 241S |26 (S |24|S|0|.|24|S|13|R|32|S| SortieS2 Bouger
Colistine plage
E 25 12 28|S|0|.|11|R|11 31| S| BBS2IMP Aokas
12/R| O 0 25| S |10 | R |12 26 | S Entré S1 Aokas
IMP
G 35(S({20(S|30|S|18|1|32|S|O0 28| S BB S1 Aokas
Colistine
H 26| S|17|R|24|S|11|R| O 13| R|[29| S | BB S2IMP Sidi Ali
Labhar
I 32|S|(26(S|33|S|26|S|26|S|12|R|38|S |BdRS1IMP Sidi Ali
Labhar
g 12|R|20 | S|15|R|18| I |[13|R|11|R 29| S Entré S2 Sidi Ali
IMP Labhar
K 26 S|(20(S|18|1 |0 |.|12|R|13|R|22|R| Sortie IMP Sidi Ali
S2 Labhar
L 23S [40(S|23|S|20|S|20|1 |12|R|26|S BB S2 Souk el
Colistine Tenine
M 32|S(19(S|29|S|20{S|23|S|12|R|33|S| BdRS3F Souk el
IMP Tenine
N 32|S(23(S|30|S|19|S|21|1|13|R|31|S| BdRS7S Souk el
Colistine Tenine
(@) 29| S|11|R|22|S|20|S|12|R|12|R|32|S BdR S1 Souk el




Colistine Tenine

23 IS 30 30 24 12 30 BdR S7R Souk el
Colistine Tenine

35 IS 32 22 29 0 32 BdR S5 A Souk el
Colistine Tenine

21 IS 25 24 12 14 30 BdR S8C Souk el
Colistine Tenine

19 30 23 8 20 12 29 BdR S8 D Souk el
Colistine Tenine

31 13 27 16 13 12 28 BdR S3E Souk el
IMP Tenine

26 0 27 0 20 13 24 BB S5 IMP Souk el
Tenine

30 IS 30 21 24 13 30 Boue S3 Souk el
IMP Tenine

/ 0 23 0 20 / 28 BdR S4 Souk el
Colistine Tenine

/ 0 22 0 28 / 28 BdR S2 IMP Souk el
Tenine

/ 0 23 0 23 / 28 BB S1 IMP Souk el
Tenine

/ 0 27 0 20 / 32 Entré S3 Souk el
IMP Tenine

/ 0 25 0 20 / 31 BdR IMP Bouger
plage

/ 0 27 0 20 12 39 BB 01 S1 Bouger
IMP plage

/ 0 25 0 21 / 30 Entré S2 Bouger
IMP plage

/ 0 26 0 20 / 29 Entré S4 Bouger
Colistine plage

/ 0 23 13 30 / 34 BB02 S2 Bouger
IMP plage




19 11 25 Boue S2 Bouger
IMP plage

29 12 32 Sortie S2 Bouger
IMP plage




Annexe 11

Tableau d’identification des souches par des tests biochimiques.

Mobililit¢ | Man | Cs | Gaz | NR | VP | RM | Uréase | TDA | Indole | Indolea | Hz2S
a37°c 44°c
E.coli + + I S I - - + + -
k.pneumonia - + + + + + - + - - - -
proteus + + |+ | + + | - + + + - - +
citrobacter + + - - + - + - + + + -
Shigella - - -+ |+ -]+ - - - - -
salmonella +/- S I S A P - - - - -




Annexe 111

Composition des milieux de cultures (en g/l d’eau distillés)

Gélose Mac Conkey
Peptone

Lactose

Sels biliaires

Rouge neutre

Chlorure de sodium

Agar

Gélose Mueller Hinton
Infusion de viande de beauf
Hydrolysat de caséine
Amidon

Agar

Gélose TSI

Extrait de viande de beeuf
Extrait de levure

Peptone trypsine (peptic digest of animal tissue)
Chlorure de sodium

Citrate ferrique

Lactose

Glucose

pH=7, 4+/- 0,2
20

10

0,075
05
12
pH=7,3+/- 0,1
2
17,5
1,5
17
pH=7,4+/- 0,2
03
03
20
05
0,3
10

01



Saccharose
Thiosulfate de sodium, 5H20
Rouge de phenol

Agar

Milieu de Citrate de Simmons

Citrate de sodium

Chlorure de sodium

Sulfate de magnésium
Phosphate monoammoniaque
Phosphate bipotassique
Bleu de bromothymol

Agar

Mannitol mobilité

Peptone trypsique de viande
Agar

Mannitol

KNO3

Rouge de phénol a 1%
Milieu Clark-Lubs
Peptone trypsique de viande
Phosphate bipotassique
Glucose

Bouillon nitraté

10
0,3
0,024
12
pH=6,9+/-0,2
02
05
0,2
01
01
0,08
15
pH=7,4+/-0,2
20
04
02
01
04ml
pH=7+/-0,2
05
05
06

pH=7+/- 0,2



Infusion cerveau-coeur 25

Nitrate de potassium 10

Milieu Urée-Indole pH=7+/- 0,2
I-tryptophane 03
Phosphate monopotassique 01
Phosphate bipotassique 01
Chlorure de sodium 05

Uree 20
Alcool a 90° 10ml
Rouge de phenol en solution a 1% 2,5ml
Bouillon nutritif pH=7,5+/- 0,2
Peptone de viande 4,3
Peptone de caseine 05

Chlorure de sodium 6,4



Annexe IV

Réactifs utilisés

Réactif de Kovacs

Alcool amyligue ou iSOAMYIQUE ......cecveiieiieiieeee e 150ml
P.dimethylaminobenzaldehyde ............ccccccoiveiiiie i 10g
Acide chlorhydrique CONCENLIE ...........ccoeoveiieiieie e 50ml

Réactif de TDA (tryptophane désaminase)

Soluté de perchlorure de fer feCL3 ..., 10ml

BAU QISTHIBE .ottt e e et e e e e e e e e e 2

Réactif de VVoges-Proskauer (VPI)

O INAPNLOL ..ottt be e e 6g
Alcool Ethylique 8 90° ..o 100ml
Réactif de Voges-Proskauer (VPII)

NaOH4N

Rouge de méthyle (RM)

RoUGE A8 MELNYIE......cc.eiiiiececeee s 0,5¢
Alcool ethylique @ 60° ........ccovviieiieecc e 100ml
Réactif de Griess | (NRI)

Acide parasulfaniliqUe ..........ccooviiiiiie i 8¢
ACIAE ACATIGUE BN ...t 1L
Réactif de Griess 11 (NRII)

[N P21 o) 0187 3111031 SRS 6g
ACIAE ACETIAUE BN ...t enes 1L



Résumé

La station d’épuration peut tre une source de propagation et de transfert de la résistance
bactérienne dans I’environnement hydrique. L.’analyse d’eaux usées des STEP est effectuée pour la
recherche des entérobactéries résistantes. L’identification des souches est basée sur la la galerie
biochimique classique. La sensibilité des entérobactéries aux p-lactamines est réalisée par la méthode
de I’antibiogramme standard. La résistance de ces souches aux carbapénémes est déterminée par
différentes méthodes phénotypiques, le test de Hodge modifié et le test aux inhibiteurs. Sur les 29
prélévements effectués, 119 souches a Gram négatif sont isolées, 32 souches appartiennent aux
entérobactéries et 87 souches appartiennent aux d’autre genre a bacilles Gram négatif. La sensibilité
de ces souches aux fB-lactamines a révélé que toutes les entérobactéries isolées sont résistantes a la CS
62.50%, 21.87%, 15.62%, 9.37%, 9.37% ,6.25%, 3.12% sont résistantes respectivement a CAZ, AMC,
FOX et ERT, ATM, CTX.

Le profil de résistance des souches isolées vis-a-vis des différentes classes d’antibiotique testées,
a réveélé des taux de résistance élevés. 31.25% souches sont probablement productrices de BLSE.

Notre étude montre que les stations d’épuration sont des réservoirs de bactéries résistantes aux
antibiotiques, Cela peut constituer une menace pour I’environnement mais aussi pour la santé
humaine.

Mots clés : eau usée, eau épurée, station d’épuration, antibiotique, résistance, mécanisme de
résistance, Entérobactéries, bactéries a Gram négatif, bactéries résistantes.

Abstract :

The wastewater treatment plant can be a source of spread and transfer of bacterial resistance in
the water environment. The analysis of wastewater from WWTPs is carried out for the search of
resistant Enterobacteriaceae. The identification of the strains is based on the classical biochemical
gallery. Susceptibility of enterobacteria to p-lactams is performed by the standard antibiogram method.
The resistance of these strains to carbapenems is determined by different phenotypic methods, the
modified Hodge test and the inhibitor test. Of the 29 samples taken, 119 gram-negative strains were
isolated, 32 strains belonged to enterobacteria and 87 strains belonged to other gram-negative bacilli.
The sensitivity of these strains to p-lactam revealed that all isolated enterobacteria are resistant to CS
62.50%, 21.87%, 15.62%, 9.37% ,6.25%, 3.12% are resistant to CAZ, AMC, FOX and ERT, ATM,
CTX respectively.

The resistance profile of the isolated strains towards the different classes of antibiotics tested,
revealed high resistance rates. 31.25% of the strains are probably ESBL producers.

Our study shows that sewage treatment plants are reservoirs of antibiotic resistant bacteria,
which can be a threat for the environment but also for human health.

Key words: wastewater, purified water, treatment plant, antibiotic, resistance, resistance mechanism,
Enterobacteriaceae, Gram-negative bacteria, resistant bacteria.



