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RESUME DU PROJET GLOBAL (15 lignes max) 

  
La présence généralisée des produits pharmaceutiques, et en particulier des antibiotiques, dans les milieux naturels est 
aujourd’hui avérée, notamment en lien avec l’accroissement des sources diffuses de ces produits et grâce à l’amélioration 
des performances analytiques. La contrepartie est le développement incontrôlé de résistances bactériennes aux antibiotiques 
largement lié à l’adaptation des espèces indigènes mais aussi à la dissémination de bactéries résistantes à ces antibiotiques 
(BRA pour Bactéries Antibio-Résistantes) dans les écosystèmes, qui sont de plus en plus identifiés comme des réservoirs de 
bactéries pathogènes, parfois multi-résistantes. Par ailleurs, la présence conjointe dans l’environnement de contaminants 
chimiques tels que les métaux, co-sélecteurs de résistances, contribue à la persistance de ces BRA. L’antibiorésistance est 

ainsi devenue une préoccupation majeure de santé publique, et dans la perspective One Health et EcoHealth « Une seule 
santé », il convient de considérer la part des activités anthropiques dans la dissémination et la persistance de gènes de 
résistance aux antibiotiques (GRA) ou de BRA exogènes et d’évaluer leurs conséquences sur la biodiversité et les fonctions 
des communautés microbiennes indigènes des milieux naturels terrestres et aquatiques. En milieu rural, l'augmentation de 
l’activité d'élevage (porcins, ovins, bovins, volailles, ...) participe à l'augmentation du relargage de nutriments et de 
microorganismes ou de leurs gènes vers les sols et les eaux avec des risques potentiels pour la santé des écosystèmes 
(changements de biodiversité et de la qualité globale) et des humains (pandémies,...). Dans ce contexte, ce projet vise à 
évaluer la prévalence de GRA dans les sols et eaux de surface à l’échelle d’un petit bassin versant rural sujet à divers types 
d’occupation des sols et de contamination, l’objectif étant de déterminer les sources et les pressions de sélection contrôlant 
la dynamique spatiale et temporelle de ces gènes. Pour cela, nous proposons de suivre la qualité bio-physico-chimique à 
l’exutoire du BV de la Claduègne et en différents sous-bassins en fonction de l’usage des sols et des élevages présents. 
Ainsi, les résultats de suivis spatio-temporels sur environ 12 sites stratégiques nous permettront de mettre en regard la 



  2 

dynamique de l’ABR avec les données existantes de contamination chimique (projet récent Pharma BV), la pédologie, l’usage 
des sols et le fonctionnement hydrologique du bassin (suivi récurrent via OHMCV).  

 

 Livrables :  
Une base de données de la qualité physicochimique des eaux de surface de la Claduègne collectées pendant le projet. 
Une base de données de la distribution des gènes d’antibiorésistance dans les sols et les eaux de surface de la Claduègne 
collectés pendant le projet. 
Une meilleure compréhension de la dynamique de l’antibiorésistance dans un BV rural en lien avec les sources potentielles 
identifiées et monitorées et les caractéristiques pédo-hydrologiques du bassin. 
Présentation des résultats aux acteurs locaux du BV :  gestionnaires du territoires (gestionnaires cours d’eau et STEP), 
acteurs de l’agriculture (chambre d’agriculture, agriculteurs, éleveurs, vétérinaires) et du tourisme (camping) 
(Conférences, formations, entretiens, débats…).   
  
ENCART 2021-83-BactResist- IGE UMR 5001 (Martins Jean)  

• Tache de l’équipe dans le projet  
Suivi hydrologique et échantillonnage d’eaux, de sols et de microorganismes. Corrélation des dynamiques de gènes et 
des propriétés du bassin. Modélisation des flux de bactéries et de gènes d’antibiorésistance à l’échelle du BV.  

  
ENCART 2021-83-BactResist-LEM UMR 5557 (Nazaret Sylvie)  

• Tache de l’équipe dans le projet 
Analyse des gènes d’antibiorésistance et suivi de la dynamique de bactéries au sein du BV rural. 
  

  
FINALITES ET ATTENDUS OPERATIONNELS (1 p. maxi) : 

 
Une meilleure connaissance combinée de la nature et du niveau des principaux antibiotiques et gènes de résistance 
rencontrés dans les bassins versants ainsi que de leurs sources et du rôle de ces différents facteurs dans leur dynamique et 
leur devenir permettra de mieux comprendre leur dissémination à grande échelle. A terme, elle contribuera à limiter 
l’émission de ces produits pharmaceutiques et des microorganismes porteurs d’antibiorésistances vers les milieux naturels 
et/ou à proposer des stratégies de mitigation adaptées. 
Les connaissances issues de ce projet seront présentées aux gestionnaires des écosystèmes ruraux afin de leur permettre 
de mieux appréhender la problématique de l’antibiorésistance et de sensibiliser les acteurs de l’agriculture et de la santé aux 
risques associés à la dissémination volontaire ou non de ce type de ressources biologiques contenues dans les résidus 
organiques ou déchets animaux. 
L'accroissement de nos connaissances sur les trajectoires futures de la biodiversité microbienne des écosystèmes pourrait 
ainsi être d'une grande utilité pour les gestionnaires de ces milieux et les décideurs qui cherchent à comprendre la sensibilité 
de la biodiversité des sols et eaux et des fonctions des écosystèmes en réponse aux activités anthropiques et à leurs effets 

(Delgado-Baquerizo et al., 2020). L’azote, un nutriment majeur pour le fonctionnement des écosystèmes et dont la 
disponibilité est un facteur clé pour la gestion des sols en contexte agricole, est retenu comme modèle pour évaluer les 
effets d’intrants contenant potentiellement des gènes de résistance aux antibiotiques, voir directement des antibiotiques.                                                                      
 

OBJECTIFS ET METHODOLOGIE (2 p. maxi) : 
Contexte 
Les antibiotiques ont révolutionné la santé humaine en contrôlant les infections microbiennes (Kumar et al., 2019) et, plus 
récemment, en les utilisant comme pesticides et additifs alimentaires pour augmenter la production dans l'agriculture et 
l'élevage (Gonzalez Ronquillo et Angeles Hernandez, 2017 ; Cowieson et Kluenter, 2019). Leur utilisation intensive a 
cependant conduit à leur libération régulière et répétée dans les écosystèmes au point que de nombreux milieux aquatiques 
et terrestres sont aujourd’hui contaminés par des antibiotiques (Anses 2020, Morel et al. 2014, Di Cesare et al. 2016, 
Archundia et al. 2017, Cycoń et al., 2019). Parallèlement, les activités humaines telles que l’épandage de déchets organiques, 
traités ou non, contribuent à la dissémination de gènes de résistance aux antibiotiques (GRA) ou de bactéries résistantes 
aux antibiotiques (BRA) dans les sols (Kelsic et al., 2015 ; Nicoloff et Andersson, 2016 ; Yelin et Kishony, 2018). L'influence 
de cet apport de BRA exogènes sur les communautés bactériennes indigènes des sols et autres compartiments 
environnementaux, couplés à la présence de contaminants chimiques co-sélecteurs d’antibiorésistance (i.e. antibiotiques, 
métaux, biocides,…) et les impacts environnementaux associés sont de plus en plus évidents mais encore mal compris, bien 

que des processus de transfert horizontal des gènes de résistance vers les agents pathogènes humains, ou de co-sélection 
de résistance aient été montrés (e.g. Di Cesare et al. 2016). Ainsi les pressions de sélection exercées par les niveaux de 
contaminations aux antibiotiques des milieux mais aussi d’autre contaminants (co-sélection), sont aujourd’hui bien reconnues 
depuis les années 1980 (co-sélection de résistance par divers types de métaux, biocides antiseptiques, désinfectants, 
pesticides…), bien que peu documentées pour ce qui est des études in situ.  

Les communautés microbiennes des sols et des eaux, quantitativement dominantes, sont impliquées dans un large 
éventail de fonctions des écosystèmes (Delgado-Baquerizo et Eldridge, 2019 ; Tedersoo et al., 2014) comme la 
décomposition, la pathogenèse, les cycles des nutriments (Stürmer et al., 2018) avec des implications pour le bien-être 
humain (santé humaine, production alimentaire ; Wall et al., 2015) et la durabilité des écosystèmes (Bahram et al., 2018 ; 
Tedersoo et al., 2014). L'introduction de BRA exogènes dans les écosystèmes, notamment terrestres et aquatiques, est 
apparentée à l'invasion microbienne, un concept décrivant le transport de microbes hors de leur habitat d'origine dans un 
nouvel environnement en raison, par exemple, du changement climatique, des activités anthropiques ou de la migration 
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forcée de plantes ou d'animaux (Thakur et al., 2019). La dynamique de ces BRA est largement responsable de la dynamique 
de l’ABR dans les écosystèmes, et contrôlée par la capacité des BRA à survivre dans le milieu et entrer en compétition avec 
les microorganismes indigènes des milieux, notamment ceux impliqués dans les grands cycles biogéochimiques comme le 
carbone ou l’azote, centraux pour le fonctionnement des écosystèmes et déterminants pour leur gestion. Ainsi, cette 
dynamique des BRA exogènes, ou invasion biologique, peut induire des effets restructurants sur les communautés 
microbiennes des écosystèmes (notamment vis à vis des BRA indigènes), perturbant ainsi leurs biodiversité, fonctions et 
productivité, et donc la qualité des milieux (Kinnunen et al. 2018). Pour ce qui est des communautés bactériennes et plus 
précisément des BRA, une des conséquences de ces phénomènes, amplifiés par les niveaux de contamination qui favorisent 
l’installation des BRA dans les écosystèmes (Xu et al. 2021), est leur survie durable dans les milieux et les modifications 
pérennes de la biodiversité microbienne (Amalfitano et al.  2014, De Schryver et al. 2014, Mallon et al. 2015, Van Elsas et 
al. 2007, Cao et al., 2016, Xu et al. 2021).  
  
Objectifs 
Dans ce contexte, le projet BactResist vise à évaluer la prévalence des GRA dans les sols et eaux de surface à l’échelle d’un 
petit bassin versant rural sujet à divers types d’occupation des sols et de contaminations afin de déterminer les sources et 
les pressions de sélection (antibiotiques ou autres polluants) contrôlant la dynamique spatiale et temporelle de ces gènes. 
Pour cela nous envisageons d’évaluer plus particulièrement la contribution de pratiques agricoles (i.e. pâturage, épandage 
d’amendements organiques d’origine animale, viticulture…) et des contaminants introduits au travers de ces pratiques 
(antibiotiques, métaux lourds, pesticides…) connus pour (co)-sélectionner la résistance aux antibiotiques. Nous 
considèrerons également leur effet sur des groupes majeurs de microorganismes modèles impliqués dans le cycle d l’azote, 

élément central du fonctionnement et de la qualité des milieux, en lien notamment avec la fertilité des sols ou 
l’eutrophisation. L’objectif est de mettre en regard les mesures d’ABR avec la nature et l’usage des sols, l’hydrologie du 
bassin et sa contamination et les effets sur des groupes de microorganismes indicateurs du fonctionnement des écosystèmes.  
  
Méthodologie 
Le site « Rivières Cévenoles » est envisagé pour cette étude, et en particulier le bassin versant de la Claduègne (sous bassin 
de l’Auzon) situé dans le Bas-Vivarais en Ardèche. Ce BV présente une spécificité régionale forte avec la mixité de zones 
agricoles (prairies, élevages et vignes) et de zones de sols dégradés sur marnes (apports sédimentaires importants) avec 
des zones de pâturage (>5500 unités de gros bétail), des zones potentielles d’épandage de boues d’épuration ainsi que de 
stations d’épuration, des zones d’habitation ou touristiques (2 grands campings) et d’un hôpital (Tableau 1), connus pour 
être des sources potentielles de produits pharmaceutiques et donc d’antibiorésistance (Rapport ANSES, 2020). Ce bassin 
versant est par ailleurs instrumenté pour un suivi à haute fréquence spatiale et temporelle des précipitations et des flux 
hydro sédimentaires depuis 2010 (Nord et al, 2016) dans un contexte de cours d’eau intermittents soumis à des évènements 
hydrologiques intenses et très variables spatialement (site pilote OHMCV). Ce contexte hydrométéorologique donne une 
importance particulière aux premières crues de l’année (période automnale) pour la mobilisation des sédiments et des 
polluants/microorganismes associés lors de la remise en eau des rivières. Cette spécificité sera prise en compte dans notre 
stratégie d’échantillonnage qui sera calquée sur celle mise en œuvre dans le projet ZABR IDESOC (en cours) et impliquant 

le partenaire IGE qui génère des données relatives à l’hydrologie, 
à l’érosion des sols et aux pollutions chimiques… 
Nous proposons de nous appuyer sur la base de données 
existantes et sur celles acquises dans ce projet pour affiner les 
corrélations entre la dynamique de l’ABR et les caractéristiques 
environnementales ainsi que sur les résultats obtenus dans le 
cadre du projet PharmaBV (2017-2019).  
  
Ainsi, ce projet sera basé sur la méthodologie d’échantillonnage stratégique mise au point dans le projet PharmaBV, sur la 
base d’enquêtes auprès d’éleveurs et vétérinaires et sur le suivi de produits pharmaceutiques ainsi que pendant la thèse de 
Nico Hachgenai (en cours à l’IGE) sur la dissémination de l’antiparasitaire Ivermectine. En effet, en milieu rural, 
l'augmentation du nombre et de la diversité d'élevages (porcins, ovins, bovins, volailles, ...) participe à l'augmentation du 
relargage de nutriments et de microorganismes vers les sols et les eaux, notamment au travers des excréments animaux 
sur les pâturages, avec les risques potentiels pour la santé des écosystèmes et humains (Monaghan et al., 2007). Les 
pratiques d'élevage peuvent donc être une source significative de pollutions chimiques et biologiques diffuses dans les zones 
rurales (Wilcock et al., 2006), en parallèle aux épandages de produits résiduaires, contenant souvent divers métaux en 
traces. Dans le cadre de ce projet, nous proposons de suivre la qualité physicochimique et bactérienne à l’exutoire du BV de 
la Claduègne et en différents sous-bassins en fonction de l’usage des sols et des élevages présents.  
 
Stratégie d’échantillonnage :  
Le site d’étude. 
Comme précisé ci-dessus, nous proposons de développer le projet BactResist sur le site Rivières Cévenoles, en particulier le 
bassin versant de la Claduègne (43 km²) qui présente des zones agricoles (prairies, élevages et vignes) et également des 
zones de sols dégradés sur marnes (apports sédimentaires importantes) et un climat dominé par l’influence 
méditerranéenne. La partie septentrionale du bassin versant se caractérise par le plateau du Coiron situé entre 600 et 1000 
m d’altitude et constitué de roches basaltiques délimité par un contour de falaise. Les deux tiers méridionaux du bassin sont 
composés de roches sédimentaires marno-calcaires et situés dans une gamme d’altitude comprise entre 200 et 500 m. Les 
types de sols sont fortement influencés par la géologie du bassin versant. Les principaux types d'utilisation des terres sont 
des pâturages, des vignes et des forêts de feuillus le long des vallées incisées. L’élevage est aussi une activité importante 
sur le bassin : élevage bovin extensif sur les prairies du plateau du Coiron, élevages porcin, caprin et avicole sur les coteaux 

http://mistrals.sedoo.fr/?editDatsId=1438
http://mistrals.sedoo.fr/?editDatsId=1438
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marno-calcaires. Le bassin versant de la Claduègne est instrumenté depuis 2011 pour un suivi à haute fréquence spatiale et 
temporelle des précipitations et des flux hydro sédimentaires dans un contexte de cours d’eau intermittents soumis à des 
évènements hydrologiques intenses et très variables notamment à l’automne et au printemps (site pilote OHMCV). 
Nous envisageons environ 12 sites de prélèvements stratégiquement placés sur le bassin, où seront suivis dans les eaux de 
surface et dans leurs sédiments sur 2 années et les 4 saisons, l’hydrologie, la qualité physicochimique de l’eau, le niveau de 
plusieurs indicateurs d’antibiorésistance et l’abondance des bactéries ainsi que 3 métaux traces, en lien avec de possibles 
co-sélections d’antibiorésistance. Nous proposons aussi de déterminer ces paramètres ponctuellement dans les principaux 
sols du BV ainsi que dans leurs eaux de ruissellement lors de plusieurs évènements pluvieux et dans les différents déchets 
ou amendements organiques utilisés sur le bassin. 

             
 
 
 
Figure 1 : Localisation du site d’étude de la Claduègne situé dans le BV de l’Auzon, qui fait partie des sites pilotes de l’OHMCV 
(Projet FloodScale, Braud et al., 2014). Les BV du Gardon (2062 km²) dans le sud et de l’Ardèche (2388 km²) dans le nord 
sont délimités en rouge et les stations hydrométriques opérationnelles sont présentées sous forme de points bleus tout au 
long des rivières principales. Le sous bassin de la Claduègne est visualisé par un rectangle noir, détaillé dans la carte de 
droite avec les usages des sols et les activités agricoles et de tourisme (Hachgenai et al. 2020). 
 
Eléments chimiques : 
Les ions majeurs ainsi que quelques éléments métalliques traces (ETM) principaux (Cu, Zn et/ou Cd) connus pour favoriser 
la persistance des BRA par des phénomènes de co-sélection de résistances aux métaux et aux antibiotiques, pour lesquels 
des gènes de résistance sont connus seront suivis dans le projet. Pour les ions majeurs, BactResist s’appuiera sur les analyses 
effectuées dans le cadre des missions de suivi du SNO OHMCV et dans le projet ZABR IDESOC. Seuls les ETM seront analysés 
spécifiquement dans BactResist lors des épandages, et dans les sols et rivières échantillonnés ponctuellement ainsi que lors 
de 2 à 3 épisodes pluvieux générant des crues.  
Microorganismes et gènes de résistance 
Nous nous intéresserons à divers indicateurs/marqueurs d’antibiorésistance qui sont la prévalence et l’abondance des 
Escherichia coli résistants aux céphalosporines de 3ème génération et un certain nombre de GRA et de gènes de 
résistance aux métaux. La prévalence et l’abondance d’Escherichia coli résistants seront évaluées par une approche de 
microbiologie pasteurienne impliquant la culture sur des milieux sélectifs. Celles des gènes de résistance aux antibiotiques 
ou aux métaux impliqueront une quantification par qPCR en temps réel et/ou ddPCR selon une méthodologie déjà décrite 
pour les sols et les amendements organiques (Cavé et al, 2016) et bien maitrisée au LEM. Cette recherche sera réalisée 
sur l’ADN méta-génomique d’échantillons de sol, sédiment ou eau. Les gènes ciblés correspondent à la résistance vis-à-vis 
de différentes classes d’antibiotiques (sulfamides, tétracyclines, macrolides, glycopeptides, quinolones, et céphalosporines) 
susceptibles d’être retrouvés dans les déchets d’origine animale et/ou recommandés comme indicateurs pertinents pour 
l’étude de la dynamique de l’antibiorésistance par l’ANSES (Saisine 2016-SA-0252 - Antibiorésistance et environnement, 
2020). Nous ciblerons ainsi un allèle des gènes sul, tet, erm, van, qnr, blaCTX-M et l’intégron de classe 1, intI1. Pour ce 
qui est de la résistance aux métaux, nous nous intéresserons aux gènes cop/cus et czc impliqués respectivement dans la 
résistance au cuivre, au zinc et au cadmium. Ces gènes ont la particularité d’être co-localisés sur les génomes et co-
transférés par transfert horizontal de gènes avec des GRA. Le niveau de ces gènes sera comparé dans tous les 
échantillons étudiés à celui du gène codant l’ARNr 16S des bactéries, indicateur de leur abondance globale. Ces données 
seront mises en regard des mesures pédologiques et hydrologiques ainsi que des données de contaminations chimiques 
obtenues dans cette étude (ETM) ou des projets Pharma-BV (2018) et Idesoc (2021).  
Suivi de l’effet des GRA sur un indicateur microbien : le groupe fonctionnel nitrifiant des sols et des eaux du bassin versant  

http://mistrals.sedoo.fr/?editDatsId=1438
http://mistrals.sedoo.fr/?editDatsId=1438
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Nous nous intéresserons au suivi des archées et des bactéries oxydatrices de l’ammonium (AOA et AOB). Celles-ci constituent 
de bons modèles biologiques car elles sont responsables de la première étape de la nitrification et occupent des niches 
différentes. Leur abondance relative est en effet conditionnée dans les sols par différents facteurs comme le pH et la teneur 
en nutriments, notamment la disponibilité en NH4

+ (Taylor et al. 2012 ; Sun et al. 2019) mais leur sensibilité à des 
perturbations d’origine anthropique est différente [e.g. les AOB sont plus résistantes que les AOA à la présence de Zn dans 
un sol (Mertens et al. 2009) ; les AOA sont plus résistantes à l’enrofloxacine et au Cd dans un sol contaminé après 28 jours 
d’exposition (Wang et al. 2018) ; l’exposition répétée d’un sol à du fumier contaminé au sulfadiazine a montré une 
augmentation d’un facteur 15 du ratio AOA/AOB (Ollivier et al. 2013)]. Les gènes amoA des AOA et des AOB codant le site 
actif de l’ammonium monooxygénase seront quantifiés par qPCR et le ratio sera utilisé comme un indicateur d’effet des GRA 
sur la communauté microbienne fonctionnelle. En parallèle des mesures de l’activité de nitrification seront réalisées sur les 
échantillons environnementaux (sol et eau) par photométrie (Smartchem 200, KMP Analytics, France). 
 
DUREE DU PROJET :   
La durée du projet sera de 2 ans afin de pouvoir réaliser les campagnes de terrain sur 2 saisons complètes pour 
l’échantillonnage des sols (1 campagne) et des eaux de surfaces et MES (4 campagnes, en étiage et en crue) sur 18 mois 
(2 saisons pluvieuses) plus 6 mois pour les analyses, traitements des données, modélisation et valorisation des résultats. 
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