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Consignes pour la réunion :
*Ne pas utiliser la vidéo
«Couper son micro
*Si nombreuses interventions demander la parole en levant la main ou poser la question via le tchat
*Donner son nom lorsque prise de parole / préciser dia le cas échéant
*Si Pb : contact mail sarah.leroy@anses.fr / thierry.chesnot@anses.fr ou portable (06 28 48 74 23)

*Réunion TEAMS enregistrée
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1 — Contexte reglementaire

Instruction nationale DGS pour les eaux de baignade

+ Rapport d’expertise (avril 2020) et avis Anses (mai 2020) relatif a I'actualisation de
I"évaluation des risques liés a la présence de cyanobactéries et leurs toxines dans les eaux

destinées a I'alimentation, les eaux de loisirs et les eaux destinées aux activités de péche
professionnelle et de loisir g

* Instruction ministérielle N° DGS/EA4/EA3/2021/76 du 6 avril 2021 relative a la gestion en

cas de prolifération de cyanobactéries dans les eaux douces de baignade et de péche
récréative

Evaluation des risques liés
aux cyanobactéries et leurs toxines
dans les eaux douces

Publiée en avril 2021 avec application possible dées la saison balnéaire 2021

Date application : 15 avril 2022 - mise en ceuvre par toutes les ARS a compter de la saison balnéaire
2022

* Retex DGS réalisé aupres des ARS en mars 2022 :

+: Mesures de gestion graduelles avec une meilleure appréciation du risque sanitaire

-: Réserves sur dosage systématique de la chlorophylle A, délai analytique trop long compliquant
la gestion, surco(t associé pour les gestionnaires

- Ajustements proposés pour le logigramme « cyanobactéries planctoniques »

04/07/2024
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Surveillance et controle sanitaire des eaux de baignade naturelles (1/2)

* Pour quels sites ?
+ Sites de baignade identifiés a risque de prolifération de cyanobactéries = un prélevement avant la saison balnéaire puis a une
fréquence bimensuelle pendant la saison balnéaire

» Profil de baignade mettant en évidence un risque de prolifération de cyanobactéries
» Historique connu de prolifération de cyanobactéries
+ Signalement de cas d’intoxication humaine ou de mortalité animale en lien avec |la prolifération de cyanobactéries

+ Sites de baignade non a risque de prolifération de cyanobactéries - pas de recherche de cyanobactéries sauf décision de I’ARS (au
cas par cas, selon le contexte local)

» Définition de valeurs guide pour les cyanotoxines dans lI'instruction N° DGS/EA4/EA3/2021/76 du 6 avril 2021

Tableau V : Concentrations maximales tolérables en cyanotoxines proposées pour I'EDCH et
les eaux récréatives

Microcystines® Cylindrospermopsines” | Saxtoxines® Anatoxines "
{enpg L) (enpg LT) {enpg L)
EDCH 0z 1 i K] =10
Eaux récréatives | 0.2 | 42 | 30 < LD
* Somme des variants recherchés et quantifies 6

04/07/2024
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Surveillance et contrdle sanitaire des eaux de baignade naturelles (2/2)

Cyanobactéries planctoniques

R
rbessovoanres
= anses

Cyanobactéries benthiques

Surveillance PREB

Contrble visuel quotidien de la masse d’eau (+ suivi de
pigments photosynthétiques par sonde)

Information de I’ARS pour suivi complémentaire en cas de
signe de prolifération de cyanobactéries (modification couleur
et/ou transparence de la masse d’eau, présence
d’accumulation en surface, et/ou d’une variation rapide des
concentrations des parametres suivis par les sondes ou en cas
de mortalité animale)

Contréle visuel quotidien de la masse d'eau

Information de I’ARS pour suivi complémentaire en cas de
signe de prolifération de cyanobactéries (développement /
accumulation de biofilms détachés en surface)

04/07/2024
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Modalités de gestion pour les cyanobactéries planctoniques

+ Cyanobactéries planctoniques : 3 niveaux de risque

04/07/2024

Niveau Vigilance

» sidépassement du seuil de 10 ug/L en chlorophylle A - identification des genres de cyanobactéries / fréquence bimensuelle
+ siidentification de genres potentiellement toxiques - renforcement du contrdle sanitaire / frequence hebdomadaire

+ Retour ala normale : absence de genres de cyanobactéries potentiellement toxinogénes

Niveau Alerte 1
+ si somme des biovolumes des genres toxinogénes > 1 mm3/L - recherche des toxines susceptibles d’étre produites + information du public (affichage)

Niveau Alerte 2
+ si somme des biovolumes des genres toxinogénes > 1 mm?3/L avec dépassement des valeurs guides pour les cyanotoxines OU présence d'une accumulation
en surface et/ou de mortalité animale - interdiction de la baignade + restriction des activités nautiques + information du public (affichage)
* sisomme des genres toxinogenes > 1 mm?3/L aprées une nouvelle identification et dénombrement des cyanobactéries toxinogenes - nouvelle recherche de
toxines:
*  Sirespect des VG : maintien d’une activité normale sur le site (avec contrdle sanitaire hebdomadaire)
*  Si VG dépassées : maintien de l'interdiction (avec contréle sanitaire hebdomadaire)

+ Retour ala normale : sisomme des genres toxinogénes est inférieure a 1 mm3/L apres une nouvelle identification et dénombrement des cyanobactéries
toxinogénes—> maintien d'une activité normale sur le site (avec possibilité de repasser a une fréquence bimensuelle sous réserve d'avoir deux
dénombrements successifs inférieurs a 1 mm?3/L)

8
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Modalités de gestion pour les cyanobactéries benthigues

+ Sites de baignade concernés : situés dans les zones de riviéres ou plans d’eau fréquentées par le public et/ou celles
ayant déja présentées des proliférations de cyanobactéries benthiques

* Cyanobactéries benthiques : 3 niveaux de risque

* Niveau Vigilance :
* En cas d’observation de biofilms - renforcement du contréle sanitaire (fréquence hebdomadaire) + prélevement d’échantillons
pour vérifier si dominance des cyanobactéries potentiellement toxinogénes

* Niveau Alerte 1
» si confirmation de la dominance des cyanobactéries potentiellement toxinogénes - recherche d’anatoxines susceptibles d’étre
produites sur 3 biofilms mélangés + information du public (affichage)

* Niveau Alerte 2
+ si anatoxine détectée (ou en cas d’intoxication / mortalité animale) > mesures de restriction (en fonction de la zone recouverte,
adaptation de la surface de la zone de baignade ou interdiction de la baignade) + recommandations sanitaires + information du
public (affichage)

* Retour ala normale : retour & une fréquence bimensuelle si absence de biofilms et absence de domlnance de

cyanobactéries potentiellement toxinogénes donc absence de détection d’anatoxines
04/07/2024
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Sites de loisirs nautiques et aquatiques

+ Sites concernés : planche a voile, paddle, ski nautique, structures gonflables (water jumps), dériveur, canoé-kayalk, ...
* Risqgues sanitaires potentiels : immersion ponctuelle et/ou contact étroit et prolongeé

* Pour les sites de loisirs nautiques et aquatiques avec activité de baignade :

* ARS compétentes pour mettre en ceuvre le contrble sanitaire

* En cas de niveau d’alerte 2 : recommandation d’interdire la pratique des activités de loisirs nautiques précitées sur les sites
concernés ou a proximité + information / communication vers le public par le gestionnaire

* Pour les sites de loisirs nautiques et aquatiques sans activité de baignade :

* ARS non compétentes pour mettre en ceuvre le contréle sanitaire

+ Invitation des gestionnaires a mettre a disposition du public les recommandations sanitaires liées au risque de prolifération des
cyanobactéries, si elle en a connaissance

* Saisine des services juridiques des ministeres sociaux en cours

12
04/07/2024
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

* Niveau de participation : 14 ARS (sur 18) ayant répondu a I'enquéte (hors 4 DOM)

» Articulation des mesures de gestion proposées dans l'instruction :

Logigrammes clairs et compréhensibles par les acteurs (PREB) pour une meilleure évaluation du risque sanitaire

Cohérence des logigrammes d’'un point de vue théorique mais délai de rendu des résultats en cyanotoxines trop long si toutes
les étapes du logigramme suivies (chlorophylle A, identification des cyanobactéries/dénombrement, recherche des
cyanotoxines) - simplification nécessaire pour faciliter la gestion des sites et la réactivité

Résultats variables : pas toujours de corrélation entre la teneur en chlorophylle A et le biovolume retrouvé, parfois des
cyanotoxines retrouvées malgré un biovolume < 1 mm3/L

ARS NA : pas de recherche de chlorophylle A et recherche systématique des cyanotoxines dés que le biovolume > 0,5 mm3/L a
compter de la saison balnéaire 2024

* Impact financier de la mise en ceuvre de I'instruction pergu comme trés important pour les PREB, accru dans certaines
régions avec le basculement vers la technique ELISA (identification des cyanobactéries : étape la plus onéreuse)

13
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023
e Analyse de la chlorophylle A Q2 : Pour les sites de baignade a risque important de prolifération de cyanobactéries,

I'analyse de la chlorophylle A avant dénombrement des cyanobactéries planctoniques
. . L. e ere. s . , a-t-elle été effectuée :
+ Au sein d'une méme région, variabilité en fonction des départements | ,

+ Pour 10 ARS : analyse systématique avant et pendant la saison
(parfois jusqu’a atteinte de la valeur de 10 ug/L), ou uniquement s
avant saison (prélevement de pré-saison) “
+ Analyse réalisée par la méthode de référence pour la majorité des

répondants (pour un département, analyse effectuée par sonde) 2
« Commentaires ARS : -
B San réponses

Jannan Car les slos svaiont un Unqueeent svart 1 sason baindare  Sysiématquement (peéibvernent do pré.

* Recherche systématique : permet de limiter les colts analytiques liés a la S T e
recherche et au dénombrement des cyanobactéries toxinogénes pour les ciouamacnt rood 0s OB Sua R
o3 Mes avert un htongue coreu de
PREB crobtieasca
* Analyse pouvant retarder les analyses de cyanobactéries / cyanotoxines
- analyses réalisées simultanément pour certaines ARS
* Interrogation sur 'opportunité de maintenir cette analyse systématique
avant saison
14
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

+ Délai maximal de rendu des résultats en cyanotoxines

* Pour les 5 ARS concernées par un délai non respecté sur au
moins une des deux saisons :

04/07/2024

Retards liés & des problémes d’ordre organisationnel internes
(délai lié a I'identification des cyanobactéries, lancement des
analyses au-dela d’un certain nombre d’échantillon, co-traitance)

Délai maximal pas nécessairement fixé a 72h dans le marché du
Cs

Certaines ARS notent une prestation améliorée en 2023

o

Q1 : Délai de rendu des analyses : le délai maximal de rendu des résuitats en
cyanotoxines en 72H a-t-il été respecté par les laboratoires ?

7
5
| I
Sans repanses Ou Noa

15
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

« Marché du contréle sanitaire - méthode d’analyse des
cyanotoxines

« CCTP:

* Pour 4 ARS : méthodes chromatographique et ELISA
* Pour 3 ARS : seule méthode ELISA

+ Variabilité possible selon les laboratoires et les départements au
sein d’une méme région

» Pas toujours de méthode imposée dans les marchés du CS
mais souhait de généraliser la méthode ELISA dans les
prochains marchés conformément aux recommandations
nationales

04/07/2024

Q4.1 : Si oui, quelles sont-elles

7 7
I ‘ I
Sans réponses. 2 M‘( s nachee ELISA

16
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

¢ Méthodes d’analyse des cyanotoxines util isées sur les saisons Q6 : Quelles ont été la / les méthode(s) utilisé(es) par les laboratoires pour I'analyse des
2022 et 2023 : cyanotoxines pour ces deux derniéres saisons balnéaires ?

* Les deux méthodes (5 ARS), méthode par ELISA (4 ARS), méthode par
chromatographie (2 ARS)

» Variabilité selon les laboratoires et départements au sein d’'une méme s
région

+ Raisons avancées pour les ARS ayant exclusivement utilisé la méthode
par chromatographie : surco(t associé a I'ELISA (co0ts diminués pour 2
des grandes séries d’analyses avec la chromatographie), notamment
pour les recontrbles

Les deux

17
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

+ Nature des cyanotoxines analysées

Q8 : L'analyse des cyanotoxines a-t-elle concerné ;
* Pour la majorité des ARS répondantes (9 ARS) : uniquement les "
cyanotoxines susceptibles d’étre produites par les cyanobactéries

toxinogenes identifiées ‘
* Pour 2 ARS : toutes les cyanotoxines sont mesurées systématiquement
pour des raisons diverses ¢
» Aux fins de simplification (analyse groupée par chromatographie), ou sur
proposition du laboratoire (attractivité du tarif groupé) .
* Pour les sites a risque avec dépassement récurrent des valeurs guide sanitaires :
gain de temps, réactivité pour les décisions de fermeture/réouverture
2
+ Pas de validation préalable ARS s’agissant des cyanotoxines a analyser en
fonction des cyanobactéries toxinogénes en présence pour la majorité
(10) sauf 2 ARS avec possibilité d’ajustement au niveau DDARS pour l'une ¢

g Mwmqh-m“n Toutes Ies cyanchosiees
d’entre elles > allongement des délais Vamophoes shnssden

18
04/07/2024



B TRAvAL )
Soessouoanres @
,_,’:__ anses
1 — Contexte reglementaire
Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023
* Analyse de cyanotoxines pour un biovolume inférieur a 1 mma3/L Q10 : L'ARS demande-t-elle I'analyse des éme en cas de dénomb

td
de cyanobactéries toxinogénes inférieur a 1 mm3/L ?

* Pour la majorité des ARS répondantes (8 ARS) : pas d'analyse de

s
cyanotoxines en cas de biovolume <1 mm3/L ?
7
* Pour 4 ARS : analyse ponctuelle réalisée <1 mm3/L : i
» Aux fins de vérification : biovolume proche de 1, site a fort risque de s
prolifération " .
* Mais nombre faible de prélévements concernés - résultats positifs pour
des biovolumes proches de 1, pour des sites & haut risque de >
cyanobactéries ou a la suite de signalements terrain 2 2
5 _-4 > B

19
04/07/2024
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023
« Co(t associé a la méthode ELISA Q12 : Selon les ir tions tra ises par les laboratoires, la méthode ELISA a-t-elle

été associée a un surcoit dans votre département / région ?
* Surco(t annoncé pour la moitié des ARS répondantes (6 ARS) :

Co(t de la méthode fixée dans le marché mais variable selon les
régions / sites (laboratoires)

« Méthode ELISA moins onéreuse si nombre d’échantillons important

20
04/07/2024
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

* Mesures de fermeture ou restrictions sans réalisation préalable
de prélevements:

* Pas de fermeture / restriction préventive en cas de mortalité animale
pour la majorité des ARS répondantes (8)

* Fermeture et/ou restriction préventive dans I'attente de la réalisation
de prélévements pour une partie des ARS (5) a I'initiative de la PREB ou
a la demande / sur recommandation ARS

04/07/2024

~

Q13 : Des sites ont-ils fait I'objet de fermetures ou restrictions sur la base d'une
accumulation d'algues et/ou de mortalité animale, sans réalisation de
prélévements/résultats (initialement) ?

8
s I
l .
Sans réponses Oul Non
Pagutaten 14
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

* Mortalités animales (chiens ou autres animaux) :

* 7 ARS répondantes concernées contre 6 non concernées

+ Sites concernés : rivieres (notamment a faible débit) mais aussi plans d’eaux,
pas toujours des sites de baignade déclarés

« ldentification de la cause de la mortalité/intoxination :

Pour une partie des ARS - anatoxines d’origine benthique

Pour les autres : suspicion d’une mortalité / intoxination en lien avec les
cyanobactéries sans lien de causalité établi formellement

« Commentaires ARS :

04/07/2024

Cause de la mort généralement déterminée par le vétérinaire sur la base
d'une observation des symptomes
Autopsies rarement réalisées (question sur la prise en charge financiere)

Fréquents signalements non étayés / non vérifiés sur les réseaux sociaux, sur
lesquels il est difficile d'investiguer

w

~

Q14 : Des sites ont-ils été concernés par des mortalités animales (chiens ou autres
animaux) ?

T
I ‘
| I
Sans réponses. Oul Non
Fopulation 14

22



DU TamvAIL b A
Crbessouoanmes N
= anses
Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023
+ Mortalités animales (chiens ou autres animaux) sur des sites Q15 : L'ARS a-t-elle été amenée a réaliser a des prélévements/analyses sur des sites qui
autres que des sites de baignade : ne sont pas déclarés comme des sites de baignade (ex : sites non déclarés, sites fermés

définitivement au public, sites de loisirs aquatiques ou nautiques) ?

10
* 9 ARS répondantes concernées

9
+ Sites concernés : sites de loisirs nautiques et aquatiques (dont water %

jumps), sites non déclarés, sites interdits et/ou ouverts ponctuellement

a des activités nautiques/aquatiques/nage en eau libre

» Prise en charge financiére des analyses : gestionnaire du site (si loisirs
nautiques), et plus rarement ARS i

23
04/07/2024
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023
* Analyse de cyanotoxines dans les biofilms : Q16 : En cas de prélévement de biofilms, quelles cyanotoxines ont été mesurées ?
* Pour les 6 ARS répondantes : 5 s
Analyse des anatoxines seules 7
+ Analyse des anatoxines et autres cyanotoxines susceptibles d’étre ‘
présentes
’ Sans réponses Anatoxines sedles i “a s déve
24
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

« Cyanobactéries benthiques retrouvées dans des plans d’eau :

* Pour 6 ARS répondantes :

* Peu de sites concernés / trés sporadique
» Présence de biofilms et/ou flocs en suspension

« Commentaires ARS :

* Préleveurs (saisonniers) pas toujours formés a la reconnaissance des
cyanobactéries benthiques ce qui pose des difficultés

04/07/2024
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Q17 : Avez-vous retrouvé des cyanobactéries benthiques dans des plans d'eaux ?

6
5
) I
Sans réponses Oui Non
Populaton 14

25
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

* Réouverture des sites de baignade :

» Pas de difficulté remontée pour la majorité des ARS
répondantes

* Raisons des difficultés rencontrées pour certaines ARS :

+ Délai de rendu des résultats ++
* Mortalité animale malgré des analyses conformes

+ Difficultés liées a des multiples fermetures/réouvertures au cours
d’une méme saison

04/07/2024

A
\ V4

anses

Q18 : Avez-vous rencontré des difficultés pour la réouverture des sites de baignade ?

26
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

» Points soulevés par les ARS (1/3) :
* Questionnement de I'intérét de I'analyse de chlorophylle A : délai de rendu de résultat pouvant prendre jusqu’a 24H

+ Délai de rendu des résultats par les laboratoires : délai de 72H évalué comme trop élevé en termes de gestion (fermeture
intervenant 3 jours apres le préléevement initial) > contestations PREB méme si prestation améliorée sur la saison 2023 avec
meilleur respect des délais

+ Cyanotoxines :

» Opportunité de rechercher directement les cyanotoxines sans identification et dénombrement préalable des cyanobactéries toxinogénes ?

» Valeurs guides sanitaires définies pour les cyanotoxines, en particulier les microcystines (inférieure & la limite de qualité réglementaire pour
I'EDCH]) sur des sites qui sont également des ressources utilisées pour la production d’'EDCH

+ Comment gérer I'incertitude des résultats en cyanotoxines, et ceux s’approchant des valeurs guide (ex: microcystines a 0,29 puis 0,32 pg/L +
résultats compris entre 0,3 et 1 pg/L) ?

+ Différence de gestion selon le département [/ région pour I'anatoxine A en raison de LD variables selon les laboratoires
+ Opportunité de conserver I'analyse des cylindrospermopsines et saxitoxines car peu ou pas retrouvées dans une région
+  Problématique de stabilisation des échantillons pour I'analyse des cyanotoxines
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

* Points soulevés par les ARS (2/3) :

Cyanobactéries benthiques :

+ Demande de précisions pour la gestion des cyanobactéries benthiques
+ Variabilité spatio-temporelle, analyses onéreuses pergcues comme peu utiles
* Importance d’'une meilleure reconnaissance visuelle chez les acteurs et usagers des riviéres, et pour l'information du public

Méthodes d’analyse : ELISA plus adaptée en termes de gestion mais codt parfois plus élevé
Travaux de normalisation : état d’avancement
Intérét d'une accréditation obligatoire des laboratoires pour I'analyse des cyanotoxines ?

Bancarisation des données : opportunité de création de codes SISE-Eaux spécifiques pour chaque méthode d’analyse des
cyanotoxines ?

Evolution connaissances scientifiques / taxonomie :

+ Opportunité de mise a jour des biovolumes moyens pour les genres de cyanobactéries toxinogenes ?
» Opportunité de réévaluer les valeurs guides pour les cyanotoxines (notamment pour microcystines, LD pour anatoxine) ?

28
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Enquéte menée aupres des ARS sur les saisons balnéaires 2022-2023

» Points soulevés par les ARS (3/3) :

+ Communication vers le grand public :

* Incompréhension du public en raison du classement des eaux de baignade ne prenant pas en compte actuellement le parameétre
« cyanobactéries » (ex : baignades « excellentes » ou « bonnes » confrontées a des proliférations en cyanobactéries)

+ Affichage des résultats en cyanobactéries (biovolume) et cyanotoxines sur le site internet « Baignades »

+ Cas des baignades artificielles avec des modalités de gestion différentes > harmonisation nécessaire

» Activités nautiques et aquatiques : cadre réglementaire a préciser (sécurisation juridique nécessaire) : sites pouvant rester ouverts au public
alors que la baignade est interdite au public pour cause de prolifération de cyanobactéries

» Mortalités animales (chiens) : envisager la possibilité d’une prise en charge financiére des autopsies en lien avec les services de I'Etat
concernés (ex: DDETSPP?), échanges accrus avec les acteurs santé animale / santé humaine

+  Question sur la transposition éventuelle de l'instruction aux eaux de mer (Mayotte)
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Liste des parametres relatifs aux cyanobactéries et cyanotoxines du référentiel SISE-Eaux

(1/2)
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» Mise a disposition d’un fichier Excel des parameétres relatifs aux cyanobactéries et cyanotoxines existants dans le

référentiel SISE-Eaux et des codes SISE-Eaux associés pour les baignades naturelles et artificielles :

+ Ajout de nouvelles familles relatives aux cyanobactéries

+ Ajout du biovolume moyen standard attribués par genre de cyanobactéries et des toxines susceptibles d’étre produites par genre

Stata Biovelune moyen
ENW :
Comtente 5 Type de cyonobectédes - cuesstuv_ Libeité coun Solgnade [= Nature . Noavefe tambie de paraméue Unné — S - tnhammcbem-
o s o DOMINANCE DI CYANDBACTERES BINTHIQUES
xif caatd LT - PRYT T ANOBACTENIES T H /
OTONs 10 o Ay Cuainar HYTOPLANCTONS CrANDBACTENIES TONNOGENES SANS pesEY /
o Cvangal ANABAENA 50 (BICVOLUME) Acif Cuantitand CT . PHYTOPLANCTONS CYANOBACTERIES TONMODENES men3L " ::W'“””"';:’:;;m
"o cyansl2 ANABAENOPSIS 5P (B)OVOLLWEY il Quantitant LT - PHYTOPLAKCTONRS CYANDBACTERIES TORNOGENES mm3L 125 Microcystines
& swiins CYANBOS APHANCZOMENON 9 (8IOVOLUME) Aesit Cuantitatd CT - PHYTOPLANCIONS CYANCBACTERIES TONMNOGENES memdL tr] ﬁumm" o e
e CYaNBOL AFHANOCAPSA SP (BICVOLUME) =il Cuanoiand T - PHYTOPLANCTONS CYANCBALTERIES TOWMOGENES mm3/L 2 Mcrocystines
Cyaneoe CALOTHRIX SP (BIOVOLUWE) o Cuantitand T - PHYTOPLANCTONS CYAROBACTERIES TOXMNOGENES mm3L 215 Morocysnines
Cyanes3 CHRYSOSPORUM SF |BHOVOLUNE) Aot Cuantiard (T - PRYTOPLARCTONS CrANGBACTERIES TONMOGENES mm3L 133 Cphnarospenmopsings
CYanaes OUSPIDOTHRAIX SF [BIOVOLUNE| Axit Cuantitatd T - PHYTOPLANCTONS CrANDBALTERIES TONNOGENES mm3 9 Adoune o Santaenss
(& L 5 CYATONS CYANOBACTERIES TOXINOGENES Axif Quantitant T - PHYTOPLANCTONS CYANOBACTERIES TORMNOGENES mm3/L { !
<
7 0 CYANDIO CYLINDROSFERMOPSIS 52 (DIOVOLUME) At Guantitatd CT - PHYTOFLANCTONS CYAROUACTIRITS TONNOGENES maA 2 h:nu-m‘
Cr oranels CYLINOROSPERMIUM 57 {BIOVOLUME) Az Cuantitand T - PHYTOPLANCTONS CYANCBALTERIES TONMNOGENES men3jL 65,7 Asgteeine-d
2 Aabtanie @ Angtoane oSy
= CYANDED DOLICHOSPERWUM 57 |BIOVOLUNE | At Cusntitat® CT - PHYTOPLARCTONS CYANOBACTIRIZS TOUNOGINES meai =0 Cyinenspererapsine, Saakaates
v CYaNEL2 FISCHERELLA 59 {BIOVOLLWME) Acir Cuantaand CT - PYTOPLANCTONS CYANCBALTERIES TONMNOGENES men3L 2813 Adcrocysninss
G ¢ oo CYANBSE GEITLERINEMA 5F [BIOVOLUIME| Acut Cuantiatt CT - PrYTOPLANCTONS CYANOBACTENES TORMNOGENES a3 197 Mestcystines

04/07/2024



a
MINISTERE
DU TRAVAIL

4
DE LA SANTE "

€T DES SOUIDARITES
— anses

1 — Contexte reglementaire

Liste des parametres relatifs aux cyanobactéries et cyanotoxines du référentiel SISE-Eaux
(2/2)

* Modifications relatives des codes SISE-Eaux a venir - fichier simplifié en termes de nombre de codes
disponibles pour les cyanobactéries et enrichi pour les cyanotoxines

* Harmonisation a venir des modalités de gestion « baignades artificielles » vs. « baignades naturelles » : gel des codes
SISE-Eaux correspondants aux baignades artificielles (CYANSXX notamment)

« Création prochaine de nouveaux codes pour les cyanotoxines pour chacune des méthodes d’analyse (ELISA,
chromatographie) afin de bancariser les données (mais discontinuité des données)
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Eaux de baignade artificielles — contrdle sanitaire et limites de qualité

« Arréte du 15 avril 2019 modifié relatif au programme d’'analyses de la qualité de I'eau et aux limites et
références de qualité des baignades artificielles

* Parametres recherchés

* Cyanobactéries : 1 analyse a une fréquence mensuelle, lorsque le profil a mis en évidence un risque de prolifération

» En cas d’efflorescence visible > prélévement réalisé en surface pour confirmer origine (cyanobactéries ou
microalgues) et dans la colonne d’eau pour dénombrer les cyanobactéries

» Limites de qualité réglementaires
» Eau de la baignade artificielle (systémes ouvert et fermé) : limite de qualité = 100 000 cellules / mL

+ Eau de remplissage (systémes ouvert et fermé) : limite de qualité = absence d’efflorescence (observation visuelle de
terrain d’'une accumulation en surface d0 a une prolifération de phytoplancton)
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Evolutions réglementaires (1/3)

+ Eaux de baignade artificielles : harmonisation des mesures de gestion proposées par I'instruction «
cyanobactéries » apres modification des textes réglementaires

« Arrété du 15 avril 2019 modifié relatif au programme d'analyses de la qualité de I'eau et aux limites et références de
qualité des baignades artificielles

» Pour le paramétre « cyanobactéries » : suppression de la limite de qualité réglementaire de 100 000 cellules/mL et de la
fréquence d’analyse pour ce parametre (mensuelle actuellement) pour les sites a risque de prolifération

« Arrété du 15 avril 2019 relatif au contenu des dossiers de déclaration des baignades artificielles et d'autorisation

d'utilisation d'une eau autre que I'eau destinée a la consommation humaine pour l'alimentation d'une baignade
artificielle

+ Contenu de la demande d’autorisation d’utilisation d’une eau autre que 'EDCH pour I'alimentation d’une baignade artificielle :

ajustements des intitulés des parametres a rechercher pour correspondre aux modalités actuelles de recherche et gestion du
risque
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Evolutions réglementaires (2/3)

« Arrété du 5 juillet 2016 modifié relatif aux conditions d'agrément des laboratoires pour la réalisation des
prélevements et des analyses du contrdle sanitaire des eaux

* Annexe Il (Eaux de baignade, y compris baignade artificielle) - Liste I-2 : Analyses chimiques complémentaires :

+ Ajout du parametre « cyanotoxines » (total microcystines, cylindrospermopsines, anatoxines et saxitoxines)

* Suppression du parameétre « Total microcystines »

* Annexe IV (Paramétres ne nécessitant ni accréditation ni EIL) - Liste E1 et I-1 : Analyses microbiologiques complémentaires
* Report de la date limite pour l'accréditation des laboratoires pour le parameétre « cyanobactéries » au 31 décembre 2025
pour les EDCH et les eaux de baignade

* Ajout d'une date limite d'accréditation pour les paramétres « cyanotoxines » et « phytoplancton macroalgues »
(accréditation et EIL désormais disponibles) au 31 décembre 2025 pour les eaux de piscine et de baignade.

34
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Evolutions réglementaires (3/3)

« Arrété du 19 octobre 2017 modifié relatif aux méthodes d'analyse utilisées dans le cadre du contrdle sanitaire
des eaux

+ Ajout d'une annexe VII sur les caractéristiques de performance des méthodes de mesure pour les analyses de cyanotoxines
(total microcystines, cylindrospermopsines, anatoxines et saxitoxines) des eaux de baignade - LoQ (méthode ELISA et
méthode LC/MS-MS avec une incertitude de 50%)

Total microcystines 0,3
Cylindrospermopsines 42 0,1 pg/L lorsque l'analyse est réalisée par LC/MS-MS (par variant) 50
0,2 ug/L par méthode ELISA
Saxitoxines 30
Anatoxines <LD

* Mise a jour du référentiel d’analyses du contréle sanitaire des eaux (Anses) a venir : ajout de la norme expérimentale XP T90-

330 associée et du mode opératoire Anses « CYAMF » pour les baignades naturelles et artificielles as
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Conclusions

* Modification de la réglementation applicable :

+ Accréditation obligatoire pour les laboratoires agréés pour les parametres « cyanobactéries » et « cyanotoxines » avant le 31 décembre 2025

« Caractéristiques de performance pour I'analyse des cyanotoxines a respecter

+ Harmonisation des modalités de recherche et de gestion des cyanobactéries et cyanotoxines pour les baignades naturelles et artificielles - renvoi
al'instruction « cyanobactéries »

+ Actualisation de l'instruction « cyanobactéries » avant la saison balnéaire 2025 afin de tenir compte des derniéres connaissances scientifiques et
retours d’expérience

» Possible actualisation des tableaux de taxons de cyanobactéries toxinogenes (travaux d’expertise Anses [ nomenclature)
» Actualisation des codes SISE-Eaux relatifs aux cyanobactéries (aprés harmonisation) et cyanotoxines (a venir prochainement)

» Saisine des services juridiques des ministéres sociaux (DAJ) en cours concernant les activités de loisirs nautiques et aquatiques
hors champ CSP

+ Site internet national « Baignades » : résultats « cyanobactéries » > ligne supprimée aprés passage au biovolume : pas d‘évolution
envisagée a court terme compte tenu de la refonte prévue des sites internets « eaux » dans le cadre du projet Aqua-SISE
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Intervention de I’ARS Bretagne - présentation du site internet régional « cyanobactéries »

SUIVI SANITAIRE DES CYANOBACTERIES DANS LES ZONES DE BAICNADE EN EAU DOUCE

Lien URL : https://bretagne-environnement.fr/tableau-

de-bord/suivi-sanitaire-des-cyanobacteries-dans-les-
zones-de-baignade-en-eau-douce

e 43 he

SUIVI SANITAIRE DES CYANOBACTERIES DANS LES ZONES DE BAIGNADE EN EAU DOUCE

2023 - REGION BRETAGNE

24 vitae de baignade en sau
ccuse
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Harmonisation des méthodes de référence par le LHN - publiées en 2018
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norme européenne
norme frangaise

155N o003 1

NF EN 15204
Décembre 2006

bxiice o chsssment - T 50-379

Fascicule de documentation publié par AFNOR

FOT90-779

ICS : 13.060.70
Qualite de l'eau

Norme guide pour le dénombrement
du phytoplancton par microscopie inversée
(méthode Utermaohil)

NORME GUIDE

NF EN 15204 (DEC. 2006)

Recommandations générales dans le cas d’observation
et de dénombrement d’échantillons de phytoplancton
marin et d’eau douce par microscopie inversée
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IDENTIFICATION ET DENOMBREMENT DES
CYANOBACTERIES PAR MICROSCOPIE DANS LES EAUX

INTERIEURES ET LES EDCH APRES OBSERVATION DIRECTE

DE L'ECHANTILLON OU APRES CONCENTRATION

Aide 3 'application de s norme NF EN 152042006

Date de publication : mars 2024

FASCICULE DE DOCUMENTATION
FD T90-779 (MARS 2024)

Support d"application a lanorme
NF EN 15204
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NORME EXPERIMENTALE

XP T90-330 (2024)
consultation T90D et T95F

révision dans les deux ans,

prend en compte le contexte de la
surveillance sanitaire mais pas
uniquement. }
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CYANOBACTERIES
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Avant-propo 3
Introduction 4
1 Domaine d'application 6
2 Termes et définitions 6
3 Précision sur le domaine d'application 7
FD T90-779 : 4 Notion d’objet algal 8
Domaine d'application : 5 Préparation de I'échantillon 9
Ari 5.1  Homogénéisation 9
Phytoplancton dont cyanobactéries 2 St S AT o
5.3  Prise d'essai de faibles volumes d'échantillon 12
54  Méthode de dilution 12
5.4.1 Dilution avec fiole jaugée 12
5.4.2 Dilution avec pipette et cone 13
55 Traitement spécifique pour lI'identification des diatomées 13
POINTS PERTINENTS pour 5.5.1 Préparation de lalame 14
I'identification et le dénombrement 5.52 enHUSUDN OmpIage 1
de Cyanobactéries 6 Fidélité du comptage 15
7 Validation de la méthode de dénombrement et incertitides asSOCIELS i 15

Annexe A (normative) Tableau des valeurs du facteur de correction Z pour de I'eau distillée en

fonction de la température de I'eau et de la pression barométrique absolue (tableau issu
A 4 de la norme NF EN ISO 8655-6) 16
Repris directement ou par renvoi au Annexe B (informative) Pipette modifiée pour la prise de petit volume d’échantillon ... 17
fascicule dans la norme Annexe C (informative) Résultats des tests de préparation de lame diatomées réalisés sur
X P T9 O 3 3 0 quelques échantillons selon différentes méthodes 19
- Annexe D (informative) Détermination du pourcentage de surface maximale & compter ... 25
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Fascicule FD T90-779 et complément XP T90-330
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© LEVEE DE L'AMBIGUITE CONCERNANT LA TERMINOLOGIE & AMAS DE SURFACE »
ET PRISE EN COMPTE DU POTENTIEL DE FLOTTABlLlTE
, Mais caractérisées Réduction de la flottabilité des cyanobactéries par
par une capacité de —» augmentation de la pression hydrostatique, grace
flottabilité a l'vtilisation d'une seringue

« L'éclatement des vésicules gazeuses peut étre facilement réalisé en placant
I"échantillon dans une grande seringue en plastique ... » / « ‘augmentation
soudaine de la pression dans la seringue fait éclater les vésicules gazeuses »

CYANOBACTERIES

PE DE 50 A 60 ML DE L'"ECHANTILLON
HOMOGENEISE ET A L'EQUILIBRE THERMIQUE,

A
=
zZ
<
=
=
(@)
—
L
()]
<
=
<
M

L’OPERATION EST REPETEE AVEC LA MEME
PRISE D'ESSAI JUSQU'A CE QU’IL N"Y AIT

Figure 1 — Amas de surface de cyanobactéries
PLUS DE GAZ QUI S"ECHAPPE LORSQUE
L’ORIFICE DE LA SERINGUE EST LIBERE

Prised’ esalde50850mYy |

Les cyanobactéries peuvent parfois flotter dans I'échantillon, lorsque le process de sédimentation n'est pas
optimal, mais ne sont pas considérées comme des « amas flottants » au sens de Ly norme. [l est alors obligatoire
de procéder a un traitement permettant leur sédimentation. La méthode de la seringue est géneralement
utilisée comme décrite dans la norme, au paragraphe 6,6, Aprés sa mise en aruvee, il est nécessaire de réaliser

une vérification de I'efficacité du traitement en réalisant un nouveau contréle de la présence de cyanobactéries ) VERIFIER L'EFFICACITE du traitement,
flottantes sur une nouvelle prise d'essai. Le dénombrement est ensuite realise sur I'ensemble de la v » I . . . .
communauté phytoplanctonique avec prise en compte de ces cvanobactéries, recommencer Operat|on Sl necessaire.
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Fascicule FD T90-779 et complément XP T90-330

@ - DESCRIPTION DE LA METHODE D’"HOMOGENEISATION

5.1 Homogénéisation

il est recommandsé de procéder a une bomogeneisation dowce, mais efficace, de Pechantillon avant la prise du
sons-échantillon A faire sédimenter : douce, pour e pas fractionner des colonies, et efficace pour permetire
une bonne séparation des individus et faciliter la sédimentation aléatoire ultérieure,

Paur ce faire il st recommandé de procéder 3 une agitation de V'échantillon en Je tenant dune main ot en

roalisant doucoment 20 mouvemonts on huit {principe de Paul Schatz - Figure 2) immeédiatement avant la
prise d'essal & sédimenter,

Figure 2 — Schéma du principe de 'agitation avec des mouvements de huit

La méthode d’agitation doit étre clairement

définie au sein du laboratoire pour qu’elle soit
reproductible d’un opérateur a un autre

04/07/2024
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EX ‘

FLACON REMPLI A ENVIRON 80%
de sa capacité max

\ 4

& MoUVEMENT EN 8 — agitation modérée

Veiller a limiter le risque de
fractionnement des colonies

\

C IMMEDIATEMENT AVANT LA PRISE D'ESSAI

pour éviter les risques de pertes d’homogénéité
par stratification
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©a - METROLOGIE ET CALIBRATION DES CHAMBRES DE SEDIMENTATION ET COLONNE

==

-

¢S ¢

Vigare 4 — Oumshre tububaire de sédimentation fixe, 1; chambre svec colonne five de 10 ml, 21
chambre avec colomne five de 25 mb 3 lamelles epatsses

=
-
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Annexe A
(normative)

Tableau des valeurs du facteur de correction Z pour de Feau distillée en fonc-

tion de la température de I'eau et de 1a pression barométrique absolue (tablean
issu de ka norme NF EN I1SO 8655-6)
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Calibration avant 1 utilisation par GRAVIMETRIE de CHAQUE COUPLE

Principe basé sur des pesees A VIDE (n=10) et des PESEES REMPLIES avec de I'eau
(n=10).

Soient 20 mesures pour un méme couple colonne + platine, a fermer par une
lamelle épaisse.
EAU DISTILLEE / correction en fonction de

o latempérature et
o la pression atmosphérique

Le volume exact des chambres de sédimentation doit étre précisément connu car il est pris en compte dans
les calculs des concentrations. Les caractéristiques de chaque colonne ont été définies en usine, mais sans
certificat de calibration. Une étape de calibration est alors nécessaire avant sa premiére utilisation pour les
observations au microscope, Cette calibration consiste, pour chacune des chambres de sédimentations, a
définir le volume exact pour chaque couple (colonne + platine), fermée par une lamelle épaisse avec une
tolérance de 1 % sur la mesure du volume.
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©b - METROLOGIE ET CALIBRATION DES CHAMBRES DE SEDIMENTATION ET COLONNE

CHAMBRES ET COLONNES DE SEDIMENTATION :

- ENREGISTREMENT DU VOLUME MOYEN en millilitres (ml) de chacune des

chambres de sédimentation

- ENREGISTREMENT DU VOLUME MOYEN en millilitre (ml) de chaque colonne de

sédimentation amovible

- IDENTIFICATION INALTERABLE des chambres et colonnes. Les colonnes (mobile

et fixe) doivent en plus porter l'indication de leur volume de calibration (gravage,

étiquette plastifiée) ou a défaut une indication renvoyant a une table de . .
VOLUME A CONSIDERER POUR LA

correspondance « numéro-volume ». SEDIMENTATION : DE 1 A 50 ML EN
FONCTION DE L’ABONDANCE

- AIRE MOYENNE de chacune des chambres de sédimentation.

45
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©cC - METROLOGIE ET CALIBRATION DES CELLULES DE COMPTAGES

CELLULE DE COMPTAGE :

- Utilisable dans le cas D'OBSERVATION EN DIRECT ou
. < e . L'utilisateur doit identifier les caractéristiques
pour le DENOMBREMENT A PARTIR DE L'ELUAT issu de

. % . . métrologiques des cellules de comptage qu'il utilise
la filtration™ d’un échantillon (cas des EDCH dans la

XP T90-330). (HABITUELLEMENT LES DONNEES DES FABRICANTS SONT

% SUFFISANTES) et doit utiliser des lamelles planées
Modalités de filtration : membrane en polycarbonate

blanche porosité max de 3 um, diameétre de membrane de adaptées aux cellules de numération qu'il utilise.
47 mm ou 25 mm. Dépression max de - 700 mbar.

Cellule de
Nageotte

Remarque : Possibilité de réaliser une observation
microscopique de la membrane (notamment si
diamétre de 25 mm) pour éviter |'étape d’élution.

v Cellule de
Sedgewick Rafter

REPRESENTATIVITE SR (PE 1 ML)
>> NAGEOTTE (PE 50 mL)

04/07/2024
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©d - METROLOGIE ET CALIBRATION DU MATERIEL D'OBSERVATION 1
-
MATERIELS D’OBSERVATION : —_—
o :

- Détermination de L’AIRE ASSOCIEE A UN CHAMP D'OBSERVATION DONNE POUR CHAQUE GROSSISSEMENT (couple

oculaire/objectif).

« Utiliser les oculaires gradués et la lame étalon (ou un logiciel d’acquisition d’'images).

- LOGICIEL D'ACQUISITION D'IMAGES ET DE MESURES : vérification de la justesse des outils de mesure intégrés au

logiciel pour chague niveau de grossissement en suivant les instructions données dans le mode d’emploi du

logiciel.
* Il est possible d’utiliser une lame étalon.

- L'OCULAIRE MICROMETRIQUE et LA GRILLE DE COMPTAGE doivent étre étalonnés pour chague grossissement utilisé

et pour chague microscope.

» Pour ce faire une lame étalon est utilisée pour mesurer I'échelle du micrométre oculaire et les dimensions (pour le

calcul de surface) du champ de comptage. Se référer a la norme NF EN 16 695 pour les modalités d’étalonnage.

47
04/07/2024



Fascicule FD T90-779 et complément XP T90-330

EXR

MINISTERE B .
DES SOLIDARITES

ET DE LA SANTE W
Literté anses

Liber
Egalité
raternité

@ - METROLOGIE : DIAMETRE D’OUVERTURE DES INSTRUMENTS DE PIPETAGE DANS LE CADRE DES

FAIBLES VOLUMES DE PRISES D'ESSAIS

Larges colonies

Faisceaux de filaments

l

Risques d’'aspiration ou

d'écoulement entravés

l

Utilisation de pipettes graduées au

1/108me A LARGE OUVERTURE

(au moins 3 mm)

04/07/2024

Exemple de référence de pipettes graduées a large

ouverture adaptée : Fisher Scientific réf. 11833133 ou
matériel équivalent

Des pipettes en verre peuvent étre préférables pour
faciliter le nettoyage et limiter I'adhérence des
individus planctoniques.

FD T90-779 autorise également sous certaines

conditions l'utilisation de pipettes plastiques
tronquées a leur extrémité.

48



Fascicule FD T90-779 et complément XP T90-330 Em

MINISTERE P
DES SOLIDARITES
ET DE LA SANTE W

f;’,‘;;‘;' anses
© - REGLES DE DENOMBREMENT
Objet algal = INDIVIDU = EFFORT DE COMPTAGE ATTENDU
« Entité de vie naturelle d’un individu » exprimé en individus
(cellule, colonie ou filament) = 100 INDIVIDUS DE CYANOBACTERIES

DESTRUCTURATION de taxon coloniaux (vieillissement, agitation, action du Lugol, ...)

=> risqgue _de cellules isolées qui ne doivent pas étre comptabilisées comme des individus unicellulaires
participant a I'effort de comptage :

- Si faible occurrence => rattachement du nombre de cellules correspondant aux individus du taxon déja

dénombrés,

- Si forte occurrence => regroupement au sein d’individus virtuels en définissant un nombre moyen de

cellules par individus. Les individus virtuels sont intégrés a I'effort de comptage.
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@ a - DETERMINATION DES GENRES EN PRESENCE — ELEMENTS GENERAUX

- Une détermination valide a un niveau taxonomique moindre est préférable a une détermination erronée a un
niveau taxonomique superieur.

- ouvrages de détermination de référence récents et adaptés (zone géographique).

- Mise en place d’une veille documentaire active concernant la taxonomie du domaine.

- En cas de doute :

o observation paralléle entre lame et lamelle (entre x400 et x1 000).

o Recours possible a I’échantillon non fixé pour vérifier certains critéres d’identification *

o Prise de vue et archivage pour sollicitation d‘un référent interne ou externe a la structure concernant la détermination

+ ldentifier en amont d’un expert reconnu qui pourra étre sollicité si nécessaire

* Introduction dans la norme d’une tolérance pour fixer les échantillons dans les 4 a 6 heures consécutives a
I'’échantillonnage
50
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Joosten A.M.T., 2006. Flora of the blue-green algae of the Netherlands, | — The non-
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Sullwassorflora von Mittelesropa

| fomet K, Ssagnootids

Cyanoprokaryota

1. Teil / Pant 12 Chroococcales
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O C - DETERMINATION DES GENRES EN PRESENCE — PHOTOTHEQUE

U Base de données numériques taxonomiquement classifiée,

O Clichés de référence d’origine interne et éventuellement externe au laboratoire,

O A minima les principaux taxons rencontrés dans le cadre de I’activité analytique habituelle du laboratoire
U mise a jour en continu

Q fiabilité assurée.
U Mise a disposition
* du personnel qui réalise les déterminations,

+ Consultables par des intervenants extérieurs notamment dans le cadre d’audits

52
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Au niveau européen - thématique identifiée dans
le contexte du changement climatique

Evropoan
Environment
Agency

Agence européenne de
I'environnement

Responding to climate change impacts on human health
in Europe: focus on floods, droughts and water quality
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4 Health impacts of changed water temperature, chemistry and ecology

4.1
42
43
4.2
43
4.6

Increased temperatures of drinking water supply
Saline intrusions

Harmful cyanobacterial and algal blooms
Legionella

Vibrio

Emerqing risks
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“The technical guidance is primarily addressed at environmental agencies of the European countries, professionals and
other authorities responsible for monitoring and management of blooms in waterbodies.”

Contents
- Abstract 1
o
'm:‘:u- Acknowtodgeements .. . R TR s &

roduction

3

PART | 4

1. Protocals for montonng cyancbactoral blooms ... e
g

9
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Good practice for cyanobacterial and algal 1.3 PIOTTOPLANKTON AEUNDANCE AND CYANCRACTERIAL BKVCLUME ... a0
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bloom detection across Europe s e . =
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https://publications.jrc.ec.europa.eu/repository/bitstream/IRC133331/JRC133331_01.pdf 147 Engyme-Lmas Imrenosytont Assay .. S
Parameétres de gestion identifiés : H— = I o —
- Chlorophylle-A
Biovolume . .
Globalement en accord avec les orientations
Méthode analytique de mesure des concentration en cyanotoxines : prises au niveau francais.
Elisa, ...
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3 — Méthode CYAMF (Analyse),

Dénombrement en cellule de comptage sans ou avec
concentration préalable par filtration membranaire et élution.

55
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DENOMBREMENT EN CELLULE DE COMPTAGE SANS OU AVEC CONCENTRATION PREALABLE PAR FILTRATION
MEMBRANAIRE ET ELUTION

0 Souhait que les laboratoires puissent disposer d'un REFERENTIEL dédié a cette méthode qui sera FOCALISE SUR LE
CONTROLE SANITAIRE (contrairement au projet de norme XP T90-330),

QO Intégration dans le référentiel CYAMF des éléments techniques issus de la norme XP T90-330 (métrologie, calibration,

photothéque, ...,

U Mise en consultation parallelement a la mise en consultation de la XP T90-330,

56
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DENOMBREMENT EN CELLULE DE COMPTAGE SANS OU AVEC CONCENTRATION PREALABLE PAR FILTRATION
MEMBRANAIRE ET ELUTION

U PRINCIPAL INTERET DE LA METHODE :

» rapidité de mise en ceuvre (pas de délai de préparation de I|'échantillon

contrairement & la sédimentation qui nécessite un délai d‘équilibrage de la MOI080 3relioe 1 SArast efuies urs e oo
REFERENCE | AMSESLMNCYANE. Varsien 2 IProen
température de I’échantillon et des temps de sédimentation). )

O INCONVENIENT DE LA METHODE : Dénombrement et identification des
cyanobactéries dans les eaux

intérieures apreés observation directe
= représentativité questionnable pour les prises d’essais les plus faibles, notamment de I'échantilion ou aprés concentration
par filtration.

pour l'utilisation de la cellule de Nageotte (50 ul soumis a observation pour un

éluat de 1 ml) Vorsion | moshcssons Cute Precipues medBcatons
vapre e
v Verslen initale | Mavenons 2900
v | e [ wa | Whae ant cobuivance svet b contuny du e XF TH-32
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DENOMBREMENT EN CELLULE DE COMPTAGE SANS OU AVEC CONCENTRATION PREALABLE PAR FILTRATION

MEMBRANAIRE ET ELUTION

U PERSPECTIVES .

= Quverture a d’avtres cellules de dénombrement,
» Cellule de Sedgewick-Rafter (1 ml)

= EIL 2025 / rapprochement des OCIL suite parution des méthodes de

référence,
» Suivi des méthodes et du détail des modalités mises en ceuvre

» Synthése des données a I'horizon de 2 a 3 ans au moment du passage de la

XP T90-330 en NF T90-330.

04/07/2024

Cellule de
Nageotte

— Cellule de
Sedgewick Rafter

58




EIL / ACCREDITATION / AGREMENT

2025 EAUX DE LOISIRS
AGREMENT I-1

EDCH
AGREMENT E-1

Phytoplancton

H EIL 2025
et macro-algues Oui®

Non

Cyanobactéries Oui © EIL 2025

Oui © EIL 2025

Cyanotoxines Oui © EIL 2025

Oui © EIL 2025
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Méthodes d’analyses identifiées
XP T90-719 ou NF EN 15 204

XP T90-330 ou méthode interne (CYAMF)

Méthode (Chromato, ELISA)
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4 - Perspectives .

Projet de norme « Echantillonnage »
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Méthode d’échantillonnage : les documents d'intérét
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Evaluation des risques liés
aux cyanobactéries et leurs toxines
dans les eaux douces
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ANNEXE INFORMATIVE du projet de norme XP T 90-

330, en attendant une norme de prélevement dédiée

XPT90-330

2024

ANNEXEB 1
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Echantillonnage, prétraitement, délai d’acheminement, conservation. -

MINISTERE B
DES SOLIDARITES
A SANTE

OBSERVATION DE LA ZONE D'ECHANTILLONNAGE :

EFFLORESCENCE, ECUME, DEPOTS COLORES SUR TOUT OU PARTIE DE LA ZONE ?

* ATTENTION A PRENDRE EN COMPTE DES VENTS DOMINANTS

CHANGEMENT DE COULEUR, POISSONS MORTS, MAUVAISES ODEURS ?

RELEVER DES COORDONNEES GEOGRAPHIQUES ET PRISE DE VUE CONSEILLEES,

PRISE EN COMPTE DES BESOINS POUR LES PARAMETRES COMPLEMENTAIRES :

- CHLOROPHYLLE-A

- CYANOTOXINES
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Echantillonnage, prétraitement, délai d’acheminement, conservation.

ECHANTILLONNAGE EN ZONE DE BAIGNADE :

- PRELEVEMENT INTEGRE,

- 3 PRELEVEMENTS DANS LA COLONNE D’EAU, REPARTIS SUR
LA ZONE, A UNE PROFONDEUR SIMILAIRE ET MELANGES DANS
UN RECIPIENT COLLECTEUR AVANT D’ETRE RAPIDEMENT
DISTRIBUE DANS LES FLACONS DE PRELEVEMENT

*  TUBES ECHANTILLONNEURS (TUBE PLONGEANT) MANIPULABLE D'UNE SEULE

MAIN (1 METRE, 250 ML),

* DANS LA ZONE DE PROFONDEUR REPRESENTATIVE DES BAIGNADES : 1 A
1,5mMm,

* LE PRELEVEUR VEILLE A LA REPRESENTATIVITE DE L'ECHANTILLONNAGE EN
FONCTION DES SPECIFICITES DU SITE, DE SITUATION OBSERVEE LE JOUR DE|
PRELEVEMENT, ET DE LA STRATEGIE EVENTUELLEMENT MISE EN PLACE

AVEC LE DONNEUR D"ORDRE OU LE GESTIONNAIRE,

EX
MINISTERE . ‘
DES SOLIDARITES

ET DE LA SANTE W
L anses
it

Exemple de stratégie d’échantillonnage

Ex de références Grosseron données
a titre informatif :
(i) 0415002/25 mmx 1 m/ 270 ml/ PP ou
(i1) T415004 / 25 mmx 1 m/ 270 ml/ inox 316

3 X270 ml
=810 ml

200(ml 1

3 9 o
e G > : é{@ )
B

04/07/2024

Flacon « cyanobactéries » : PP de 200 ml min.
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Validation de la stratégie d’échantillonnage en amont de la saison avec le donneur
d’ordre et/ou le gestionnaire.

EXEMPLE 1 : DANS UNE ZONE DE PROLIFERATION
VOISINE DE LA ZONE DE BAIGNADE

Un prélévement complémentaire peut étre réalisé dans la colonne d’eau en dehors de la zone de baignade selon les mémes
modalités dans une zone de prolifération qui serait voisine de la zone de baignade.

EXEMPLE 2 : DANS UNE ACCUMULATION DE SURFACE

AU NIVEAU DE LA ZONE DE BAIGNADE OU A PROXIMITE

PRECONISATION INITIALE EVOLUTION COMMENTAIRE

L'objectif est de VERIFIER que I'accumulation en surface est

ANALYSE QUALITATIVE / imputable & des cyanobactéries et d’IDENTIFIER les genres
en présence.

PRELEVEMENT COMPLEMENTAIRE

Petit flacon a col large Recueil avec un mouvement circulaire initié depuis les 1°" cm
Verre ou plastique d’eau vers la surface - env.

Remise en suspension dans un faible vol. L’ajout d’eau filtrée permet de réduire le risque de

d’eau filtrée sur 0,45 pym dégradation pendant le transport.
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Echantillonnage, prétraitement, délai d’acheminement, conservation.
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FLACONS DE PRELEVEMENT :

- Flacon « cyanobactéries » : PP DE 200 ML MINIMUM,

- Chlorophylle-a: POLYETHYLENE OPAQUE OU EN VERRE BRUN DE 1 L (A REMPLIR COMPLETEMENT),

- Cyanotoxines: DES FLACONS EN VERRE BRUN AMBRE D'UNE CONTENANCE MINIMALE DE 200 ML.

PRETRAITEMENT (FIXATION-STABILISATION), POUR LE DENOMBREMENT | .. JXP 190719
DES CYANOBACTERIES i, 7, bl || g
Pl —

- LucoL ALcaLIN : fixation conseillee directement sur site (flacon compte B-Emdistilée: - < - 200miy — e
goutte par exemple, mais possiblement réalisable au laboratoire dans les 4 a | R R
6h consécutives au prélévement. Attention a la composition du Lugol alcalin Concentration finale —
utilisé qui doit étre suffisamment concentré / Cf. annexe D de la XP T90-719. de 0,5%, soit 8 a 10 [

gouttes pour 100 ml
. . . . . (0,5 ml pour 100 ml) - o
Note : L’ajout de tout fixateur est a proscrire pour les échantillons destinés a la s
quantification des cyanotoxines. .

Disponibilité de solution
commerciale, pour info
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Echantillonnage, prétraitement, délai d’acheminement, conservation.
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MODALITES ET DELAIS D'ACHEMINEMENT

- ENCEINTE ISOTHERME : obscurité + maitrise de I'exposition a des températures excessives,
- ldéalement acheminement dans un DELAI COMPATIBLE AVEC UNE ANALYSE LE JOUR MEME DU PRELEVEMENT,

- Encasd'impossibilité, transport a 5+/-3°C.

- DELAI MAXIMAL DE MISE EN ANALYSE RECOMMANDE : 48 H

« Aprés [|'analyse initiale, le reliquat des

j J j échantillons fixés au Lugol alcalin doit étre
MODALITES DE CONSERVATION DES ECHANTILLONS FIXES conservé pendant un délai d‘'un mois (a
I'obscurité) et peut étre utilisé pour une ré-analyse

5+/-3°C + obscurité Conservation & temp. amb et & notamment dans le cadre d'une levée de doute
I'ob ité si | . | d | qui concernerait le _premier .resultat de

o SCU”te_S' 2 e Sl el e @k e dénombrement et/ou d‘identification. Passé ce

continuité de la réception délai, le laboratoire peut décider de jeter les

échantillons lugolés.
Reliquat : 30 jours Reliquat : 1 mois (a I'obscurité)
Ils devront étre éliminés en respectant les bonnes
. L - . . , pratiques de laboratoire en ce qui concerne
Reliquat : Réutilisation possible pour levée de doute I'élimination de produits chimiques dangereux

pour lI'environnement (retraitement). »
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Echantillonnage, prétraitement, délai d’acheminement, conservation.
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« OBSERVATION VISUELLE essentielle pour détecter le début des épisodes de prolifération.
+ FORMATION ADEQUATE pour les préleveurs et gestionnaires.

« FICHE TERRAIN nécessaire pour chaque prélévement :
.prioriser les échantillons au laboratoire,

«apporter des informations complémentaires notamment en cas de prolifération.

N2
o

N7
2

+ Modalités de prélévement :
+«PRELEVEMENT MOYENNE EN 3 POINTS,
«sauf exception une colonne d’eau d"1 m (TUBE PRELEVEUR),
9 «Sous échantillonnage sur site : 200 ml frais + 200 ML FIXES + volumes pour autres parametres.
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EX ‘

« Acheminement vers le laboratoire & L'OBSCURITE EN ENCEINTE ISOTHERME pour éviter une
exposition des échantillons a des températures excessives.

« Débuter une ANALYSE IDEALEMENT LE JOUR DU PRELEVEMENT voire dans les 24 H,
« Analyse aprées 24h, uniguement si échantillon fixé au LUGOL ALCALIN,
- Si impossibilité analyse dans les 48H max )

« Concernant les échantillons FIXES
+Si absent, sous-échantillon fixés a préparer dés réception au labo,

«Possibilité de conserver les échantillons fixés en attente de premiere analyse a température
ambiante (+ obscurité).

«Conservation des reliquats d’échantillons fixés 1 mois a I'obscurité (réfrigération facultative).

CCC
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Cyanobactéries benthiques

EX

MINISTERE P

DES SOLIDARITES

ET DE LA SANTE W
Liktd anses

Egalité
Fraternité

)» Couleurs

= Détachement et mise en
Croissance et - suspension dans les cours
épaississement du - d'eau [ dépét sur les berges
biofilm @

PP aseect

Dhes o0t partols rmartedes 4o grn ot om e snpect visgaees, Fos o6 et butieus gue Ten setl sy Southe

Initialisationde la o
colonisation des substrats

3D Evolution
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1. Objectif de I’échantillonnage :

- CONFIRMER gue le biofilm est totalement composé (ou dominé) par des cyanobactéries benthiques.

- IDENTIFIER LES GENRES de cyanobactéries benthiques qui constituent le biofilm et s’attacher a définir la présence

de genres potentiellement toxinogénes,

- SI DOMINANCE DE CYANOBACTERIES BENTHIQUES, RECHERCHER la présence d’anatoxine afin de déterminer un

eventuellement dépassement du seuil de détection.

NOTE : La quantification de /"anatoxine n’est pas a réaliser systématiquement. Si la quantification d’anatoxine est demandée,
cette derniére doit étre exprimée en fonction de la biomasse de biofilm (ug/kg de matiére fraiche ou matiere séche) ou

éventuellement rapportée en fonction de la surface de biofilm collectée (ug/cm?2).
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2. Sites, périodes et fréqguences d’échantillonnage :

L'observation visuelle permettra la DEFINITION DES ZONES ET PERIODES DE DEVELOPPEMENTS DES BIOFILMS mais aussi celle des périodes

favorables aux DECROCHEMENTS des biofilms puis des zONES D’ACCUMULATION apres leur transport par la riviére.
- Les modalités de prélevements doivent étre adaptées en fonction des caractéristiques locales et de leurs éventuelles
modifications, par exemple

- pendant des périodes de seCHERESSE favorables a I'implantation et au développement des biofilms du fait :

- d’'une diminution des vitesses de courant,

d'une diminution des hauteurs d’eau conduisant a une plus grande exposition des substrats aux rayonnements,

- ala suite D'EVENEMENTS PLUVIEUX susceptibles de décrocher du biofilm et/ou de conduire a des transports vers I'aval. Dans ce cas

de figure, les parameétres suivants doivent étre pris en compte :

- augmentation de la profondeur,
- augmentation du débit,

- augmentation de la vitesse du courant.
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3. Modalités d’échantillonnage et d’acheminement des échantillons de biofilms.

- Dans les zones ou des développements (ou accumulations) de biofilms a cyanobactéries sont visibles, prélever :
- 3 échantillons de biofilms au minimum
- répartis sur la zone de développement (ou d’accumulation).
- Prélevement représentatif de la diversité des substrats en présence

Dans I'hypothése ou, dans une méme zone, des développements sont observés sur des substrats différents (galets et macrophytes
par exemple), les prélévements seront effectués sur ces différents substrats. Lors de I'échantillonnage sur différents substrats, la

démarche visera a collecter une surface similaire sur chacun des substrats.
- L’ECHANTILLONNAGE S'EFFECTUE AVEC DES GANTS, SUR LES SUPPORTS (BLOCS, GALETS, VEGETAUX) A L’AIDE DE PINCES FINES A BOUT PLAT.

- Les préléevements seront effectués sur le substrat, soit in situ directement dans l'eau, soit ex situ, quand cela est possible, apres

avoir extrait le support du biofilm de I’eau pour faciliter la prise d’échantillon.

- Des fragments de taille équivalente de chaque biofilm prélevé seront regroupés dans UN PREMIER TUBE EN VUE DE L'IDENTIFICATION

EN MICROSCOPIE ET DANS UN DEUXIEME TUBE EN VUE DE LA RECHERCHE EVENTUELLE DE TOXINES.
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3. Modalités d’échantillonnage et d’acheminement des échantillons de biofilms.

- Les échantillons de biofilms destinés a L'IDENTIFICATION DES CYANOBACTERIES BENTHIQUES ET A LA DETERMINATION DE LEUR DOMINANCE au
sein du biofilm doivent étre placés dans des TUBES EN POLYPROPYLENE-PP DE 5 ML OU PLUS. Le volume des tubes sera COMPLETE AVEC DF
L’EAU afin que les fragments de biofilms soient totalement immergés. Lors du prélévement, CES ECHANTILLONS DOIVENT ETRE FIXES AU LUGOL

ALCALIN, en ajoutant un volume variable de lugol (selon la densité des biofilms) permettant I’obtention d‘une couleur orangée.

- Les échantillons de biofilm destinés a la RECHERCHE DE TOXINES seront placés dans des TUBES OU FLACONS EN VERRE AMBRE DE 50 ML,

L'addition de tout fixateur est a proscrire pour les échantillons destinés a la quantification de toxines.

- Tous les échantillons doivent étre transportés dans une ENCEINTE REFRIGEREE MAINTENANT UNE TEMPERATURE DE 5 +/- 3 °C, ET A L"OBSCURITH
jusqu’au laboratoire. Au laboratoire, les échantillons de biofilms destinées a l'identification et fixés au Lugol peuvent étre conservés a
température ambiante a lI'abri de la lumiére. SI LES TOXINES NE SONT PAS ANALYSEES IMMEDIATEMENT, LES ECHANTILLONS DESTINES A LA

RECHERCHE DE TOXINES PEUVENT ETRE CONSERVES EN ENCEINTE REFRIGEREE JUSQU’A 36 H MAXIMUM APRES LE PRELEVEMENT.
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4. Préparation et observation des biofilms.

- Les biofilms doivent étre observés sous un MICROSCOPE OPTIQUE DROIT ET ENTRE LAME ET LAMELLE.

CYANOBACTERIES BENTHIQUES.

présence de GENRES POTENTIELLEMENT TOXINOGENES.

échantillon composite de 3 biofilms préalablement mélangés et homogénéisés.

- L'observation doit dans un premier temps permettre de CONFIRMER LA NATURE DU BIOFILM et la DOMINANCE DE

- L'analyse sera réalisée selon des ASPECTS QUALITATIFS VISANT A IDENTIFIER LES GENRES en présence et a statuer sur la

- Mesure de L'ANATOXINE aprés homogénéisation de 3 biofilms (ECHANTILLON COMPOSITE HOMOGENEISE).

Avant toute mesure de toxines, il est nécessaire d’homogénéiser complétement I’échantillon résultant du mélange des différents fragments de

biofilms. Ainsi, la recherche d’anatoxines susceptibles d’étre produites par les cyanobactéries toxinogénes identifiées, sera effectuée sur un
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