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1. ANTECEDENTES

El fitoplancton potencialmente toxico y nocivo del Mar Menor se ha estado
estudiando discontinuamente desde el afio 2003. Los primeros estudios se realizaron
en las aguas de los puertos deportivos. Tras el evento ocurrido en la playa de Calarreona
de Aguilas en 2006, que requirié de asistencia ambulatoria a mas de un centenar de
personas, se realizaron distintos seguimientos incluyendo las playas del Mar Menor
desde el afio 2007 al 2009. Estos seguimientos se retomaron en 2015 hasta la
actualidad. El afio 2016 tuvo una especial relevancia por la crisis de eutrofizacion

acaecida en el Mar Menor.

En la actualidad existe una lista de referencia de especies de fitoplancton nocivo

(http://www.marinespecies.org/hab/) que eleva el nimero de estas especies a 528.

Algunas de ellas suelen estar presente en muchas masas de agua sin causar problemas

de toxicidad, excepto cuando proliferan masivamente.

En los afios 2017 y 2018, de los que se recogen aqui los datos, se seleccionaron
5 playas del Mar Menor en funcién de los datos obtenidos en afios precedentes. Las
playas en las que se realizaron recuentos de fitoplancton potencialmente toxico fueron:
Los Aliseos, Playa Honda, Los Urrutias, Manzanares y Castillico. Los resultados de los
recuentos de fitoplancton potencialmente toxico de estas playas ya se presentaron en
el informe correspondiente a diciembre de 2017, aqui se presentan los resultados de los
muestreos realizados el 20/3/2018 y el 3/4/2018 correspondientes a la temporada de

semana santa de estas playas.

Desde 2016 se estan recogiendo muestras semanal o quincenalmente de tres
estaciones en el interior del Mar Menor donde se recuenta con mas detalle taxondmico
el fitoplancton. En el presente informe se proporciona también esta informacion desde
el 7/8/2017 al 16/04/2018.

Entre estas fechas también se tomaron muestras para el analisis de toxinas, al
igual que de las de las playas anteriormente sefialadas. Se presentan los resultados

para las toxinas analizadas que se indican en la seccién de metodologia.


http://www.marinespecies.org/hab/
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2. METODOLOGIA
2.1. MUESTREOS EN PLAYAS

Al igual que en los planes de vigilancia realizados en afios previos se han
seleccionado las playas incluidas en la Tabla I, donde se detectd la presencia de
especies potencialmente toxicas en densidades mas elevadas con respecto a otras

playas en los planes de vigilancia de afios anteriores.

Tabla I. Seleccién de playa para su estudio.

Playa Municipio |
Los Aliseos San Javier
Playa Honda Cartagena
Los Urrutias Cartagena
Manzanares Los Alcazares
Castillico San Javier

La Tabla Il muestra las fechas de muestreos realizados en los afios 2016, 2017 y 2018.

Tabla Il. Fechas de muestreos de 2018.

Fechas de

muestreo 2018
20/03
03/04

2.2. MUESTREOS EN EL INTERIOR DEL MAR MENOR

En el interior del Mar Menor se seleccionaron tres estaciones de muestreo, una
en la zona Norte, en la zona central y la tercera en la zona Sur. La Figura 1 muestra las
localidades tanto de estas estaciones como la de las playas anteriores y la Tabla Ill sus

coordenadas UTM.
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Figura 1. Localizacion de las estaciones de muestreo.

Tabla Ill. Coordenadas de las estaciones de muestreo.

Los Aliseos 699850.79 4171683.07

699807.73 4167411.28
691505.57 4172711.77
689543.25 4179355.21
694260.70 4187303.89

695519.75 4184278.25
694873.81 4177091.31
696504.32 4171422.70

2.3. TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS EN LABORATORIO

2.3.1. Determinacion taxondmicay de densidad del fitoplancton

Las muestras de agua se tomaron en frascos de polipropileno de 250 ml de capacidad
por duplicado a una distancia de la superficie de 30 cm aproximadamente, donde la
columna de agua tenia alrededor de un metro de profundidad. Uno de los frascos se fijo
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con una solucion de Lugol, mientras que el otro se mantuvo sin fijar para su observacion
in vivo y aislamiento de cepas si fuera el caso. El etiquetado de las muestras incluia el
lugar de muestreo o cédigo identificador de la playa, coordenadas GPS (UTM), fecha y
hora de recogida. Los frascos con las muestras se guardaron en neveras opacas a la

luz hasta su depd@sito en laboratorio en un tiempo no superior a 8 horas.

Una vez en el laboratorio se procedid con el método de observacién al
microscopio invertido de Utermohl para muestras de fitoplancton. Tras la
homogeneizacion de la muestra se sedimentaron volimenes de 100, 75 y 50 ml en
funcién de la densidad celular esperable y la cantidad de materia particulada en ellas.
Los tiempos de sedimentacion variaron en funcién de la altura de la columna,
normalmente 24 horas. Los recuentos y las identificaciones taxondmicas se realizaron
sobre las camaras al microscopio 6ptico invertido (Leica DM IL) equipado con camara

digital y objetivos de 5x, 10x, 20x, 40x y 63x secos.

Para los recuentos se procedidé a realizar un barrido de toda la camara de
sedimentacion a 200x (objetivo 20x, ocular 10x) para cuantificar los organismos menos
abundantes y de mayor tamafio. Seguidamente se procedid a realizar transectos
(generalmente 2) a 200x para cuantificar los organismos mas abundantes del
microplancton (>20 pm) y transectos a 400x para cuantificar los organismos del
nanoplancton (<20 ym). En muchas ocasiones, y en funcién de la densidad celular se
realizaron recuentos de media camara de sedimentacion o de la caAmara completa para
obtener recuentos significativos. A los individuos de cada especie potencialmente toxica
que resultaban de interés se les sacaba diferentes fotografias a 630x antes de proceder
a su identificacion taxonomica. Cuando en alguna muestra aparecio una proliferacion
importante de algun tipo de células, se recontaron campos al azar hasta obtener un
recuento de no menos de 300 individuos de la misma especie. Habitualmente se recontd

media camara de sedimentacion.

El nimero de células contadas se convierte a unidad de densidad por volumen
de muestra como células por litro. En ocasiones la determinacién a nivel de especie e
incluso de género requiere de técnicas adicionales como microscopia electrénica de
barrido y contenido de pigmentos mediante HPLC, en otras se requiere la preparacion

de ejemplares con cortes o tinciones para su observacion al microscopio de luz directa
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y/o luz polarizada. En nuestro caso se intento llegar al taxén mas detallado posible

mediante la observacién directa con microscopia invertida.

2.3.2. Determinacion de toxinas

En todas las estaciones se tomaron también 2 litros de muestra para el andlisis

de toxinas y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.

Puesto que el contenido de las posibles toxinas marinas contenidas en las
muestras de mar se espera a hiveles de trazas, para conseguir detectarlas, resulta
necesario el uso de un potente equipo de deteccién, asi como un tratamiento de muestra
que las preconcentre y, ademas, elimine otras posibles interferencias presentes en las
muestras. Para ello, se ha hecho uso de la técnica de preconcentracion SPE (Extracciéon
en Fase Sdlida), en la cual, la muestra se hace pasar por unos cartuchos rellenos de
silice que interaccionara y retendrd a las toxinas. Estas, posteriormente se redisolveran
en un pequefio volumen de un disolvente adecuado, quedando asi preconcentradas. En
esta técnica, resulta necesario el uso de un sistema colector a vacio Visiperp™, metanol
y agua de calidad LC-MS (Cromatografia Liquida y Espectrometria de Masas), ademas
de &cido formico (FA) 98 % y acetato amonico de calidad LC empleados como

modificadores del pH.

El procedimiento es como sigue, se filtran 80 mL de muestra a través de un filtro
GF/F de 25 pm didmetro. Se toman 75 mL del filtrado y se preconcentran mediante la
SPE, a través de los siguientes pasos: 1) Acondicionamiento del cartucho, primero con
metanol y luego con agua al 0.1 % de FA; 2) Preconcentracion de la muestra, se afladen
los 75 ml del filtrado habiéndolo acidificado previamente al 0.1 % de FA; 3) Lavado con
agua al 0.1 % de FA; 4) Elucién de las toxinas, primero con una disolucion de
metanol:agua (1:9, v/v) a 0.2 M de acetato amonico con la que eluye el acido domoico
(DA) (Elucién A), a continuacién otra disolucién de MeOH a 1 M de acetato amonico
para redisolver el resto de toxinas y 5) Las eluciones se filtran con jeringa y un filtro de

nylon de 0.45 um, finalmente se inyecta en el LC.

Para optimizar este proceso, se siguieron los métodos utilizados por Wang
(2007, 2012), Jiang (2017) y de la Iglesia (2008) y se probaron diferentes composiciones

y volimenes de elucién, para mejorar dichos métodos. Se estudié si habia pérdida de
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los analitos en la etapa de lavado, al no ser asi, se incluyd para eliminar posibles

interferencias y la propia salinidad del agua.

El equipo utilizado para la deteccion de las toxinas fue un Agilent 6420 triple
cuadrupolo LC/MS acoplado a un cromatégrafo liquido 1260 Infinity, con bomba
cuaternaria, automuestreador y un compartimento de columna termostatizado. La
columna utilizada fue una Zorbax SB-C18 (2.1 x 75 mm, 3.5 yum). La fase mouvil
empleada, se componia de metanol y agua al 0.1 % de FA y 2 mM de acetato amadnico,

utilizada en forma de gradiente para conseguir una separacion 6ptima de los picos.

Las toxinas estudiadas fueron las siguientes, 13,19-didesmethyl spirolide C, 13-
desmethyl spirolide C, 20-methyl spirolide G, Azaspiracid 1, Azaspiracid 2, Azaspiracid
3, Azaspiracid 4, Azaspiracid 5, Dinophysistoxin 1, Dinophysistoxin 2, Okadoix Acid,
Yessotoxin y Homoyessotoxin compradas a Laboratorio Cifga, S.A. (Lugo, Espafa).
Pectenotoxin 2 y gymnodimine obtenidas de National Research Council Canada

(Halifax, Canada) y Acido Domoico de Sigma-Aldrich Quimica, S.L. (Madrid, Espafia).

La Tabla IV resume las toxinas analizadas, el tipo de toxinas, el sindrome que

producen y los organismos que la pueden producir.

Inicialmente, fue necesaria una optimizacién de los parametros de deteccion en
el triple cuadrupolo, para cada uno de los estdndares por separado. Se utilizaron las
transiciones y las condiciones de ionizacion que aparecen en la Tabla V. Seguidamente
se procedio a la separacion de los analitos en la columna cromatografica, intentando
obtener la mejor resolucion de picos en el menor tiempo posible, para conseguir un
método rapido, sensible y con el menor consumo de disolventes. Una vez separados los
picos, se probaron diferentes temperaturas en el compartimento termostatizado de la
columna, al aumentarla, la presibn en su interior era menor pero los picos se
deformaban, asi, se eligieron 30 °C. Por ultimo, se optimizaron los parametros de la

fuente de ionizacién en el triple cuadrupolo para todos los estandares.
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Tabla IV. Tipo de toxinas, sindrome que producen, organismos que la pueden producir,

y toxinas analizadas.

I T T N

SPX — Espirolidos

AZAs - Azaspiracidos

DTX — Dinofisistoxinas
OA — Acido Okadoico
YSX - Yessotoxinas

Pectenotoxinas
(asociada al Acido
Okadoico)

GYM - Gymnodimina

AD - Acido domoico

PSP - Paraliticas

DSP - Diarreica
(Inmunitario y
otros)

DSP — Diarreica
DSP - Diarreica
DSP — Diarreica

(toxina relacionada)

DSP - Diarreica

PSP - Paraliticas

ASP - Amnésico

Alexandrium 13,19-didesmethyl spirolide C
Prorocentrum 13-desmethyl spirolide C
20-methyl spirolide G
Azadinium Azaspiracid 1
(Heterocapsa, Azaspiracid 2
Karlodinium) Azaspiracid 3
Protoperidium Azaspiracid 4
(P. Crassipes) Azaspiracid 5

Dinophysistoxin 1 — DTX1
Dinophysistoxin 2 — DTX2

Género Dinophysis
(muy esporadico)

Dinophysis Okadoic Acid
Prorocentrum
Protocertium Yessotoxin - YTX

(baja toxicidad) Homoyessotoxin - Homo-YTX

Dinophysis fortii Pectenotoxin 2 — PTX2
Prorcentrum lima

Gonyaulax, etc.

Karenia (K. selliformis) Gymnodimine

Pseudo-nitzschia Domoic Acid
(P. australis, delicatissima,

multisderiata, etc.)

Tabla V. Transiciones y las condiciones de ionizacién utilizadas para el andlisis de las

toxinas analizadas.

13desMeC

didesMeC

16n 16n
precursor

producto

Energia de Fragmentador
colision (\)]

Tipo de
transicion

(ev)
312 266 10 120 Q
248 10 120 q
161 20 120 q
692 164 50 200 Q
444 40 200 q
678 164 50 200 Q
430 40 200 q
842 824 30 190 Q
806 45 180 q
856 838 30 190 Q
820 45 180 q
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| AzA-3  [EPE 810 30 190 Q
R 792 45 170 q
Y s« 826 30 190 Q
R 808 45 190 q
| Azas VY 826 35 180 Q
R 808 40 190 q
B ¢ 823 45 180 q
] 737 55 190 Q
| px-2 YY) 809 45 160 q
] 723 55 190 Q
B s 723 55 190 Q
R 809 45 180 q
1141.5 1061.3 35 135 Q
] 925.5 60 135 g
1155.4 1075.5 35 135 Q
PP ss1s 539.3 70 230
508.3 490.6 40 200 Q
706 688 30 190 Q
670 35 190 q

Se realizd una validacion analitica del procedimiento completo. A las muestras
se les afiadieron los estandares adquiridos de las toxinas, a diferentes niveles de
concentracion y se analizaron. Con las respuestas obtenidas en el equipo, se crearon
gréficos con la concentracion afiadida frente a la respuesta que daba cada analito en el
equipo. Dichos graficos, muestran una recta lineal con una pendiente caracteristica para
cada analito, ademas, también es diferente para cada muestra, por lo que, para saber
el contenido de cada analito a cada muestra, hubo que hacerle estas adiciones estandar
a cada muestra. Esto es conocido como, la presencia de efecto matriz en las muestras.
Con esta validacion también se calcularon los Limites de Deteccion (LD) y los Limites
de Cuantificacion (LQ) de cada analito con este procedimiento. Por lo que, es posible
gque en las muestras haya cierta cantidad de un determinado analito pero no sea posible

su deteccion si dicho contenido esta por debajo de su propio LD.

También se estudio la recuperacién de los analitos desde la muestra a través de
la técnica SPE gque usamos, estuvo en el rango de 80-110 %, lo que resulta adecuada

para el analisis.

10
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Finalmente, en algunas de las muestras analizadas hasta la fecha, se
encontraron contenidos a niveles de trazas de DA, pero no del resto de las toxinas aqui
estudiadas. Los gréficos representan los contenidos obtenidos mediante este andlisis
para DA, con respecto a cada muestra tomada en las tres estaciones del interior del Mar
Menor y en cada fecha de recogida.

3. RESULTADOS

Se presenta a continuacion una caracterizacion general de las muestras
analizadas. Se presentan primero los resultados de los recuentos del fitoplancton en las
playas. Seguidamente se muestran los datos de las series temporales de las estaciones

en el interior del Mar Menor y finalmente los de las toxinas.

3.1. Playas del Mar Menor

3.1.1. 20 DE MARZO 2018

La Tabla VI muestra las densidades de células potencialmente tdxicas
encontradas en las 5 playas muestreadas el 20 de marzo de 2018. Se observan
densidades bajas (< 1000 cel/L por lo general). En este primer muestreo de la temporada
2018 se puede destacar una mayor diversidad de taxones en la playa de los Aliseos,
donde aparecen 6 especies distintas de células potencialmente téxicas. En playa honda
aparecen 7, 4 en los Urrutias, 8 en Manzanares y 10 en Castillico, en contraste con las

encontradas por estas mismas fechas en 2017.

Tabla VI. Densidades (cel/L) de las células potencialmente téxicas encontradas en las distintas playas el 20
de marzo de 2018.

Aliseos PlayaHonda Los Urrutias Manzanares Castillico

4.74E+02 3.16E+02  9.48E+02
7.90E+01  7.48E+02 4.74E+02  158E+02  1.58E+02

11
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Cochlodinium polykrykoides 1.58E+02  1.58E+02
Gonyaulax spinifera 7.90E+01
Heterocapsa spp 1.58E+02 1.58E+02 1.58E+02  3.16E+02
Karenia cf selliformis 3.48E+03 1.58E+03 9.48E+02  2.69E+03
Karenia spp 2.68E+02 6.32E+02 1.58E+02 4. 74E+02  1.90E+03
Karlodinium cf micrum 4.74E+02 1.58E+02
Karlodinium veneficum 3.16E+02 1.58E+02

Prorocentrum minimum 4.74E+02 9.48E+02  7.90E+01
Pseudo-nitzschia sp 3.32E+03 3.16E+02

3.1.2. 3 DE ABRIL DE 2018

La Tabla VIl presenta las densidades (cel/L) de las células potencialmente
téxicas encontradas en las distintas playas el abril de 2018.

Tabla VII. Densidades (cel/L) de las células potencialmente toxicas encontradas en las distintas playas el
10 de abril de 2017.

Aliseos Playa Honda Los Urrutias Manzanares Castillico
S'S‘Z’L%”Odgrc')“nr;aifl ~ 4.86E+02 7.29E+02
INYERCITTNRGRIOInN 4.86E+03 7.29E+02 2.43E+02
Chrysocromulina sp 1.22E+03 1.22E+03
Gymnodiniales 1.46E+03 1.22E+03
Heterocapsa spp 2.43E+03 1.22E+03 1.22E+03 1.22E+03
Karenia cf selliformis 2.43E+02 1.22E+03
Karenia spp 4.86E+02 1.22E+03 4.86E+02

Karlodinium cf armiger 1.71E+02

Karlodinium cf micrum 1.22E+03 4.32E+03
Karlodinium veneficum 3.65E+03 1.22E+03 2.43E+02

Prorocentrum minimum 4.86E+02 1.22E+03 1.46E+03
Pseudo-nitzschia sp 3.65E+03 1.22E+03

Aqui en la palya de los Aliseos se encuantra el mayor niumero de taxones
potencialmente toxicos habiéndose identificado 12. Le sigue en namero la playa de

Castillico con 7, Manzanares con 4 y Playa Honda y Los Urrutias con 3.

La maxima densidad encontradas ha sido de Karenias y Alexandrium no llegando
a 5x108 cel/L.

12
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3.2. INTERIOR DEL MAR MENOR

3.2.1. Distribucién espacio temporal del fitoplancton general

A continuacidon, se muestran la evoluciébn de los taxones clasificados y
recontados desde el 7/8/2017 al 16/4/2018 en las tres estaciones del interior del Mar. La

Figura 2 muestra las densidades totales del fitoplancton para las tres estaciones
interiores: MM1 en el Norte, MM2 en el centro y MM3 en el Sur

Densidad Total

3.5x107

3.0x107

2.5x107

2.0x107

1.5x107 ﬂ' ¥
107

5.0x108

Densidad (ceV L)

abr./18
eb./18

@
dic17 &
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Figura 2 Evolucion de la densidad del fitoplancton en las tres estaciones
muestreadas en el interior del Mar Menor
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3.2.2. Distribucidn espacio temporal de los grandes grupos del fitoplancton
La Figura 3 muestra también para las mismas estaciones la distribucion en el

espacio y en el tiempo de las tres grandes categorias del fitoplancton en funcion de las
densidades encontradas: diatomeas, dinoflageladas y otros tipos

Digtomeas
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1.4 107
1.2 107
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Um:siL'faL'l (edil

4 0w 10
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w107
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1
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Figura 3. Evolucién en las tres estaciones de muestreo del interior del Mar Menor de los
grandes grupos del fitoplancton: diatomeas, dinoflageladas y otros tipos
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3.2.3. Distribucién espacio temporal

de
dinofalgeladas

los principales ordenes de las

Dentro del grupo de las dinoflageladas se han dividido en 6rdenes tal y como muestra
la Figura 4

MM
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Figura 4. Evolucion de los ordenes de dinoflageladas en las tres estaciones del interior
del Mar Menor.
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3.2.4. Distribucién espacio temporal de los principales taxones potencialmente
toxicos encontrados

En esta seccidbn se han agrupado los taxones potencialmente toxicos
encontrados al nivel mas detallado posible

Las Figuras 5 a 7 muestran la evolucion de cada taxon en las tres estaciones del
interior del Mar Menor respectivamente

MM

1.2x10%

108

8.0x10%

6.0x10°

4 0x10%

Densidad (ce!L)

2.0x10%

Figura 5. Evolucidn de los principales taxones potencialmente téxicos en la
estacion MM1
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Figura 6. Evolucion de los principales taxones potencialmente toxicos en la
estacion MM2
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estacion MM3.

3.3. TOXINAS

De todas las toxinas analizadas, la Unica que ha dado positivo en los andlisis ha
sido el Acido domoico. Esta toxina amnésica la producen las diatomeas del género
Pseudo-nitzschia, si bien también se han descrito otras especies del genero Nitzschia
que también la pueden producir. De entre estas células se han identificado la especie
Pseudo-nitzschia delicatissima CPX (CPX indica que se trata de un complejo de

especies que no se puede distinguir facilmente por métodos que no sean genéticos) u
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otras especies de Pseudo-nitzschia que no se han podido determinar por le momento a

nivel de especie.

3.3.1. Toxinas en playas

La Tabla VIII muestra las densidades de células del género Pseudo-nitzschia

encontradas, junto con la concentracion de Acido domoico encontrado en el agua y los

niveles de deteccidn y cuantificacion para cada muestra.

Tabla VIII. Densidades de células del género Pseudo-nitzschia encontradas,

junto con la concentracion de Acido domoico encontrado en el agua y los niveles de

deteccién y cuantificacion para cada playa y fecha analizada.

Densidad de

Pseudo- PEEEELER Concentracion
Fecha de . i Pseudo- LDDA LQDA
Lugar muestreo UL nitzschia s (ng/L) (ng/L) Ll CIIC T
delicatissima (cel/L) PR N E (ng/L)
CPX (cel/L)
Aliseos 20/03/2018 - 3.32E+03 25.2 75.7 46.9
03/04/2018 - 3.65E+03 19.3 58.0 NQ
Playa Honda 20/03/2018 - - 23.2 69.7 56.8
03/04/2018 - 1.22E+03 19.3 58.0 NQ
Los Urrutias 20/03/2018 - - 12.0 35.9 812
03/04/2018 - 19.9 59.6 534
Manzanares 20/03/2018 - - 22.9 68.7 169
03/04/2018 - - 36.9 111 179
Castillico 20/03/2018 - 3.16E+02 13.6 40.8 335
03/04/2018 - - 29.1 87.3 127
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La Figura 8 muestra tres imagenes de células del género Pseudo-nitzschia
encontradas, indicando las playas y fechas encontradas. Ninguna de las tres
corresponde a Pseudo-nitzschia delicatissima. La fotografia del centro muestra estas

células formado cadenas tipicas de este género.

P. Honda 3 abril 2018

P. Aliseos 20 marzo 2018 P. Aliseos 3_abri| 2018

Figura 8. Fotografias al microscopio invertido de contraste de fases de células
del género Pseudo-nitzschia encontradas en la Playa de los Aliseos (el 20 de marzo y
el 3 de abril de 2018) y en Playa Honda (el 3 de abril de 2018).
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3.3.2. Toxinas en muestras del interior

Aligual que en el apartado anterior, la Tabla VIII muestra la densidad de Pseudo-
nitzschia delicatissima y de otras especies de este género no identificadas a nivel de
especie junto con el nivel de toxina encontrado y los niveles de deteccion y cuantificacion
para el acido domoico en la estacion del interior del Mar Menor denominada MM1 para

cada fecha analizada.

Tabla 1X. Densidad de diferentes especies de Pseudo-nitzschia (cel/L), nivel de
Acido domoico (ng/L) y niveles de deteccién (LD) y cuantificacion (LQ) para el acido

domoico en la estacion del interior del Mar Menor denominada MM1 para cada fecha

analizada.
MM1 Pseudo- Pseudo- Pseudo- Pseudo- AD LD LQ
nitzschia nitzschia nitzschia nitzschia | (ng/L) | DA DA
delicatissima | spl (cel/L) @ sp2 (cel/L) | sp3 (cel/L) (ng/L) | (ng/L)
(cel/L)
23/11/2017 3.16E+05 - - - ND 26.1 78.3
28/11/2017 1.94E+04 - - - NQ 31.8 95.5
07/12/2017 2.43E+04 - - - ND 19.3 58
22/12/2017 7.29E+03 - - - NQ 26.5 79.5
07/02/2018 - - - - ND 123 371
22/03/2018 - - - - 144 27.5 82.5
26/03/2018 - - - - ND 27.5 82.5
04/04/2018 - 1.22E+03 - - 107 17.4 52
09/04/2018 - - - - 147 34.4 103
16/04/2018 - - 4.86E+03 - 117 34.4 103

Se puede apreciar que para esta localidad las 4 fechas donde se encontré la
especies Pseudo-nitzschia delicatissima no se detectd o no se pudo cuantificar la
concentracion de acido domoico. Otras en dos muestras con presencia de una especie
de Pseudo-nitzschia (spl y sp2 respectivamente) se detecté acido domoico, pero en
otras dos muestras donde se detecto esta substancia no se encontraron células de este

género.
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Al igual que la Tabla IX, la Tabla X muestra la densidad de Pseudo-nitzschia
delicatissima y de otras especies de este género no identificadas a nivel de especie
junto con el nivel de acido domoico encontrado y sus niveles de detecciéon y

cuantificacion en la estacion MM2.

Tabla X. Densidad de diferentes especies de Pseudo-nitzschia (cel/L), nivel de acido
domoico (ng/L) y niveles de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) para el acido domoico

en la estacion del interior del Mar Menor denominada MM2 para cada fecha analizada.

MM?2 Pseudo- Pseudo- Pseudo- Pseudo- AD LD La
nitzschia nitzschia nitzschia nitzschia | (ng/L) DA DA
delicatissima | spl (cel/L) @ sp2 (cel/L) | sp3 (cel/L) (ng/L) | (ng/L)
(cel/L)
23/11/2017 | 4.64E+05 - - - 102 30.3 | 90.9
28/11/2017 - - - - NQ 31.8 95.5
07/12/2017 1.70E+04 - - - 82.9 26.5 79.5
22/12/2017 2.43E+03 - - - NQ 26.5 79.5
07/02/2018 2.43E+03 - - - NQ 26.5 79.5
22/03/2018 - 1.22E+04 - - NQ 26.5 79.5
26/03/2018 - - 7.29E+03 1.46E+04 NQ 26.5 79.5
04/04/2018 - - - - NQ 344 103
09/04/2018 - - - - NQ 34.4 103
16/04/2018 - - - - NQ 344 103

En esta estacion, en cambio se ha detectado acido domoico en dos muestras
con presencia de Pseudo-nitzschia delicatissima y en cambio no se ha detectado en
otras muestras en las que si estaban presentes tanto esta como otras especies del

género.

Igualmente, la Tabla XI muestra estos mismos resultados para la estacion MM3

al sur del Mar Menor.

Tabla Xl. Densidad de diferentes especies de Pseudo-nitzschia (cel/L), nivel de acido
domoico (ng/L) y niveles de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) para el &cido domoico
en la estacion del interior del Mar Menor denominada MM3 para cada fecha analizada.
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MM3 Pseudo- Pseudo- Pseudo- Pseudo- AD LD LaQ
nitzschia nitzschia nitzschia nitzschia | (ng/L) | DA DA

delicatissima | spl (cel/L) @ sp2 (cel/L) | sp3 (cel/L) (ng/L) | (ng/L)

(cel/L)

23/11/2017 1.46E+04 - - - 76.1 21.6 64.9
28/11/2017 2.43E+03 - - - NQ 31.8 95.5
07/12/2017 7.29E+03 - - - NQ 26.5 79.5
22/12/2017 2.43E+03 - - - NQ 26.5 79.5
07/02/2018 - - - - NQ 26.5 79.5
22/03/2018 - - - - NQ 26.5 79.5
26/03/2018 - - - - ND 77.5 233
04/04/2018 - - - - NQ 46.1 138
09/04/2018 - - - - NQ 344 103
16/04/2018 - - - - NQ 34.4 103

En cambio, en esta estacion solo se detectdé acido domoico en una muestra

donde estaba presente Pseudo-nitzschia delicatissima.

4. CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Los resultados anteriormente mostrados sefialan que sélo se ha detectado acido
domoico de entre todas las toxinas analizadas. Todos los resultados de este estudio hay
que considerarlos con muchas cautelas puesto que se trata de los primeros datos
obtenidos con una técnica de laboratorio extremadamente sensible. La presencia de
esta toxina, no obstante, debe enmarcarse en el contexto de que este tipo de toxinas
pueden encontrarse en el agua, pero su via de transmision es a través de la ingesta de
alimentos que previamente la han bioacumulado. De hecho, toda la legislacion actual

hace referencia a la concentracion en el animal que la acumula.

Para tener una idea de la concentracion equivalente de la densidad en agua con
respecto a los limites legales establecidos en ha procedido a realizar las siguientes

consideraciones:

Se ha obtenido de la legislacion el denominado nivel de efecto adverso mas bajo

observado - Lowest Observed Adverse Effect Level — LOAEL que es la menor
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concentracion o cantidad de una sustancia, hallada experimentalmente o por
observacién, que provoca una alteracién adversa de la morfologia, la capacidad
funcional, el crecimiento, el desarrollo, o duracion de la vida util de los organismos diana,
distinguibles de los observados en organismos normales (control) de la misma especie
y cepa, bajo condiciones definidas e idénticas a las de exposicidn. Se expresa en

mg/kg/dia.

Seguidamente, y de acuerdo con el Panel sobre contaminacion en la cadena
alimenticia - Panel on Contaminants in the Food chain (CONTAM) - de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria - European Food Safety Authority — EFSA -, que es
el comité que proporciona asesoramiento cientifico sobre contaminantes en la cadena
alimentaria y sustancias no deseadas como toxinas naturales, y residuos de sustancias
no autorizadas, se ha obtenido la dosis de referencia aguda - Acute Reference Dose —
ARfD -, basada en los datos disponibles en humanos sobre toxicidad aguda, sobre
casos reales que ha habido. Es la cantidad de compuesto a la que ya se ven unos

efectos toxicos agudos en la persona que lo ha ingerido.

De esta forma, y segun la regulacion (EC) n® 853/2004 que establece el nivel de
toxinas ASP, particularmente el &cido domoico en 20 mg de AD por Kg de carne de
marisco (vianda) se podria hacer un célculo de la cantidad que recibiria una persona de

60 Kg de peso que ingiriera una racion de 0.4 Kg de marisco.

El resultado seria que la persona en cuestion llegaria alcanzar una concentracion
de 130 ppb:

20 mg / Kg s.m. (shelfish meat) (ppm) x 0.4 Kg s.m. / 60 Kg b.w. =130 pg / Kg b.w. (ppb)

donde s.m. es la abraviatura de shelfish meat (vianda), b.w. es la abraviatura de body

weight (peso corporal).

Si multiplicaramos la ARfD (30 pg / Kg b.w.) por el peso corporal de una persona
(60 Kg b.w.) y lo dividiéramos por el peso de una racion de vianda (0.4 Kg s.m.),
obtendriamos la concentracion que deberia tener para que resultara con efecto. De esta

manera el alimento ingerido deberia tener una concentracion de 4.5 ppm:
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ARTD 30 pg / Kg b.w. x 60 Kg b.w. / 0.4 Kg s.m. = 4.5 mg / Kg s.m. (ppm)

En nuestro caso se han detectado en agua limites de deteccion (LDs) medios
con el procedimiento analitico entre 19.3 y 123 ng/L (ppt) y los niveles en vianda serian
del orden de mg/Kg (ppm), es decir se estarian detectando toxinas con un nivel del orden
de 10.000 veces por debajo del exigido. No obstante, estos datos son solo - se insiste
s6lo, Unicamente— aproximativos para ver el orden de magnitud en el que nos

estariamos moviendo.

Puesto que el vector de transmision de esta toxina es la ingestion de marisco
que la ha acumulado, puesto que la legislaciobn hace referencia a cultivos,
fundamentalmente de bivalvos, deberiamos hacer algun tipo de calculo para tener una
idea de cuantos litros de agua habria que ingerir, para que se si acumulara la toxina del
agua tuviera algun efecto. Para ello se toma la siguiente aproximacién — y se insiste, de
nuevo estos céalculos no tienen todavia valor en si mismos, son Unicamente para tener
una idea de que cantidad de agua habria que ingerir para que pudiera haber algun efecto
adverso-: multiplicando el ARfD por el peso corporal de una persona media se obtendria
la cantidad de toxina necesaria para que produjera un efecto. Conociendo la
concentracion de toxina encontrada en el medio (en este caso la maxima encontrada
0.812 pg / L) se podria obtener el volumen de agua que contendria la suficiente toxina
para que si fuera ingerido por una persona produjera efecto agudo con un resultado de
mas de 2000 L.

Contenido de DA mas alto encontrado hasta ahora =812 ng /L = 0.812 pg /L
ARfD =30 pg / Kg b.w. x 60 Kg b.w. = 1800 pg de DA
0.812 ug/ L de agua de mar x ¢? L = 1800 ug de DA > > 2000 L

Conviene insistir de nuevo que estos datos y calculos son provisionales y por tanto
sujetos a revisién, y que en cualquier caso se han realizado Unicamente para tener una
estima del orden de magnitud de las cifras tanto obtenidas como legales. Resulta obvio
gque estos datos no pueden sacarse de contexto y deben considerarse como lo que

todavia son, una aproximacién y unos primeros resultados preliminares de un estudio
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inicial que todavia no ha concluido y que pretende discriminar umbrales de riesgo por

proliferaciones de fitoplancton potencialmente toxico.

Los datos disponibles por el momento muestran una gran variabilidad y todavia no
pueden establecerse relaciones consistentes entre las densidades de células
encontradas y las concentraciones de toxinas. Puede ocurrir que unas especies
incluidas en la relacién de especies potencialmente toxicas del IOC-UNESCO presenten
toxicidad en unos lugares y no en otros, o que las toxinas detectadas fueran producidas
por otras especies presentes en el agua y no por las que aparecen en la relacion. En
cualquier caso, existe una amplisima variabilidad que hay que acotar en estudios
siguientes, por ejemplo, ¢,podia deberse la presencia de toxina en el agua a unas células
que la hubieran liberado un tiempo antes o en un lugar diferente?, esta y otras muchas
cuestiones requieren de la obtencidon de muchos mas datos para establecer patrones de
variabilidad que permitan explicar la discrepancia aparente entre algunos de los

resultados encontrados.
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