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Como consecuencia del potencial invasor del mejillon cebra y su
condicion de organismo filtrador, este trabajo pretende evaluar el papel
ecoldgico de esta especie como potencial bioindicador de la calidad
microbioldgica del agua, a través del estudio de su capacidad de
acumulacion e infeccion de Pseudomonas aeruginosay Enterococcus
sp. Los experimentos de acumulacion bacteriana muestran que el
mejillon cebra es capaz de acumular la practica totalidad de las
bacterias presentes en un agua tras 24 horas, siendo mayor el
porcentaje de acumulacion de bacterias P, aeruginosa con respecto a
Enterococcus sp. como consecuencia del mayor tamafio de las primeras,
factor que favorece su metabolizacion. Asimismo, se demuestra que €l
mejillon cebra es capaz de infectar aguas nuevas con microorganismos
previamente acumulados, aunque en mucha menor proporcion que su
acumulacion, concentrando, como consecuencia, estos microorganismos
en su tejido interno y dejando constancia de su potencial uso como
bioindicador de la calidad microbioldgica de las aguas.

Palabras clave

Mejillén cebra, bioacumulacion, infeccion bacteriana, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus sp.
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Bioaccumulation and pollution of bacteria
Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus sp.

by zebra mussel

As a consequence of the invader potential of zebra mussel and
its filtration power, this work is focused on the evaluation of zebra
mussel as bioindicator of the water microbial quality by the study of
its bioaccumulation and pollution of Pseudomonas aeruginosa and
Enterococcus sp. Experiments about bacterial bioaccumulation
show zebra mussel is capable to accumulate almost total bacteria
present in water after 24 hours. The accumulation percentage
obtained is higher in the case of P. aeruginosa with respect to
Enterococcus sp. as a consequence of their size which favors their
metabolization. Moreover, zebra mussel is capable of polluting
clean water with microorganisms previously accumulated
although in lower quantity that its accumulation. This is because
zebra mussel can concentrate microorganisms inside so it has a
potential use as bioindicator of the water microbial quality.

Keywords
Zebra mussel, bioaccumulation, bacterial pollution, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus sp.
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1. Introduccion
En la actualidad, la expansion de es-
pecies exdticas invasoras, favorecida
a raiz del desarrollo del comercio
mercantil intra e intercontinental,
esta considerada como la segunda
causa de pérdida de biodiversidad a
nivel global (Van der Velde y Platvoet,
2007; Orendt et al., 2010). En este
sentido, una de las especies que ma-
yor alarma esta generando es el me-
jillén cebra (Dreissena polymorpha),
que es considerado como un invasor
perfecto como consecuencia de su
gran capacidad reproductora y co-
lonizadora y su elevada plasticidad
fisiologica y cuyos efectos ecologi-
cos y econdmicos han derivado en
un empobrecimiento progresivo de
la calidad de los ecosistemas en los
que habita (Duran et al., 2009).
Este molusco, originario de la re-
gién Pronto-Cdspica y descrito por
primera vez por Pyotr Simon Pallas
en 1771, ha sufrido una amplia y ra-
pida dispersion por la practica totali-
dad del continente europeo y Norte-
américa durante los siglos XXy XXI,
derivada de la adhesion de indivi-
duos adultos a los cascos de las em-
barcaciones y mediante el transpor-
te involuntario de larvas en el agua
de lastre las mismas (Bij de Vaate et
al., 2002), siendo la fase larvaria la
gue presenta un mayor potencial
de colonizacién debido a su eleva-

da movilidad en corrientes de agua.
Su entrada en un habitat supone la
modificacién de las condiciones fisi-
cas, quimicas y biolégicas del mismo
(Sanz-Ronda et al., 2014).

Si bien Dreissena polymorpha pre-
senta un elevado potencial invasor,
es una especie que también requiere
una serie de condiciones bidticas y
abidticas para su crecimiento y re-
produccién, ampliamente definidas
por numerosos autores (Maxwell,
1992; McMahon, 1996; Wu et al.,
2010), siendo los mas limitantes la
temperatura, el pH y la concentra-
cién de calcio del agua. La Tabla
1 muestra las condiciones de pre-
ferencia del mejillén cebra para su
colonizacién y crecimiento (Claudi y
Mackie, 1994; O'Neil, 1996).

Este organismo se adhiere a subs-
tratos duros, donde se alimenta,
mediante la filtracién del agua, de
fitoplancton, zooplancton de peque-
fio tamafo y distintos tipos de mate-
ria organica e inorganica (Maxwell,
1992; Cia, 2008), asimilando por
lo tanto los compuestos quimicos y
microbianos presentes en el medio.
Es capaz de filtrar hasta 2,5 L/dia de
agua y de retener en su tejido par-
ticulas de hasta 0,7 um de didmetro
(Claudi y Mackie, 1994; Palos Lade-
rio et al., 2014).

Este potencial acumulativo con-
vierte a Dreissena polymorpha en

Tabla 1. Condiciones de preferencia del mejillén cebra.
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un reservorio de microorganismos
indicadores de contaminacion fecal,
constituyéndose como un riesgo pa-
ra la salud publica por su gran ex-
tension en todo tipo de aguas y, en
consecuencia, en potenciales bioin-
dicadores de calidad microbiolégica
de las aguas naturales, debido a su
utilidad para detectar la presencia
de determinados microorganismos
en las aguas en las que habitan ya
que facilitan su concentracion.

Debido a la préactica inexistencia
de estudios referidos al papel eco-
l6gico del mejillén cebra asociado
a este poder bioacumulativo de mi-
croorganismos indicadores de con-
taminacion fecal, el objetivo de este
trabajo de investigacién es estudiar
la presencia de microorganismos
indicadores de contaminacién fecal
en el interior de mejillones cebra de
aguas superficiales, y determinar la
capacidad de este tipo de moluscos
para acumular diversas bacterias, en
concreto Pseudomonas aeruginosa
y Enterococcus sp., de aguas con-
taminadas e infectar aguas nuevas
con estas bacterias acumuladas pre-
viamente, permitiendo conocer, de
forma mas concreta y exhaustiva,
el papel y utilidad del mejillén cebra
como organismo bioindicador de la
calidad microbiolégica de las aguas
naturales. Los objetivos concretos
son:

Condiciones de colonizacién y creciiento potenciales

Variable
IO S

Calcio (mg/L) 5-6 <9 9-20 20-25 25-125 >125

Dureza total (mg CaCO,/L) 0-22 <25 25-45 45-90 90-125 >125

pH 0-60 <65/>90 6,5-72/>90 7,2-75/87-90 75-87 80-85
Temperatura (°C) <2/>40 <8/>30 9-15/28-30 16-18/25-28 18-25 18-20
Oxigeno disuelto (mg/L) Anoxia <4 4-6 6-8 8-10 +/- 100% saturacion
Conductividad (uS/cm) 0-21 <22 22-36 37-82 83-100 >100
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- Desarrollar y aplicar una meto-
dologia de puesta en marcha y con-
trol para la cria y mantenimiento en
cautividad de individuos de mejillon
cebra.

- Determinar la presencia de Ente-
rococos sp. y Pseudomonas aerugi-
nosa en aguas superficiales.

- Desarrollar una metodologia de
analisis microbioldgico para Entero-
cocos sp. y Pseudomonas aerugino-
sa en individuos de Dreissena poly-
morpha.

- Determinar la capacidad de acu-
mulacion e infecciéon bacteriana in
vitro de esta especie, utilizando los
individuos de mejillén cebra man-
tenidos en cautividad en acuario,
tanto de Pseudomonas aeruginosa
como de Enterococos sp. y Pseudo-
monas aeruginosa en combinacion.

2. Materiales y métodos

2.1. Toma y preparacion
de las muestras
Para todos los ensayos realizados en
este estudio se utilizan muestras de
agua natural superficial y de indivi-
duos de mejillén cebra tomados en
una acequia adyacente a la desem-
bocadura del rio Guadalope (ace-
quia Rimer), afluente del rio Ebro, en
la localidad de Caspe (Zaragoza). Las
muestras de agua natural se toman
utilizando botellas de 5 L de capa-
cidad y se conservan a -20 °C para
mantener sus propiedades fisicoqui-
micas. Se realizan dos muestreos en
dos épocas del afo diferentes, sien-
do los resultados siguientes la me-
dia de los valores obtenidos en cada
uno de ellos. La Tabla 2 muestra la
calidad del agua de la acequia Rimer.
El agua natural de estudio presen-
ta una baja concentracién de Pseu-
domonas aeruginosay Enterococcus
sp. (ver Tabla 2), insuficiente para
evaluar la eficacia de los experimen-
tos. Por esa razon, se anaden a este
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Tabla 2. Calidad del agua superficial objeto de estudio
(acequia Rimer, Zaragoza).

Parametro Valor

0, disuelto (mg/L)

pH

Conductividad (uS/cm)
Temperatura (°C)

Dureza total (mg/L CaCO,)
Calcio (mg/L Ca?")
Enterococcus sp. (UFC/mL)

P. aeruginosa (UFC/mL)

agua suspensiones bacterianas arti-
ficiales preparadas a partir de iné-
culos de cepas de estas bacterias,
que son cultivados en agar nutritivo
(Scharlau).

Tras 48 horas a 37 °C se prepa-
ra la suspension bacteriana en una
solucion estéril de NaCl al 0,9% vy
se aflade al agua, previamente es-
terilizada en autoclave a 121 °Cy 1
bar durante 15 minutos, para obte-
ner una concentraciéon bacteriana
de 10* 0 108 UFC/ml (en funcion del
experimento).

2.2. Mantenimiento y cria en

cautividad del mejilléon cebra

Debido a la necesidad de disponer
de ejemplares de mejilléon cebra
para la experimentacién, se disefa
un procedimiento para mantener
en cautividad esta especie. En este
sentido, se dispone un acuario en
el que se introducen tanto los indi-
viduos como el agua natural mues-
treados. Se instalan bombas de aire
como aporte de oxigeno y bombas
de recirculacién que favorecen la
autodepuracion del agua haciéndo-
la pasar a través de un filtro natural
de arena y grava. Ademas, se afade
periédicamente extracto de Chlore-

8,68
8,0
1.794
14,3
1.047,5
253,7
7,90-10"

1,93-10*

lla sp. como suplemento alimenticio.

El procedimiento experimental
se basa en el control de las condi-
ciones fisicoquimicas del agua del
acuario mas influyentes en la cria y
desarrollo de estos organismos, es-
tablecidas en la Tabla 1, realizando
semanalmente analisis de las mismas
y manteniéndolas en los valores mas
6ptimos posibles. La Tabla 3 mues-
tra los métodos normalizados para
la determinacion de los principales
pardmetros de control.

2.3. Obtencion del extracto de
mejillon cebra

Para realizar el andlisis de contami-
nacion microbiolégica en los indivi-
duos de mejillén cebra es necesario
obtener el extracto homogeneizado
del tejido interno de los mismos. Pa-
ra ello, se extrae el tejido interno del
molusco junto con el agua retenida
en el interior de las valvas y se ho-
mogeneiza mecanicamente en un
recipiente de porcelana. Al extracto
homogeneizado mecanicamente se
le afiade una cierta cantidad de tam-
pon fosfato salino (Scharlau), el cual
es estéril, obteniendo asi el extracto
del mejillén sobre el que se realizan
los analisis.
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2.4. Procedimiento
experimental

Todo el material de vidrio utilizado
durante la experimentacion se auto-
clava a 121 °C durante 15 minutos
para asegurar su esterilidad. Todas
las soluciones y lo medios de cultivo
se preparan con agua MillQ. Ade-
mas, cada experimento se realiza
por duplicado, presentando el valor
medio de cada andlisis.

2.4.1. Acumulacion bacteriana

Para evaluar la capacidad de acumu-
lacién bacteriana se disefia un pro-
cedimiento experimental consistente
en la disposiciéon de 4 vasos de preci-
pitados con 1 L de agua esterilizada
en cada uno sobre los que se afa-
den las suspensiones bacterianas,
de forma que se parte de dos vasos
con una concentracién bacteriana
de 10* UFC/ml y otros dos con una
concentracién bacteriana de 10°
UFC/ml. En dos vasos con concen-
traciones distintas se afiaden 4 me-
jillones, que seran los experimentos
de estudio, y los dos restantes seran
los experimentos control. El experi-
mento presenta una duracion de 24
horas, realizando analisis del agua
de estudio de los 4 vasos a las 0,
2,5, 10y 24 horas de experimen-
tacion. También se analiza el tejido
interno del mejillon de 2 individuos
de cada vaso al inicio y tras 24 horas
de experimentacién. Estos experi-
mentos se llevan a cabo con P aeru-
ginosa y con Enterococcus sp. y P
aeruginosa de forma simultanea con
una concentracién bacteriana inicial
en el agua de 10%y 10% UFC/mL.

Tabla 3. Métodos normalizados para la determinacién de los parametros

de control del acuario.

Parametro Método normalizado ‘ Referencia
0, disuelto Standard Method 4500-O G
Temperatura Standard Method 2550 B
pH Standard Method 4500-H* B
Eaton et al., 2005
Conductividad Standard Method 2510 B

Dureza total

Dureza calcio

2.4.2. Infeccion bacteriana

Para evaluar la capacidad de infec-
cién bacteriana, en dos vasos de
precipitados con 1 L de agua este-
rilizada se anaden los dos pares de
mejillones cebra del experimento an-
terior, de forma que se tiene un ex-
perimento con 2 individuos que han
sido sometidos a una concentracion
bacteriana de 104 UFC/mly otro con
2 individuos que han sido sometidos
a una concentracién bacteriana de
108 UFC/ml. Presenta una duracién
de 24 horas, realizandose anélisis del
agua de estudioalas 2, 5, 10y 24
horas de experimentacion y analisis
del tejido interno del mejillon a las
24 horas. Estos experimentos se lle-
van a cabo con P aeruginosa y con
Enterococcus sp. y P aeruginosa de
forma simultanea, con mejillones so-
metidos a una concentracion bacte-
riana inicial en el agua de 10*y 10°
UFC/mL.

2.4.3. Cultivo y recuento de
Enterococcus sp.y de P aeruginosa

El cultivo y recuento de Enterococ-
cus sp. y de P aeruginosa se lleva a

Tabla 4. valores maximo y minimos de las principales variables estudiadas.

Standard Method 2340 C

Standard Method 3500 Ca B

cabo de acuerdo con los procedi-
mientos establecidos en las normas
ISO 7899-2:2001 e ISO 16266:2006,
respectivamente. El porcentaje de
acumulacién bacteriana se deter-
mina de dos formas: segun anélisis
de la concentracion bacteriana en
el agua y en el interior del mejillén
cebra. El porcentaje de acumulacion
por gramo de mejillén se determina
mediante las ecuaciones (N/N,)-100
y [(N/gmej)/NO} 100, respectivamente,
donde N representa la cantidad de
bacterias acumuladas segun los ana-
lisis del agua y N, la concentracion
bacteriana inicial.

3. Resultados y discusion

3.1. Mantenimiento y cria en

cautividad del mejillén cebra

La Tabla 4 muestra los valores maxi-
mos y minimos obtenidos durante
todo el periodo de experimentacion
para las variables mas importantes
en relacion con la colonizacién y
crecimiento potenciales del mejillén
cebra. Comparando los resultados
obtenidos con los rangos de prefe-

Valor ‘ 0, (mg/L)

Maximo 8,3 24

Minimo 7.2 20

www.tecnoaqua.es

2.270 7,55

1.353 8,32

1.010

T2 (°C) ‘ Conductividad (uS/cm)‘ pH ‘ Dureza total (mg/L CaCO,) | Calcio (mg/L Ca**)

3326

617 177,7
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Tabla 5. Concentracién bacteriana en mejillones cebra y aguas superficiales.

Bacteria Concentracién en agua Concentracién en mejillon

Enterococcus sp.

P. aeruginosa

rencia (ver Tabla 1), se observa que
se han mantenido las condiciones en
torno a unos valores altos y éptimos
para la colonizacién y crecimiento
del mejillén, excepto en el caso del
oxigeno disuelto, que se encuentra
en un rango medio.

Manteniendo las variables en tor-
no a los valores que se muestran y
utilizando extracto de Chlorella sp.
como suplemento alimenticio, se
consigue un correcto mantenimien-
to de la especie en cautividad. Sin
embargo, pese a haberse observado
larvas en el agua del acuario, no se
han observado individuos nuevos,
por lo que no se ha conseguido la
cria en cautividad.

3.2. Presencia
de Enterococcus sp.
y P. aeruginosa en mejillones
cebra de aguas superficiales
La Tabla 5 muestra los resultados
medios de las analiticas bacterianas
realizadas, en los muestreos lleva-
dos a cabo sobre el agua natural
circundante y sobre los individuos
de mejillén cebra. En ambos casos, y
para ambas bacterias, se observa, en
términos generales, una mayor con-
centracion de microorganismos en
el tejido interno del mejillon en re-
lacion con los presentes en el agua.
El tejido interno del mejilléon cebra
presenta mayor concentracién, en
términos generales, que el agua na-
tural circundante, lo que podria ser
indicativo del potencial de esta espe-
cie como bioindicador de la calidad
microbioldgica de las aguas, deriva-
do de su capacidad de concentra-
cién de microorganismos. Ademas,
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8,0-10" UFC/mL

1,9:10* UFC/mL

2,3-102 UFC/g

mej

1,11108 UFC/g

mej

se observa que Enterococcus sp.,
que se encuentra en baja concentra-
cion en el agua, esta en baja concen-
tracion en el tejido interno también,
mientras que P aeruginosa, que se
encuentra en mayor concentracion
en el agua, también esta en mayor
concentracion en el tejido interno
del mejillon. Esto dejaria constancia
de una posible relacién entre ambas
concentraciones.

3.3. Determinacioén de la
capacidad de acumulacion
e infeccion bacteriana

del mejillén cebra

3.3.1. Acumulacion e infeccion

de P aeruginosa

La Figura 1 muestra los resultados
obtenidos para los experimentos de
acumulacién de P aeruginosa a con-

centraciones iniciales en el agua de
10%y 108 UFC/mL. En ella aparece
representada la concentracién en el
agua frente al tiempo, tanto para el
experimento de estudio como para
el experimento control.

En ambos casos se observa que
el experimento control mantiene la
concentracion bacteriana mas o me-
nos constante, mientras que en el ex-
perimento de estudio esta disminuye
de forma progresiva con el tiempo,
lo que implica que la disminucion de
la concentracion en el agua de estu-
dio solo se debea la acumulacion por
parte de los mejillones.

Se observan, por un lado, unos
porcentajes de acumulacién muy
elevados, siendo del 97,6% en el
experimento a concentracion ini-
cial 10% UFC/ml y del 96,5% en el
experimento a concentracién inicial
10% UFC/m. Es decir, en 24 horas los
individuos de mejillon cebra son ca-
paces de acumular la practica totali-
dad de las bacterias de P aeruginosa
presentes en el agua.

Por otro lado, se observa que la
cantidad de bacterias acumuladas

Figura 1. Resultados del experimento de acumulacion de P aeruginosa
a concentraciones bacterianas iniciales en el agua de 10% UFC/mL

y 10* UFC/mL).

Acumulacién P. aeruginosa
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Tabla 6. Resultados de acumulacién de P. aeruginosa seguin andlisis microbiolégico del
agua y del tejido interno del mejillén cebra a ambas concentraciones bacterianas iniciales.

Concentracion

Tejido mejillon ‘ Agua

Agua

UFC /g mejillon ~ 1,1-10° 2,2:107 7,1-10°

acumuladas’

[P. aeruginosal ;= 10 UFC/mL ‘ [P. aeruginosal, = 10* UFC/mL

Tejido mejillon

1,7-10°

Figura 2. Infeccién de P aeruginosa a través de mejillones cebra
expuestos a concentraciones bacterianas en el agua de 10* UFC/m.

Infeccién P. aeruginosa (10* UFC/mL)

1,20E+03

1,00E+03 L 4

8,00E+02

6,00E+02

UFC/ml

4,00E+02

2,00E+02

L 4

0,006400 & @
0 2 4 6

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (horas)

Figura 3. Infeccién de P aeruginosa a través de mejillones cebra
expuestos a concentraciones bacterianas en el agua de 108 UFC/ml.

Infeccién P. aeruginosa (10° UFC/mL)

5,00E+04

3,00E+04

UFC/ml

2,00E+04

1,00E+04

0,00E+00 O—> L2
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4,00E+04 @
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por el mejillon es diferente si
se comparan los resultados
de los andlisis del agua y del
tejido interno del mejillén,
siendo la concentracion me-
nor en esta Ultima. La Tabla
6 muestra los resultados de
ambos tipos de anélisis.

Asi, en el experimento a concen-
tracién bacteriana inicial de 108 UFC/
ml se acumulan, segun los analisis
del agua, 1,07-10° UFC/gr mejillon y
segun los datos del tejido interno del
mejillon 2,15-107 UFC/g mejillon; y
en el experimento de concentracion
bacteriana inicial de 10* UFC/ml se
acumulan, segun analisis del agua,
7,05-108 UFC/g mejillén y segun los
datos del tejido interno del mejillon
1,68-108 UFC/g mejilldn. Las razones
de que el valor sea inferior en el teji-
do interno del mejillén son la propia
metabolizacién de las bacterias (Fris-
cher et al., 1996) y la eliminacion de
parte de ellas al desechar las valvas y
el biso (Selegean et al., 2001).

Atendiendo a los resultados obte-
nidos, no existen grandes diferencias
en la acumulacién de P aeruginosa
en funcion de la concentraciéon bac-
teriana inicial del experimento.

Las Figuras 2 y 3 muestran los re-
sultados obtenidos para los experi-
mentos de infeccion de P aerugino-
sa a través de mejillones previamen-
te sometidos a una concentracion
de P aeruginosa en el agua de 10°
y 10* UFC/mL. En ellas se representa
la concentracion bacteriana del agua
frente al tiempo.

Se observa una elevada capaci-
dad de infeccién de P aeruginosa,
siendo del orden de 103-10* UFC/
mL en ambos casos. Sin embargo,
se observa una clara superioridad en
la capacidad de acumulaciéon bacte-
riana del mejilléon en relacion con la
capacidad de infeccién bacteriana
del mismo, dejando constancia de
su potencial uso como bioindicador
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de la calidad microbioldgica de las
aguas debido a la concentracion de
microorganismos en sus tejidos.

3.3.2. Acumulacion e infeccion
combinada de P, aeruginosay
Enterococcus sp.

En las Figuras 4 y 5 se muestran los
resultados obtenidos para los expe-
rimentos de acumulacion bacteriana
combinada de P aeruginosa y Ente-
rococcus sp. a concentraciones ini-
ciales de estas bacterias en el agua
de 10*y 10% UFC/mL. En ellos se re-
presenta la concentracion bacteria-
na del agua frente al tiempo para los
experimentos de estudio y control.

Porun lado, se observa que, en
combinacion bacteriana, la capa-
cidad del mejillén cebra para acu-
mular microorganismos continta
siendo muy elevada tanto en los
experimentos a concentraciéon 106
UFC/mI como en los experimentos
a concentracion 104 UFC/ml, sien-
do, respectivamente, del 93,3% vy
del 95,6% para P aeruginosa y del
87,0% y del 92,3% para Enterococ-
cus sp. Se observa que la evolucion
de la concentracién de ambas bac-
terias, al igual que sucedia con P
aeruginosa Unicamente, disminuye
progresivamente con el tiempo.

Por otro lado, en combinacion
bacteriana se observa que en los
experimentos a concentracion ini-
cial en el agua de 104 UFC/ml el
porcentaje de acumulacion es lige-
ramente superior al porcentaje de
acumulacion de los experimentos a
concentracion inicial en el agua de
10% UFC/mL, pudiendo deberse a
una reduccién del rendimiento de
acumulacién del mejillon en estos
por saturacion.

De igual forma, se observa que
el porcentaje de acumulacién de P
aeruginosa en ambos experimentos
es superior al porcentaje de acumu-
lacién de Enterococcus sp. Este he-
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Figura 4. Acumulacion de P aeruginosa en combinacion con
Enterococcus sp. a distintas concentraciones bacterianas iniciales en el agua.
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Figura 5. Acumulacion de Enterococcus sp.en combinacion con
P aeruginosa a distintas concentraciones bacterianas iniciales en el agua.
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cho radica en el mayor tamano de
las bacterias de P aeruginosa con
respecto a las de Enterococcus sp.,
que facilitan su retencion durante el
proceso de filtrado del agua (Frischer
etal., 1996).

Ademas, y al igual que ocurria en
el experimento de acumulacién bac-
teriana de P aeruginosa, el analisis
microbiolégico del tejido interno del

mejillon muestra unos valores de
acumulacion bacteriana inferiores
a los derivados de los analisis del
agua, tanto para P aeruginosa co-
mo para Enterococcus sp. La Tabla
7 muestra estos resultados.

Asi, en el experimento de concen-
tracion inicial en el agua de 10% UFC/
mL las bacterias de P aeruginosa y
Enterococcus sp. acumuladas segun
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Tabla 7. Resultados de acumulacién de P. aeruginosa seguin anélisis microbiolégico del agua y del tejido interno
del mejillon cebra a ambas concentraciones bacterianas iniciales.

Concentracion

Agua | Tejido mejillén

Concentracion inicial10* UFC/mL
Enterococcus sp.

Tejido mejillén

‘ Agua‘ Tejido mejillén

UFC/g mejillon  5,6:108

analisis del agua son 5,6-10% UFC/g
mejillén y 4,2-108 UFC/g mejilldn,
respectivamente, mientras que se-
gun los resultados del analisis micro-
biologico del mejillon son 3,0-108
UFC/g mejillon y 5,7-10% UFC/g me-
jillon, respectivamente. Lo mismo
ocurre en el experimento de concen-
tracion inicial inferior, siendo 5,4-10°
UFC/g mejillon y 4,8-10° UFC/g me-
jillon las bacterias de P aeruginosa 'y
Enterococcus sp., respectivamente,
acumuladas segun el agua, y 5,9-10°
UFC/g mejillon'y 6,6-10* UFC/g meji-
[16n las bacterias acumuladas segun
el analisis del mejillon.

Se observa que, aunque se acu-
mulan mayor cantidad de bacterias
de P aeruginosa con respecto a En-
terococcus sp., los resultados de los
analisis microbiolégicos del tejido
interno del mejillén muestran una
mayor metabolizacion de las prime-
ras, debido posiblemente a su mayor
tamano (Frischer et al., 1996).

Las Figuras 6 y 7 muestran los
resultados de los experimentos de
infeccion combinada con P aerugi-
nosa y Enterococcus sp. de mejillo-
nes previamente expuestos a ambas
bacterias con concentraciones inicia-
les en el agua de 10%y 108 UFC/mL.

Se observa que la infeccién es
elevada para ambas bacterias y en
ambos experimentos, siendo del
orden de 10 UFC/100 mL y 102
UFC/100 mL para P aeruginosa y
de 10% UFC/100 mLy 10?2 UFC/100
mL para Enterococcus sp. La capa-
cidad de infeccion es ligeramente
inferior en combinacion bacteriana

www.tecnoaqua.es
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Figura 7. Resultados de la infeccion bacteriana de P aeruginosa y
Enterococcus sp. en combinaciéon a ambas concentraciones iniciales.

Infeccién combinada (10% UFC/mL)

4,00E+02

3,50E+02

3,00E+02
2,50E+02

2,00E+02

UFC/ml

1,50E+02

1,00E+02

4
m

5,00E+01

0,00E+00 #»—& ‘
0 2 4 6 8

@ Infeccién P.aeruginosa

10 12 14 16
Tiempo (horas)

18 20 22 24

1 Infeccién Enterococcus sp.

que considerando las bacterias por
separado, siendo en combinacion
mayor la capacidad de infeccién con

P aeruginosa por su mayor tamafo,
que facilita su liberacion (Frischer et
al., 1996). También es diferente la

TECNSAQUA o




articulostécnicos

El mejillon cebra tiene una gran capacidad de acumulacion y concentracion

bacteriana, lo que implica su potencial uso como bioindicador de la calidad

microbiologica de las aguas

forma de infeccion, teniendo lugar
de forma mas progresiva en Entero-
coccus sp. y siendo en el caso de P
aeruginosa una liberacién lenta has-
ta las 10 horas de experimentacion
seguida de una liberacién brusca
entre las 10 y las 24 horas de expe-
rimentacion.

4. Conclusiones

Las conclusiones obtenidas de esta
investigacion pueden resumirse en
los siguientes puntos:

- Se ha logrado un correcto
mantenimiento de individuos de
mejillon cebra en condiciones de
laboratorio, mediante el control de
las condiciones fisicoquimicas del
agua, no habiéndose logrado la cria
en cautividad.

- Se ha demostrado que el meji-
ll6n cebra acumula y concentra en
su interior Enterococcus sp. y Pseu-
domonas aeruginosa del agua natu-
ral, en concentraciones de 9,3-10'y
3,65-10% UFC/gr mejillén y 8,98-103
y 2,22-10% UFC/gr mejillon, respec-
tivamente, pudiendo existir una re-
lacién entre esta concentracion y la
existente en el tejido interno de los
mejillones cebra de esas aguas.

- Tras 24 horas de exposicién,
los mejillones cebra son capaces
de acumular la practica totalidad
de las bacterias de Pseudomo-
nas aeruginosa (97,6% y 96,5%
de acumulacién) presentes en un
agua, independientemente de la
concentracion inicial de las mismas
en el agua. Ocurre lo mismo en los
experimentos en combinacion bac-
teriana, en los que se observan por-
centajes de acumulacion muy eleva-
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dos aunque superiores para P aeru-
ginosa (93,3% y 956%) que para
Enterococcus sp. (87,0% y 92,3%)
en los dos experimentos a distinta
concentracion bacteriana inicial en
el agua.

- El mayor tamano de P aerugino-
sa favorece que liberacion al medio
sea de mayor cantidad con respec-
to a Enterococcus sp., siendo la in-
feccién del orden de 102-10% UFC/
ml para P aeruginosa y de 10'-103
UFC/ml para Enterococcus sp., exis-
tiendo asimismo diferencias en la
forma de infeccion, produciéndose
la infeccién de P aeruginosa mayo-
ritariamente a partir de las 10 ho-
ras de experimentacién, y de forma
brusca, y siendo mas paulatina en el
caso de Enterococcus sp., en la que
las bacterias se empiezan a liberar al
medio poco antes de las 5 horas de
experimentacion. De igual forma, la
infeccion de P aeruginosa en com-
binacién bacteriana es inferior a la
infeccién con las bacterias indivi-
dualmente.

- La capacidad de acumulacion
bacteriana ha sido muy superior a
la capacidad de infeccion bacteriana
en todos los casos, dejando constan-
cia de la gran capacidad de concen-
tracion bacteriana del mejilléon cebra
y, por lo tanto, de su potencial uso
como bioindicador de la calidad mi-
crobiolégica de las aguas.

5. Agradecimientos

Los autores de esta investigacion
agradecen al Gobierno de Aragén
(grupo de investigacién T33) y a la
Universidad de Zaragoza (proyecto
JIUZ-2013-TEC-14) por la financia-
cion de este trabajo.

Bibliografia

[1] Bij de Vaate, A.; Jazdzewski, K.; Ketelaars,
H.A.M.; Gollasch, S.; Van der Velde G. (2002).
Geographical patterns in range extension of
Pronto-Caspian macroinvertebrate species in
Europe. Can J. Fish. Aquat. Sci., num. 59, pags.
1.159-1.174.

[2] Cia, I. (2008). Ecologia del mejillén cebra
(Dreissena polymorpha) en el tramo inferior del
rio Ebro. Problemética y posibilidades de control.
Tesis Doctoral. Universidad de Lleida.

[3] Claudi, R.; Mackie, G.L. (1994). Practical
manual for zebra mussels monitoring and
control. Lewis, Boca Raton, Florida.

[4] Duran, C.; Touya, V.; Anadon, A.; Lanao, M.
(2009). Afeccién y control del mejillon cebra en
la cuenca del Ebro. Tecnologia del Agua, num.

307, pags. 20-28.

[5] Eaton, A.D.; Clesceri, L.S.; Rice, E.W.;
Greenberg, A.E. (2005). Standard Methods for
the Examination of Water & Wastewater. APHA,
AWWA, WEF, 21st Edition.

[6] Frischer, M.E.; Parsons, R.H.; Waitkus, K.;
Vathanodorn, K.; Nierzwicki-Bauer, S.A. (1996).
Bacteria as a direct food source for zebra
mussels (D. polymorpha). Final Reports of the
Tibor, T. Polgar Fellowship Program. Hudson
River Foundation, New York.

[7] Maxwell, L. (1992). The biology, invasion
and control of the zebra mussel (Dreissena
polymorpha) in North America. State University
College Oneonta.

[8] McMahon, R.F. (1996). The physiological
ecology of the zebra mussel, Dreissena
polymorpha, in North America and Europe.
Amer. Zool., num. 36, pags. 339-363.

[9] O'Neil, C.R. (1996). The zebra mussel. Impact
and control. Cornell Cooperative Extension,
Information Bulletin, 238. New York Sea Grant,
Cornell University, State University of New York.

[10] Orendt, C.; Schimtt, C.; Liefferinge, C.;
Wolfram, G.; Deckere, E. (2010). Include or
exclude? A review on the role and suitability
of aquatic invertebrate neozoa as indicators
in biological assessment with special respect
to fresh and brackish European waters. Biol
Invasions, num. 12, pags. 265-283.

[11] Palos Ladeiro, M.; Aubert, D.; Villena, |.;
Geffard, A.; Bigot, A. (2014). Bioaccumulation

of human waterborne protozoa by zebra mussel
(Dreissena polymorpha): Interest for water
biomonitoring. Wat. Res. num. 48, pags. 148-155.

[12] Sanz-Ronda, FJ.; Lopez-Saenz, S.; San-
Martin, R.; Palau-lbars, A. (2014). Physical habitat
of zebra mussel (Dreissena polymorpha) in the
lower Ebro River (Northeastern Spain): Influence
of hydraulic parameters in their distribution.
Hydrobiologia, nim. 735, pags. 137-147.

[13] Selegean, J.PW.; Kusserow, R.; Patel

R.; Heidtke, T.M.; Ram, J.L. (2001). Using

zebra mussels to monitor Escherichia coli in
environmental waters. J. Environ. Qual., nim.
30, pags. 171-179.

[14] Van der Velde, G.; Platvoet, D. (2007).
Quagga mussels Dreissena rostriformis bugensis
(Andrusov, 1897) in the Main River (Germany).
Agquatic Invasions, num. 2(3), pags. 261-264.
[15] Wu, Y.; Bartell, S.M.; Orr, J.; Ragland, J.;
Anderson, D. (2010). A risk-based decision model
and risk assessment of invasive mussels. Ecological
Complexity, num. 7(2), pags. 243-255.

n°® 15 - Septiembre-Octubre 2015



