Informe de

INVESTIGACION

106-22

NO-2022-139536587-APN-DNI#INIDEP
27/12/2022

Colonizacion de pellets plasticos por bacterias
patdgenas en el ambiente marino

Silvia R. Peressutti, Analia Garcia, M. Constanza Hozbor, Roxana Di
Mauro

Citar como:
Peressutti SR, Garcia A, Hozbor MC, Di Mauro R. 2022. Colonizacion de pellets plasticos por bacterias patdgenas en el
ambiente marino. Inf Investigacion INIDEP AP 106/22, 11 pp.

Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca

Argentma INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION

Y DESARROLLO PESQUERO




’%‘ INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

Colonizacion de pellets plasticos por bacterias
patdgenas en el ambiente marino

Silvia R. Peressuttit, Analia Garcial, M. Constanza Hozbort, Rosana Di Mauro*2

L Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero
2 Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

RESUMEN

Los residuos plasticos se han vuelto reconocidos contaminantes recalcitrantes en los ecosistemas terrestres y
acuaticos y han emergido como la principal fuente de polucion en el ambiente marino. Uno de los mé&s comunes en este
medio marino, y especialmente en las playas, son los granulos virgenes (pellets). Sus superficies duras, hidrofébicas o
hidrofilicas (por la accién de la luz UV) y las nuevas fuentes de carbono que se depositan en ellas, brindan un habitat
ideal para la formacion de biofilms microbianos definidos como “plastifera”. Estos pellets plasticos podrian actuar como
vectores de diversos microorganismos, incluyendo bacterias patégenas, y facilitar su dispersion a través de ambientes
ocednicos y costeros. El objetivo del presente estudio fue confirmar la hip6tesis de que los pellets plasticos puedan actuar
como vectores de potenciales bacterias patégenas, en playas de Mar del Plata sujetas a un alto grado de contaminacion.

Se recolectaron un total de 231 pellets en Playa Constitucion, con forma cilindrica y discoidal; algunos con severos

rastros de erosion, y amarillentos debido al tiempo de exposicidn en el ambiente.
A partir de biofilms obtenidos de estos pellets, se obtuvieron un total de diez placas de agar con crecimiento bacteriano de
cada medio selectivo. No se observd evidencia de diferenciacion en la colonizacién de bacterias patdgenas entre los
distintivos pellets de color. En las placas de CHROMagar se detectd crecimiento bacteriano de color azul intenso,
indicando la potencial presencia de la bacteria patogénica Escherichia coli, que fue confirmada mediante el sistema de
identificacion API 20 (Analytical Profile Index, BioMiéreux). EI medio de cultivo TCBS, utilizado para el crecimiento de
Vibrio spp. se acidificé alrededor de los pellets, virando a color y se observaron colonias con halos negros debido a la
produccion de sulfuro de hidrégeno. Se confirmé la presencia del género Vibrio spp. mediante las tiras reactivas API
20NE, pero no fue posible la diferenciacion a nivel de especie. Finalmente, en una de las placas de agar Cetrimide se
observd, bajo luz UV, un halo de desarrollo fluorescente en una de las particulas plasticas, y se aislaron dos cepas
bacterianas identificadas como Pseudomonas aeruginosa por APl 20NE. La colonizacién bacteriana por Vibrio spp fue
consistentemente mayor que Escherichia coli, mientras que Pseudomonas aeruginosa fue encontrada solo en uno de los
pellets.

Cabe destacar, que el potencial para la dispersion global de microorganismos patégenos mediante residuos plasticos
marinos se ve exacerbado por futuros escenarios del cambio climético, especialmente por el incremento proyectado en la
temperatura de la superficie de agua, que podria favorecer enfermedades emergentes en ambientes marinos y costeros.
Actualmente, existe una falta de conocimiento acerca del impacto negativo de plasticos contaminantes marinos, con la
capacidad de diseminar microorganismos potencialmente patdgenos a lo largo del medioambiente oceénico y costero. De
este modo, tanto la colonizacion como el transporte de bacterias patogénicas por particulas plasticas deberian ser aspectos
explorados con mayor profundidad, sobre todo en el contexto del cambio climatico.

Palabras claves: pellets plasticos, biofilms microbianos, patégenos.
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Introduccion

Los plasticos se han vuelto reconocidos contaminantes recalcitrantes en los ecosistemas terrestres
y acuaticos y han emergido como la principal fuente de polucion en el ambiente marino (Hou et al.
2021). La UNEP (2020) ha definido como hotspots a los polimeros plasticos mas relevantes,
aplicaciones, sectores industriales, regiones o estados de manejo de residuos contaminantes en el
ambiente, que provocan la fuga de plasticos en el ambiente.

Uno de los residuos plésticos mas comunes en el medioambiente marino son los grénulos
virgenes (pellets). Estas particulas poseen forma de disco o de cilindro, que miden tipicamente entre
3 a 5 mm de didmetro y son utilizadas como materia prima, a traves de procesos de fundido y
moldeado, para la produccién de diversos productos plasticos (Mato et al. 2001). Los pellets pueden
ser accidentalmente liberados en el ambiente y una vez que ingresan en el océano son transportados
via vientos, corrientes superficiales y mareas (Karkanorachaki et al. 2018), con el potencial de ser
dispersados a traveés de grandes distancias y depositados en areas costeras. Estos residuos
interaccionan negativamente con el ambiente y la biota, ya que pueden transportar un amplio rango
de quimicos que producen efectos téxicos en organismos marinos, como también es posible su
bioacumulacion, afectando consecuentemente la salud humana (Gorman et al. 2019).

Asimismo, sus caracteristicas de dureza e hidrofobicidad (o hidrofilicidad por accion de la luz
UV) vy las nuevas fuentes de carbono que se depositan en sus superficies, hacen de los residuos
plasticos sustratos Unicos para la colonizacion por microorganismos en ambientes marinos. La
formacion de estos biofilms microbianos es influenciada por el tiempo que los plasticos han estado en
el ambiente. Asi, aquellas particulas que han permanecido “varadas” durante periodos muy
prolongados son mas susceptibles a entrar en contacto con un diverso rango de microorganismos
(Kirstein et al. 2018). El desarrollo de un color amarillento es también una caracteristica comun en
plasticos mas degradados en el ambiente marino (Andrady et al. 2011). Ademas, los biofilms
microbianos estan involucrados en los procesos de biodeterioro de plasticos a través del tiempo, junto
con mecanismos fisico-quimicos de degradacion (irradiacion por UV, degradacién térmica y
mecénica) (Fotopoulou and Karapanagioti 2012). El crecimiento del biofilm sobre la superficie y
dentro del plastico, incrementa el tamafio de los poros y provoca fisuras que modifican y debilitan las
propiedades fisicas del plastico (deterioro fisico) y también libera compuestos acidos disminuyendo
el pH dentro de los poros que resulta en cambios en la microestructura de la matriz plastica (deterioro
quimico) (Jacquin et al. 2019).

Los biofilms, descriptos como “plastifera” por Zettler et al. (2013), se componen de distintos
microorganismos del ambiente marino circundante (Kirstein et al. 2016) y la estructura de dichas
comunidades varia segun la estacion, la ubicacion geografica y el tipo de substrato plastico
(Oberbeckmann et al. 2015). A su vez, varios autores han propuesto que algunos miembros de la
plastifera pueden ser patdgenos oportunistas, y asi los pellets actian como vectores, facilitando la
diseminacion de bacterias patdgenas hacia playas y aguas costeras (Keswani et al. 2016). Se ha
reportado la presencia de Escherichia coli en biofilm y en pellets de resina que podrian permanecer
en las playas o ser transportados hacia el mar con las mareas (Rodrigues et al. 2019, Song et al.
2020). Similarmente, los Vibrio spp. son ubicuos en el ambiente marino, y la elevada colonizacion en
pellets de resina sugiere que estos organismos constituyen parte de las comunidades autéctonas de los
biofilms (Rodriguez et al. 2019). Varias especies de Vibrio spp. han sido previamente aisladas a partir
de residuos plasticos en regiones costeras y estuariales de diferentes ambientes marinos (Kirstein et
al. 2016).

Cabe destacar, que no existen hasta la fecha trabajos sobre presencia de pellets plasticos a lo largo
de la costa de Argentina, y solo se han reportado patdgenos, como bacterias indicadoras de
contaminacion fecal, en microplasticos obtenidos de sedimentos intermareales del estuario del Rio de
la Plata (Pazos et al. 2020).
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El objetivo del presente estudio fue confirmar la hipotesis de que los pellets plasticos puedan
actuar como vectores de potenciales bacterias patdgenas, en playas de Mar del Plata sujetas a un alto
grado de contaminacion.

Materiales y Métodos
1. Area de estudio

Las muestras se tomaron en una zona cercana a la desembocadura del desagiie pluvial en Playa
Constitucion, localizada en el sector Norte de la ciudad de Mar del Plata. Los residuos solidos
urbanos son vertidos directamente sobre las playas y el mar, especialmente después de tormentas o
periodos de lluvia prolongados, debido a la falta de un sistema de contencién de solidos en la
desembocadura de los desagties pluviales (Figura 1).

Buenos Aires

Figura 1. Playa Constitucion (Mar del Plata). Localizacion del area de muestreo aledafa a la
desembocadura del desaglie sobre la playa, donde quedan abundantes residuos macro y micro
plésticos.

2. Recoleccion de pellets plasticos

Sobre un cuadrante de 1m x 1m, se tamizé la arena utilizando una malla de aluminio de 1 mm de
tamafio de poro, con el objetivo de separar los pellets de los sedimentos y de otros residuos. Los
pellets de resina fueron detectados visualmente, aislados manualmente con la ayuda de una pinza
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metalica y transferidos a un colector de plastico de 50 ml, envuelto con papel de aluminio para evitar
la exposicion a la luz solar.

3. Deteccidn de bacterias patogénicas

Todas las muestras fueron almacenadas a 5 °C y procesadas dentro de las 6 h. En el laboratorio,
los pellets fueron enjuagados con agua destilada estéril y pre-enriquecidos en caldo LB (Luria-
Bertani) (H20, 950 mL; triptona, 10 g.; NaCl, 10 g.; extracto de levadura, 5 g; pH: 7). A partir de
cada muestra, 20 a 30 de estas particulas plasticas fueron colocadas en cinco pseudo-réplicas
individuales (Erlenmeyers de 250 ml con 50 ml de caldo LB) e incubados a 37 °C en agitador orbital
(90 rpm) durante 18 h.

Luego del paso de pre-enriquecimiento, se tomaron diez pellets de cada Erlenmeyer usando una
pinza estéril, se enjuagaron nuevamente con agua destilada estéril para remover aquellos
microorganismos que no formaban parte del biofilm, y se colocaron asépticamente sobre la superficie
de tres tipos diferentes de agar selectivo: CHROMagar ECC para la determinacion presuntiva de
Escherichia coli, agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) (Oxoid, UK) para Vibrio spp. y
Cetrimide (Sigma-Aldrich) para Pseudomonas spp. Cada pellet fue cuidadosamente presionado sobre
la superficie del agar con la finalidad de facilitar el posible crecimiento del biofilm asociado a la
superficie del plastico y las placas fueron incubadas a 37 °C por 18-24 h. Los resultados positivos
fueron confirmados por cambios en el crecimiento bacteriano alrededor del medio de cultivo. Asi, se
visualizaron halos azules o rosas en el CHROMagar; el agar TCBS vir6 a azul o amarillo, o negro
debido a la produccion de sulfuro de hidrogeno; mientras que en el agar Cetrimide se observo
fluorescencia bajo luz UV. Aquellas placas donde se determiné un crecimiento bacteriano
diagnostico positivo, fueron sometidas a anélisis adicionales. Los halos de crecimiento bacteriano
fueron repicados y sembrados en agar LB para aislar cepas y las placas fueron incubadas a 37 °C por
18-24 h. Los aislamientos fueron identificados usando el sistema comercial de identificacion API
(Analytical Profile Index, BioMiéreux, Marcy [I’Etoile, Francia). Las tiras reactivas APl 20 se
utilizaron para la identificacion de Escherichia coli y las APl 20NE para Vibrio spp. y Pseudomonas

spp.

Resultados

Se recolectaron un total de 231 pellets en el sitio de muestreo, con forma cilindrica y discoidal,
algunos con severos rastros de erosion, y amarillentos debido al tiempo de exposicion en el ambiente
(Figura 2).
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Figura 2. Tipo de pellets con forma de cilindro (A-C) y forma de disco (D-F). Las marcas de erosion
se observan como rasgaduras en la superficie (C — E) y el color amarillento (F).

A partir de los analisis microbiologicos se obtuvieron un total de diez placas de agar con
crecimiento bacteriano (dos pseudo-réplicas por muestra) de cada medio selectivo. No se observo
evidencia de diferenciacion en la colonizacion de bacterias patdgenas entre los distintivos pellets de
color (datos no mostrados). En seis placas de CHROMagar, obtenidas a partir de tres muestras, se
detecto el desarrollo de crecimiento bacteriano con un color azul intenso, indicando la potencial
presencia de la bacteria patogénica Escherichia coli (Figura 3A y B). Los resultados fueron
orientativos, ya que las caracteristicas del desarrollo observado no fueron suficientes para establecer
el diagndstico de la especie bacteriana. Por este motivo, las colonias bacterianas se aislaron
subsecuentemente en agar LB y se llevé a cabo el analisis a través del sistema API 20, el cual
confirmo la identificacion de Escherichia coli.
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Figura 3. Placas de CHROMagar para deteccion de Escherichia coli. A: con crecimiento bacteriano
de coloracion azul alrededor de los pellets plasticos, B: aislamientos de colonias presuntivas de E.
coli.

Por otro lado, como se muestra en la Figura 4, el medio de cultivo TCBS utilizado para el
crecimiento selectivo de Vibrio spp. vir6 hacia el color amarillo alrededor de los pellets, en todas las
placas y se observd también la produccion de sulfuro de hidrdégeno en cuatro de ellas. Las cepas
bacterianas fueron luego aisladas sobre agar TCBS, donde se detectaron colonias que viraron de color
verde a amarillo, debido a la acidificacion del medio. Se hallaron colonias con halos negros de
sulfuro de hidrogeno, pero no se recuperaron colonias azules indicativas de posibles Vibrio
parahemolyticus. Los resultados de la identificacion mediante las tiras reactivas APl 20NE no
permitié la diferenciacion entre las diversas especies del género Vibrio.
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Figura 4. Placas de agar TCBS para la deteccion de Vibrio sp., con crecimiento bacteriano alrededor
de los pellets plasticos.

Finalmente, en una de las placas de agar Cetrimide se observd, bajo luz UV, un halo fluorescente
alrededor de una de las particulas plasticas (Figura 5). A partir de este crecimiento fluorescente se
aislaron dos cepas bacterianas, que fue posible identificarlas como Pseudomonas aeruginosa
mediante el método API 20NE.

Figura 5. Placa de agar Cetrimide para la deteccion de Pseudomonas spp., con fluorescencia en uno
de los pellets plasticos.
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Discusioén

En este estudio, se detectd la presencia de bacterias patdgenas sobre los pellets plasticos
obtenidos en una playa del sector norte de Mar del Plata. La colonizacion bacteriana por Vibrio spp.
fue consistentemente mayor que Escherichia coli, mientras que Pseudomonas aeruginosa fue
encontrada solo en uno de los residuos plasticos.

Los fragmentos plasticos encontrados en el ambiente son facilmente cubiertos por biofilms
(Amaral-Zettler et al. 2015) y es mas probable que aquellos que han permanecido durante tiempos
méas prolongados y se encuentran erosionados, entren en contacto con un diverso rango de
microorganismos. Ademas, las playas estan sujetas a mareas semi-diurnas por lo que los pellets
pueden estar sumergidos dos veces al dia. De este modo, es bastante probable que aquellos
depositados sobre las marcas superiores de mareas en las playas sean colonizados por patégenos
como Escherichia coli, provenientes de agua de mar contaminada con bacterias coliformes fecales,
de aguas de desecho de actividades agropecuarias o de descarga de efluentes. De acuerdo a reportes
previos (Hou et al. 2019) las particulas de plasticos (especialmente PET) pueden contener la bacteria
Escherichia coli patogénica humana resistente a multi-drogas. Se ha reportado que los microplasticos
actian como reservorio de genes con resistencia a antibioticos, ya que proveen un sustrato para el
enriquecimiento de diferentes especies bacterianas resistentes a multi-antibioticos (Ahmad et al.
2020, Zhang et al. 2020). Ademas, los residuos plasticos facilitan el intercambio del material genético
via transferencia horizontal génica entre las comunidades microbianas (Arias-Andres et al. 2018).
Este fendmeno podria ayudar a la diseminacion de resistencia a antibidticos, resistencia a metales y
genes de virulencia entre dichas comunidades.

Por otro lado, se determiné la presencia de microorganismos pertenecientes al género Vibrio,
aunque no fue posible mediante las técnicas dependientes de cultivo usadas durante este estudio,
diferenciar entre las distintas especies de Vibrio spp. Es ampliamente reconocido que dicho género
representa un grupo bacteriano marino muy activo desde el punto de vista metabdlico y ecolégico,
que ha sido detectado sobre una variedad de superficies de microplasticos (Foulon et al. 2016, Frere
et al. 2018, Oberbeckmann et al. 2020). EI género Vibrio, comprende diversos tipos de bacterias,
incluyendo varios patégenos humanos y animales como V. cholerae, V. coralliilyticus, V. harveyi, V
splendidus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. fluvialis. La mayoria de estas especies
patogénicas han sido detectadas sobre particulas de plasticos, indicando que dichos contaminantes
pueden proveer un habitat propicio para la “bioaumentacion” de especies de Vibrio (Zettler et al.
2013, Foulon et al. 2016, Kirstein et al. 2016).

En cuanto a Pseudomonas, existen escasos reportes acerca del enriquecimiento selectivo de
miembros patogénicos de este genero sobre plasticos (Wu et al. 2018). Pseudomonas monteilii,
Pseudomonas mendocina y un patégeno de plantas (Pseudomonas syringae) fueron detectados solo
en biofilms formados sobre microplasticos, pero no en biofilms producidos sobre substratos naturales.

Es importante considerar, que el escaso conocimiento sobre la presencia de pellets plasticos
contaminados por patdgenos sobre la arena de las playas, podria incidir en una mayor exposicion de
las personas a reservorios de bacterias patogenas potenciales asociadas con residuos plasticos,
afectando la salud humana (Keswani et al. 2016). Por lo tanto, seria importante mejorar las estrategias
de manejo de conservacion de las playas con la finalidad de proteger la salud publica, a través de un
plan efectivo de remocion de plésticos, particularmente las particulas poco visibles como los pellets.

Finalmente, cabe destacar que el potencial para la dispersion global de microorganismos
patdgenos por vectores, como residuos plasticos marinos, se ve exacerbado por futuros escenarios del
cambio climatico, especialmente por el incremento proyectado en la temperatura de la superficie de
agua, que podria favorecer enfermedades emergentes en ambientes marinos y costeros (Mora et al.
2022).
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Conclusiones

Los resultados hallados en este estudio confirmaron la presencia de las especies bacterianas
patdgenas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en biofilms asociados a pellets plasticos y del
género Vibrio spp. que contiene posibles especies patdgenas. La colonizacion por Vibrio spp. fue
consistentemente mayor que Escherichia coli, mientras que Pseudomonas aeruginosa fue encontrada
solo en uno de los residuos plasticos. Los pellets podrian actian como vectores, facilitando la
diseminacion de bacterias patdgenas hacia otras playas y aguas costeras.

Actualmente, existe una falta de conocimiento acerca del impacto negativo de plasticos
contaminantes marinos, con la capacidad de diseminar microorganismos potencialmente patdgenos a
lo largo del medioambiente marino y costero. De este modo, tanto la colonizacion como el transporte
de bacterias patogénicas por particulas pléasticas deberian ser aspectos explorados con mayor
profundidad, sobre todo en el contexto del cambio climatico.
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