120

COMUNICACION BREVE

Billetes como fomites de bacterias con potencial
patogeno para el hombre

Paper Currency as Fomite for Bacteria with Human Pathogenic Potential

Carlos Alberto Betancur', Santiago Estrada?, Marfa Teresa Ceballos?, Elisa Sanchez*, Ana Maria Abad*,

Claudia Vanegas?, Lina Maria Salazar®

Resumen

Introduccién: El papel moneda es uno de
los articulos de mayor circulacion en el mun-
do. En Colombia, la materia prima para la
elaboracion de los billetes es 100% fibra de
algododn, lo que le confiere una estructura
porosa que le permite alojar diferentes tipos
de detritus y que posibilitaria la colonizacion
microbiana de dicho papel.

Obijetivo: Determinar la presencia y el tipo
de contaminacion bacteriana en los billetes
circulantes en Medellin.

Materiales y métodos: Por convenien-
cia, en el periodo de diciembre 2008 a
mayo 2009, se seleccionaron 101 billetes
para analisis microbioldgico. Dicho analisis
consistio en el aislamiento de la microbiota
bacteriana presente en ambas superficies de
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los billetes, empleando la técnica del hisopo
y siembra en aislamiento en agar sangre y
en agar McConkey, asi como la clasificacion
taxonomica de los aislamientos obtenidos.

Resultados: El 91,1% de los billetes eva-
luados presentaba contaminacion micro-
biana, y se obtuvieron 124 aislamientos.
El género mas frecuentemente aislado
correspondié a Bacillus spp., aislado en 65
de los cultivos (52,4%). El 41,9% de los ais-
lamientos correspondia a bacterias poten-
cialmente patdgenas para el hombre, como
estafilococos coagulasa negativos (20,2%) y
bacilos gramnegativos de la familia Entero-
bacteriaceae (15,3%), de los cuales, Pantoea
cloacae fue la especie mas frecuentemente
aislada (8,9%). El 17,7% de los aislamientos
correspondia a bacterias de origen posible-
mente entérico.

Conclusion: El papel moneda colombiano
puede actuar como fomite de microbiota
ambiental y de bacterias potencialmente
patdgenas para el hombre.
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Abstract

Introduction: Paper currency is one of the
articles of highest circulation worldwide. In
Colombia, the raw material for its manu-
facture is 100% cotton fiber, which gives it
a porous structure that allows bills to lodge
different types of debris and enables micro-
bial colonization of this paper.

Aim: Determine the presence of bacterial
contamination and its type in bills circulat-
ing in the city of Medellin.

Materials and methods: Out of conve-
nience, 101 bills were selected for microbio-
logical examination from December 2008 to
May 2009. This analysis included the isola-
tion of the bacterial microbiota present on
both surfaces of the notes, using the swab
technique and performing the taxonomic
classification of the isolates obtained.

Results: 91.1% of the evaluated bills pre-
sented microbial contamination for a total
of 124 isolates. The genus most frequently
isolated corresponded to Bacillus; it was
isolated in 65 cultures (52.4%). 41.9% of the
isolates corresponded to bacteria potentia-
lly pathogenic to humans, such as coagula-
se-negative staphylococci (20.2%) and Ente-
robacteriaceae gram-negative rods (15.3%),
Pantoea cloacae being the most frequently
isolated species (8.9%). 17.7% of the isolates
corresponded to enteric bacteria.

Conclusion: Colombian bills can act as
fomite for environmental microbiota and
bacteria which are potentially pathogenic
to people.

Key words: Paper currency, fomite, patho-
genic microorganisms
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Introduccion

El papel moneda es uno de los articulos de
mayor circulacién en el mundo, por lo que un
solo billete puede recorrer grandes distancias
y ser manipulado por muchas personas. Los
billetes colombianos estan elaborados en el
100% de fibras de algodén @, lo que les con-
fiere una superficie porosa y rugosa que no
solo brinda al tacto una textura facilmente dis-
tinguible, sino que, ademas, posibilita el de-
posito de diferentes tipos de particulas, como
polvo y microorganismos, los cuales pueden
estar presentes por diversos lapsos de tiempo
y ser diseminados a muchos ambientes me-
diante su manipulacién @,

En el 2000, Pope et al. reportaron contami-
nacion bacteriana en el 94% de un grupo de
68 billetes de dolares estadounidenses. En
este estudio, se obtuvieron 93 aislamientos
bacterianos y sélo en cuatro de estos billetes
no se obtuvo crecimiento microbiano ©. Sin
embargo, un trabajo anterior a este estudio,
realizado por Abrams y Waters en 1970,
reporté que el 42% de los billetes anali-
zados portaban bacterias potencialmente
patogenas (Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Pseudomonas spp. y Proteus mirabilis) .
Otros estudios realizados en Africa, inclusive
reportaron la contaminacién de los bille-
tes circulantes con nematodos intestinales
(Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura y
Enterobios vermicularis) . Ademas de la
contaminacién microbiana, en el papel mo-
neda también se ha detectado la presencia
de otras sustancias como psicofarmacos .

Pese alos estudios antes descritos, realmente
es poca la literatura disponible sobre la con-
taminacion microbiana del papel moneda y
su papel como fémites de microorganismos
potencialmente patdégenos. Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio consistio en
identificar la presencia de contaminacién
bacteriana en billetes circulantes en Mede-
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[lin, realizando una clasificacion taxondmica
de los aislamientos, para determinar si el pa-
pel moneda colombiano se comporta como
fémite de microorganismos potencialmente
patégenos para el hombre. Ademas, se re-
lacion6 la nominacion y la fecha de emision
de los billetes con la presencia de contami-
nacion bacteriana, como medida indirecta
de su mayor o menor circulacion.

Materiales y métodos

Tipo de estudio: se llevo a cabo un estudio
descriptivo prospectivo.

Muestra: se selecciond una muestra por
conveniencia de 101 billetes, captados en
las cajas de pago del Laboratorio Clinico de
la Congregacion Mariana, en el periodo de
diciembre 2008 a mayo 2009. También por
conveniencia, se seleccionaron seis billetes
por dia, dos veces a la semana, hasta alcan-
zar el nUmero muestral convenido. La no-
minacién, fecha de edicion y serie de cada
uno de los billetes incluidos en el estudio, se
registraron en una base de datos generada
para tal fin.

Analisis microbiologico: cada billete se frotd
por ambas caras con un aplicador de algodén
estéril, previamente humedecido en caldo de
infusién cerebro-corazén (Brain Heart Infu-
sion, BHI) (BD, Franklin Lakes, NJ USA).

Posteriormente, dicho aplicador fue intro-
ducido, sometido a agitacion y escurrido
contra las paredes del tubo que contenia el
caldo BHIL en el que se habia humedecido
previamente. El caldo se incubé a 36°C du-
rante 48 horas, verificando la presencia de
turbidez cada 24 horas.

Cuando se evidencio turbidez, se realizd una
coloracién de Gram para verificar la presenciay
el tipo de contaminacion bacteriana presente,
asi como una siembra del aislamiento en agar

sangre y agar McConkey (BD, Franklin Lakes,
NJ USA), los cuales se incubaron a 36°C por
12 a 18 horas. Posteriormente, se determind
macroscopicamente el nUmero de morfotipos
de colonias presentes, asi como la morfologia
y tincién de Gram, con el objetivo de orientar
el proceso de identificacion. Dicho proceso se
realizd siguiendo procesos estandarizados.
Los bacilos gramnegativos que no pudieron
identificarse empleando la serie metabdlica
tradicional (agar triple azlicar o TSI, agar lisina,
agar citrato, medio para determinacién de sul-
furo, movilidad e indol o SIM y agar urea), se
identificaron mediante el método automatiza-
do mini-API® (Biomérieux Industry). Los cocos
grampositivos clasificados como estafilococos
coagulasa negativos, no fueron identificados
hasta el nivel de especie.

En cada uno de los ensayos realizados se
hizo control de esterilidad para cada uno
de los medios empleados, asi como para
los aplicadores de algodén utilizados para
frotar la superficie de los billetes.

Analisis estadistico: para las variables cuan-
titativas se calcularon medidas de tendencia
central (media aritmética) y de dispersion
(desviacién estandar). Para las variables cua-
litativas, se calcularon frecuencias absolutas
y relativas. Para dichos analisis, se empleo el
programa estadistico SPSS®, versién 15.0.

Resultados

De los 101 billetes analizados, se obtuvieron
124 aislamientos. De éstos, el género mas
frecuentemente aislado correspondié a Ba-
cillus spp., aislado en 65 billetes (52,4%).

Otras bacterias aisladas correspondieron a
cocos grampositivos, en 29 billetes (23,4%),
y los estafilococos coagulasa negativos
fueron los que predominaron, los cuales se
aislaron en 25 billetes (20,2%).
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También fue posible aislar bacterias con
morfologia de bacilos gramnegativos en 30
de los billetes (24,2%). Diecinueve de dichos
aislamientos (15,3%) correspondieron a
miembros de la familia Enterobacteriaceae,
y Pantoea aglomerans (anteriormente, En-
terobacter aglomerans) fue la especie mas
frecuentemente aislada (8,9%). Siete de los
bacilos gramnegativos aislados (5,6%) no
pudieron ser clasificados taxondmicamente.

En la tabla 1 se resume la identidad y la can-
tidad de los aislamientos obtenidos.

Con respecto al numero aislado de morfoti-
pos distintos de colonia en cada uno de los
billetes, en 28 de ellos se obtuvo crecimien-
to simultaneo de dos morfotipos diferentes,
mientras que sélo en dos se aislaron tres di-
ferentes tipos de colonias. En nueve billetes
no se obtuvo crecimiento alguno; dicho de
otra manera, 91,1% de los billetes evalua-
dos presentd contaminacion microbiana. El
41,9% de dicha contaminacion correspon-
dié a bacterias potencialmente patégenas
para el hombre, de las cuales, 17,7% fueron
bacterias de origen posiblemente entérico.

Al evaluar la relacion entre la nominacion de
los billetes y el cultivo positivo se encontro
que, independientemente de la primera,
todos los billetes presentaron contamina-
cion bacteriana, la cual fue mas frecuente
en aquéllos con nominacién de dos mil
pesos (tabla 2). Ademas, no se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa
(p=0,998) entre la nominacién de los billetes
y la contaminacion con bacterias entéricas,
a pesar de que la distribucion del nimero
de billetes de las diferentes denominaciones
fue uniforme.

Cuando se relacioné la fecha de edicion con
la positividad del cultivo, se encontré que
se obtuvo crecimiento en billetes de todas
las ediciones, siendo éste mas frecuente en
los billetes editados en el 2006, edicion que
constituyd el grupo con mayor nimero de
billetes analizados (65,3%) (tabla 3). Ademas,
no hubo asociacion (p=0,892) entre la fecha
de emision de los billetes y la presencia de
contaminacion con bacterias entéricas; aun-
gue, como ya se menciond, se presentd un
sesgo con respecto al numero de billetes en
cada ano de emision analizado (tabla 3).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica y niUmero de los aislamientos obtenidos

Morfologia segun la Clasificacion taxonémica Numero de aislamientos
Porcentaje
tincién de Gram obtenidos

Bacilos grampositivos Bacillus spp.
Staphylococcus coagulasa negativos 25 20,2
Cocos grampositivos
Enterococcus spp. 3 24
Streptococcus spp. 1 038
Pantoea agglomerans 11 89
Bacilos gramnegativos fermentadores 7 5.6
de glucosa, no identificados
Escherichia coli 4 32
Bacilos gramnegativos
Acinetobacter spp. 4 3.2
Enterobacter cloacae 2 16
Klebsiella pneumoniae 2 16

n=124 aislamientos

Infectio. 2010; 14(2): 120-126
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Tabla 2. Relaciéon de la nominacion del billete y cultivo
positivo.

Nominacion

del billete ol Con ot
(pesos) crecimiento crecimiento
1.000 1 15 n
2.000 0 17 .
5.000 2 16 n
10.000 4 16 20
20.000 1 16 .
50.000 0 13 1
Total 8 03 o1
Discusion

Si bien los billetes pueden ser considerados
ambientes hostiles para el desarrollo de una
microbiota residente, es posible que permi-
tan la colonizacion microbiana transitoria, la
cual puede simplemente ser parte de la mi-
crobiota ambiental o, por el contrario, tener
potencial patdégeno para el hombre. Esto se
debe a que el papel moneda es, quiza, uno
de los objetos de mayor circulacién a nivel
mundial y, por lo tanto, estd expuesto al
contacto con multiples personas y super-
ficies, lo cual lo convierte en vehiculo de
transporte de diversos tipos de particulas,
incluidos los microorganismos. Se asume
que los microorganismos provienen, prin-
cipalmente, de las particulas de polvo que
se alojan en la superficie del billete, o del
contacto con nuestras manos y todo lo que
ellas han tocado.

Al manipular el papel moneda, no solo trans-
ferimos parte de la microbiota presente en
nuestras manos, sino que, ademas, la micro-
biota presente en él, puede ser intercambiada
con éstas y desde alli a otras partes de nuestro
cuerpo, o a otros objetos que también actien
como fémites. Esto es de particular impor-
tancia si se tiene en cuenta que, en nuestro
medio, existen diversas costumbres cuando
se trata de manipular los billetes, como, por

ejemplo, guardarlos en contacto con otras
zonas del cuerpo (dentro del sostén o en las
medias) y contarlos con los dedos humedeci-
dos con saliva, entre otros.

Semmelweis ® demostré que las manos del
personal de salud y, por lo tanto, las de to-
das las personas, son portadoras de micro-
organismos, subrayando su papel en la dise-
minacion de agentes etiolégicos de indole
infeccioso, algunos de ellos multirresisten-
tes, especialmente cuando no se aplican las
precauciones universales de bioseguridad.
Sin embargo, desde inicios del siglo pasado,
ya en nuestro pais, se temia que la moneda
circulante jugaba un papel importante en la
transmisién del bacilo de Hansen (Mycobac-
terium leprae), por lo que se acufié una mo-
neda especial para los leprocomios ©.

En este trabajo se encontro que el 91,1% de
los billetes presentaba contaminacién bac-
teriana, de la cual, el 41,9% estaba represen-
tada por bacterias con potencial patdégeno
para el hombre. De éstas, 22 aislamientos
(17,7%) correspondieron a bacterias cuyo
origen era posiblemente entérico (Escheri-
chia coli, Pantoea aglomerans, Enterobacter

Tabla 3. Relacién de la fecha de edicidn del billete y
cultivo positivo.

Si C
Fecha de emision . "_‘ ) of‘ Total
crecimiento | crecimiento
0 1 1

1* semestre de 2003

1e" semestre de 2004 0 4 4
2% semestre de 2004 0 2 2
1e" semestre de 2005 0 4 4
29 semestre de 2005 1 3 4
1e" semestre de 2006 1 27 28
2% semestre de 2006 5 48 53
2% semestre de 2007 0 2 2
1* semestre de 2008 1 1 2
29 semestre de 2009 0 1 1
Total 8 93 101
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cloacae, Klebsiella pneumoniae y Enterococ-
cus spp.) y, por lo tanto, sugestivo de conta-
minacién fecal.

Bacterias tales como E. coli, Klebsiella spp.,
Pantoea sp. y Enterobacter spp., son patoge-
nos frecuentes productores de infecciones
urinarias, neumonia, infeccion de heridas,
etc., y pueden ser resistentes a multiples an-
tibidticos o hacerse resistentes a ellos, tal y
como es el caso de las cepas productoras de
betalactamasas de espectro extendido %1%,
De tal manera que la distribuciéon de este
tipo de cepas pudiera verse facilitada por la
manipulacién de los billetes.

Otros bacilos gramnegativos, como aquéllos
del género Acinetobacter aislados en el 3,2%
de los billetes, son bacterias consideradas de
baja virulencia, pero con un patrén de resis-
tencia que adquiere relevancia en circunstan-
cias de infecciones hospitalarias 2.

Con respecto a los estafilococos coagulasa
negativos, las bacterias con potencial pato-
geno mas frecuentemente aisladas en el es-
tudio (20,2%), si bien no fueron identificados
a nivel de especie, suponemos que parte de
este grupo estuvo representado por aque-
llas bacterias del grupo que hacen parte de
la microbiota normal de piel del ser huma-
no. Dicha microbiota suele mantener una
relacion simbidtica con su huésped, pero,
cuando se pierde la continuidad en la piel,
en las barreras mucosas o se altera el equi-
librio entre la bacteria y el huésped, pueden
penetrar, colonizar e infectar otros tejidos,
produciendo procesos de indole patolégico
(1319 Su papel como agentes etiologicos en
entidades clinicas tales como bacteriemia
en pacientes inmunosuprimidos, infecciones
urinarias, infecciones asociadas a dispositi-
vos médicos de diversa indole, osteomielitis,
endoftalmitis después de cirugias oculares,
etc., ha sido bien documentado ®°.

Infectio. 2010; 14(2): 120-126

El segundo coco Gram positivo mas fre-
cuentemente aislado (2,4%), correspondi¢ al
género Enterococcus, bacterias de especial
significancia si se tiene en cuenta que hacen
parte de la microbiota del sistema gastroin-
testinal de los mamiferos 1% |o cual indica
su posible origen fecal. Esta bacteria ha sido
asociada como agente etiologico de infec-
ciones urinarias, bacteriemia y endocarditis,
infecciones intraabdominales y pélvicas,
infecciones de piel (dificil atribuirle su papel
en este tipo de infecciones), sepsis neonatal
y, en raras ocasiones, meningitis 4317

En lo concerniente a las bacterias del géne-
ro Bacillus, éstas constituyeron el principal
grupo bacteriano contaminante; se aislé en
52,4% de los billetes. Estos hallazgos son
similares a los encontrados por Xu et al. *®,
Pope et al. © y Uneke et al. ©. Las bacterias
del género Bacillus se adaptan bien a las
condiciones ambientales extremas, me-
diante la formacién de esporas, las cuales
les permiten sobrevivir en el suelo y ser
transportadas por las particulas de polvo,
tolerando temperaturas extremas, condi-
ciones de desecacién e, inclusive, la accidon
de detergentes y altas concentraciones de
alcohol antiséptico @29, Por lo tanto, el he-
cho de aislar bacterias de este género, tanto
en una superficie como en una muestra
clinica, haria pensar siempre en contamina-
cién con microbiota ambiental @Y. Algunas
especies de Bacillus y sus toxinas han sido
implicadas como agentes etiologicos de en-
fermedades transmitidas por alimentos 2.
Ademas, se sabe que se adhieren al plastico
de los catéteres vasculares, lo que explica su
papel en las bacteriemias que se presentan
en algunos pacientes . Los catéteres de
Hickman, retirados de pacientes con cancer
y bacteriemia persistente por Bacillus spp.,
evidenciaron la produccion de exopolisaca-
rido bacteriano cuando fueron sometidos a
microscopia electrénica de barrido @4,
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En lo que respecta a la nominacion y al afio
de edicion del billete en relacion con la con-
taminacion bacteriana, sélo es posible decir
que estuvo presente sin distincion alguna
de las caracteristicas antes mencionadas.
No fue posible determinar si a mayor nivel
de circulacién, habia mayor grado de con-
taminacion.

Es claro que los billetes son uno de los ele-
mentos de mayor circulacion en el mundo y
que su papel como posibles fomites ha sido
documentado por nuestro trabajo. Esto nos
avala para reforzar la idea de la importancia
del lavado de manos después de tocar un
billete, asi como su adecuada manipulacion
y almacenamiento cuando entren en con-
tacto con nosotros.
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