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OrJeTIVOS. a) Identificar a nivel de egpecie las cepas
pertenecientes al género Citrobacter, siguiendo el
esquema de pruebas bioquimicas convencionales
propuesto por Bremner et al; b) determinar la utilidad de
la llave dicotdmica de O"Hara compardndola con el
esquema propuesto por Brenner et al, evaluando su
sensibilidad y especificidad, y c) establecer la distribucién
y frecuencia de las diferentes especies en los
especimenes clinicos.

MATERIALES Y METODOS. Se estudiaron 122 cepas aisladas en
forma consecutiva, Unica e ininterrumpida en el periodo
comprendido entre mayo de 1994 y agosto de 1997,
que fueron identificadas como Citrobacter spp. Las
mismas provenian de distintos materiales clinicos
correspondientes a pacientes hospitalizados y
ambulatorios atendidos en el Hospital de Clinicas.

Los organismos fueron identificados segin el esquema
propuesto por Bremner y la llave dicotdmica de O Hara.
ReEsULTADO. El esquema de Bremner identificd a nivel de
especie 111 cepas de las 122 estudiadas. C. frandii fue
la especie mads frecuente (59/111), seguida por C.
koseri (18/111), C. werkmanii (15/111), C. bragkii
(9/111), C. youngae (6/111) y C. amalonaticus

(4/111) . La llave dicotdmica de O Hara identificd el 94%
de las cepas estudiadas (104/111).

Para C. freudii los sitios de infeccidn o colonizacidn més
frecuentes fueron el tracto urinario y el intestino, (p
Fischer <0,026 y 0,039 respectivamente). Para C. koseri
al igual que para C. freudii, el sitio de infeccitn més
frecuente fue la orina (p Fischer <0,0372) .

ConcrusIonEs. El esquema de O Hara podria ser una
altemativa valida para la identificacitn de las
citrdoacterias en los laboratorios de microbiologia,
teniendo en cuenta que éstas son importantes
patdgenos oportunistas.
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Characterization and distribution of Citrobacter strains in a
University Hospital

OrJeETIVE. @) To identify Citrobacter strains following the
conventional biochemical reaction of Bremmer and col; b)
to evaluate the sensitivity and specificity of the O"Hara’s
method compared with Brenner”s method, and c¢) to
determine the rate and distribution of the strains in the
MATERIAL AND METHODS . One hundred and twenty two
clinical isolates, characterized as Citrcdbacter spp. were
collected between May of 1994 and August of 1997.
Clinical isolates included impatients and outpatients from
Hospital de Clinicas. Strains were identified following the
methods of Brenner and O Hara.

ResuLTs. Methods of Bremner identified 111 of 122
strains: C. frauwdii 59 of 111; C. koseri 18 of 111; C.
werkmanii 15 of 111; C. bragkii 9 of 111; C. youngae 6
of 111 and C. amalonaticus 4 of 111.

O"Hara”s methods identified 104 of 111 strains (94%).
C. fraudii was recovered most frequently from urine and
feces (p Fisher <0.026 and 0.039 respectively), while C.
koseri was isolated from urine principally (p Fisher
<0.0372).

Concrusions. The genus Citrobacter is and important
oportunistic pathogen that can be identified in clinical
microbiology s laboratories using O Hara s method.
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Introduccion

El género Citrobacter descrito en el afio 1932 por Wer-
kman y Gillen, pertenece a la familia Enterobacteriaceae;
estas bacterias se hallan frecuentemente en el agua,
suelo, alimentos y tracto intestinal de los animales inclu-
yendo el hombre!. Ha sido reconocido como agente etiol6-
gico de distintos procesos infecciosos tales como infeccién
urinaria, infecciéon quirurgica, infeccion de piel y tejido
celular subcutaneo, bacteriemia y septicemia, meningitis
y abscesos cerebrales®*.

En el ano 1993, Brenner et al® describieron por hibridi-
zacién del ADN once genomoespecies, y propusieron uti-
lizar una serie de pruebas bioquimicas y de crecimiento
en diferentes sustratos como tnica fuente de carbono,
para identificar las diferentes genomoespecies en el labo-
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ratorio de microbiologia clinica.

Dado que el esquema de Brenner utiliza un elevado
numero de pruebas bioquimicas, en el ano 1995 O’Hara
et al® disefiaron con el mismo esquema una llave dicoté-
mica sencilla para la identificacién de las once genomo-
especies descritas.

En la actualidad el género Citrobacter esta compuesto
por las siguientes genomoespecies: complejo C. freundii (C.
freundii, C. braakii, C. sedlakii, C. werkmanii, C. youngae,
C. gillenii, C. murliniae y C. rodentium), C. koseri, C. ama-
lonaticus y C. farmeri® "8,

En lo que respecta a estas nuevas especies, en particu-
lar a las que integran el denominado “complejo C. freun-
dii”, existen pocos estudios acerca de su significado cli-
nico y de su distribucién y frecuencia en especimenes
clinicos.

Los objetivos de este trabajo fueron: a) identificar la
especie de las cepas pertenecientes al género Citrobacter
siguiendo el esquema de pruebas bioquimicas convencio-
nales de Brenner et al; b) determinar la utilidad de la
llave dicotémica de O’Hara, comparandola con el esque-
ma de Brenner et al evaluando su sensibilidad y especifi-
cidad, y c¢) establecer la distribucién y frecuencia de las
diferentes especies en los especimenes clinicos.

Materiales y métodos

Microorganismos

Se estudiaron 122 cepas obtenidas en forma consecutiva, tnica e
ininterrumpida en el periodo comprendido entre mayo de 1994 y
agosto de 1997 que fueron identificadas como Citrobacter spp. Las
mismas provenian de distintos especimenes clinicos correspondien-
tes a pacientes internados y ambulatorios atendidos en el Hospital
de Clinicas “José de San Martin” de la Ciudad de Buenos Aires. Los
microorganismos fueron conservados en agar tripticasa soya (ATS) a
4°C y subcultivados en placas de ATS y EMB de Levine para su pos-
terior estudio.

Identificacion

El género Citrobacter fue identificado mediante las siguientes prue-
bas bioquimicas: fermentacién de glucosa, lactosa y sacarosa (agar
TSI), produccién de sulfuro de hidrégeno (agar TSI), gas de glucosa
(agar TSI), lisina decarboxilasa (agar LIA y LDC Moeller), arginina
dehidrolasa (ADH Moeller), movilidad, prueba de Voges Proskauer,
utilizacién de citrato (Simmons), hidrélisis de esculina, produccién de
indol, fermentacién de D- manosa e hidrélisis del ONPG.

Las especies fueron identificadas por las pruebas bioquimicas pro-
puestas por Brenner et al®: hidrélisis de urea, ornitina decarboxilasa
(ODC Méeller), crecimiento en presencia de cianuro de potasio, ace-
tato y malonato, reduccién de nitrato, produccién de acido a partir
de: lactosa, sacarosa, dulcitol, salicina, adonitol, rafinosa, cellobiosa,
a-metil glucésido, melibiosa, D-arabitol y glicerol.

Sobre las mismas cepas se realizé la identificacion de especie uti-
lizando el esquema dicotémico de O’Hara et al® que incluye las
siguientes pruebas bioquimicas: ornitina decarboxilasa, utilizaciéon
de malonato y citrato, produccién de indol, hidrélisis de urea y pro-
duccién de acido a partir de dulcitol y melibiosa.

Las pruebas se incubaron a 37 °C, durante siete dias segun crite-
rios estandarizados! y los resultados fueron leidos a las 24, 48 horas
y a los 7 dias.

Comparacion de diferentes esquemas
de identificacion y analisis estadistico

Se comparé el esquema de pruebas bioquimicas de Brenner (gold
standard) con el esquema dicotomico de O’Hara et al. Se calculé la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo y los
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correspondientes intervalos de confianza del 95%.

Para evaluar la distribuciéon de las diferentes especies de
Citrobacter en la muestras clinicas, se aplic6 la prueba de Fisher a
dos colas.

Resultados

Sobre un total de 122 cepas estudiadas, 111 fueron
identificadas a nivel de especie utilizando el esquema de
Brenner et al. Los resultados de las pruebas bioquimicas
se muestran en la tabla 1.

Las especies identificadas fueron: C. freundii 59, C.
kosei 18, C. werkmanii 15, C. braakii 9, C. youngae 6 'y
C. amalonaticus 4. No se encontré ninguna cepa corres-
pondiente a C. farmeri, C. sedlakii, C. rodentium, C. gille-
nii ni C. murliniae.

El esquema de O’Hara et al identific6 104 de las 111
cepas identificadas por el esquema de Brenner et al.
Cinco cepas de C. freundii que fermentaron el dulcitol
fueron identificadas como C. youngae. Dos cepas de C.
koseri fueron identificadas como C. rodentium y C. weerk-
manii dado que resultaron indol negativo y melibiosa
positivo respectivamente. Todas las cepas de C. braakii y
C. amalonaticus fueron correctamente identificadas por
el esquema de O’Hara et al.

Los porcentajes de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos y negativos se muestran en la tabla 2.

Los resultados de la distribuciéon de las especies de
Citrobacter por especimenes clinicos se muestran en la
tabla 3. C. freundii se aislé con mas frecuencia en orina e
intestino respecto de las otras muestras clinicas (p <
0,026 y p < 0,039 respectivamente). El tracto urinario fue
el sitio de infecciéon mads frecuente para C. koseri (p <
0,0372). El resto de las especies no mostré diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los especi-
menes clinicos, debido al bajo nimero de aislamientos
obtenidos.

Discusion

Sobre un total de 122 cepas, 111 (91%) pudieron ser
identificadas a nivel de especie mediante la utilizacion
del esquema de pruebas bioquimicas de Brenner et al, es
decir, s6lo un 9% (11/122) no pudo asignarse a ninguna
de las once genomoespecies descritas. Estos resultados
fueron similares a los encontrados por Janda et al®.

El esquema de O’'Hara et al mostr6 un valor aceptable
de especificidad, sensibilidad y valor predictivo positivo y
negativo. Estos resultados muestran su utilidad para
identificar las especies de Citrobacter en los laboratorios
de microbiologia clinica.

En lo que respecta al “complejo C. freundii”, la especie
C. freundii fue la més frecuente, seguida por C. werkma-
nii, C. braakii y C. youngae. Janda et al documentaron
como segunda especie mas frecuente a C. youngae, segui-
da de C. braakii y C. werkmanii. En cambio Arens et al'®
informaron que C. braakii fue la segunda especie mas
frecuentemente aislada.

C. koseri ocupé el segundo lugar entre los aislamientos
del género, resultados que coinciden con los presentados
por Janda et al. No obstante, Arens et al hallaron que
C. braakii y C. koseri se ubicaron en el segundo y tercer
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TABLA 1. Caracteristicas bioquimicas de las especies de Citrobacter estudiadas

Pruebas

Porcetaje de cepas positivas

C. freundii C. koseri C. amalonaticus C. youngae C. braakii C. werkmanii
(n=59) (n=18) (n=4) (n=6) (n=9) (n=15)
Indol 2 94 100 0 0 0
Citrato (Simmons) 100 100 100 100 100 100
H,S (TSI 71 (85) 0 0 71 100 93 (100)
Urea 79 (85) 94 100 83 (100) 56 (67) 100
Arginina dehidrolasa 64 (76) 100 100 86 (100) 100 100
Ornitina decarboxilasa 0 100 100 0 100 0
Motilidad 98 100 100 100 100 100
Malonato 2 100 0 0 0 100
Gas (de glucosa) 98 100 75 86 100 100
Acetato 100 100 100 100 100 100
Esculina 2 0 25 0 0 0
ONPG 100 94 100 50 100 100
Produccion de acido a partir de:
Lactosa 100 58 (89) 25 (50) 17 (33) 100 100
Sacarosa 95 (97) 22 0 17 0 7
Dulcitol 0 22 25 100 22 0
Salicina 5(8) 11(17) 0(25) 0 011 0
Adonitol 0 100 0 0 0 0
Raffinosa 97 11 0 0 44 0
Cellobiosa 53 (68) 100 100 17 (50) 89 (100) 27 (100)
o-CH,-glucésido 8(9) 33 (44) 0 0 11 0
Melibiosa 98 6 0 17 100 0
D- arabitol 0 100 0 0 0 0
Glicerol 98 100 75 100 100 100
Reduccion de nitrato 100 100 100 100 100 100
CNK 81 (100) 0 100 100 100 100

ONPG: o-nitrofenil- - D-galactopiranésido; CNK: cianuro de potasio (Méeller).
Los resultados corresponden a porcentaje de cepas positivas después de 48 horas de incubacion. Los valores entre paréntesis corresponden al
porcentaje de cepas que da reaccién positiva tardia, a los 7 dias de incubacion.

TABLA 2. Valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos del esquema de O’Hara et al para las especies de Citrobacter

estudiadas
.. . Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%)
Especies identificadas (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC95%)
C. freundii (n = 64) 91,5 100 100 91,2
(80,6 - 96,8) (91,4 - 100) (91,7 - 100) (80,0 - 96,7)
C. koseri (n = 18) 88,9 100 100 97,9
(63,9 - 98,1) (95,1 -100) (75,9 - 100) (91,9 - 99,6)
C. amalonaticus (n = 4) 100 100 100 100
(39,6 - 100) (95,7 - 100) (39,6 - 100) (95,7 - 100)
C. youngae (n =7) 100 95,2 54,5 100
(51,7 - 100) (88,7 -98,2) (24,6 - 81,9) (95,4 - 100)
C. braakii (n=9) 100 100 100 100
(62,9 - 100) (95,5 - 100) (62,9 - 100) (95,5 - 100)
C. werkmanii (n = 15) 100 99,0 93,8 100
(74,7 - 100) (93,5 -99,9) (67,7-99,7) (95,2 - 100)
IC 95%: intervalo de confianza del 95%; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.
TABLA 3. Distribucion de especies de Citrobacter segun material clinico
. N¢? de aislamientos
Especies
(n? de aislamientos) | Orinas Herida Heces Sangre Catéter Secreciéon Material Piely
quirargica conjuntival | respiraratorio partes blandas
C. freundii (59) 37 11 3 2 0 1 1 4
C. koseri (18) 9 3 3 0 0 1 1 1
C. werkmanii (15) 5 4 3 2 0 0 1 0
C. braakii (9) 3 1 5 .0 0 0 0 0
C. youngae (6) 3 0 1 1 1 0 0 0
C. amalonaticus (4) 4 0 0 0 0 0 0 0
Total (111) 61 19 15 5 1 2 3 5
(54,9%) (17,1%) (13,5%) (4,5%) (0,9%) (1,8%) (2,7%) (4,5%)
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lugar respectivamente. Numerosas publicaciones descri-
ben aislamientos de C. koseri en pacientes con meningi-
tis y abscesos cerebrales, sin embargo en este periodo no
se hallé C. koseri en liquido cefalorraquideo y/o tejido
cerebral® 3 1112,

Arens et al'® comunicaron la distribuciéon de Citro-
bacter spp. en especimenes clinicos sin discriminar la
especie. Para estos autores el tracto urinario fue el sitio
de aislamiento mas frecuente. De 60 cepas de C. freun-
dii estudiadas por Janda et al provenian 23 de muestras
de orina y 16 de heces®. En este estudio también C.
freundii se aisl6 con mayor frecuencia de orina y mate-
ria fecal.

La mayor frecuencia de aislamientos urinarios de C.
koseri obtenidos en este estudio también fue comunicada
por Janda®.

C. amalonaticus fue aislado de orina, en tanto que, en
el estudio de Janda et al® las heces fueron practicamen-
te el unico espécimen clinico de donde se aisl6 esta espe-
cie (16 de 17 cepas).

Janda et al® hallaron que las especies C. werkmanii, C.
braakii y C. youngae provenian casi exclusivamente del
tracto intestinal. A diferencia de dichos autores, la dis-
tribucion de tales especies en este estudio fue mas hete-
rogénea, pues fueron aislados, ademaés, de orinas, heridas
quirdrgicas y sangre.

El esquema de O’Hara et al podria ser una alternativa
vélida para la identificacién de las citrobacterias en los
laboratorios de microbiologia dado que éstas son impor-
tantes patégenos oportunistas.
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