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RESUMEN

Antecedentes: El virus sincicial respiratorio (VSR) es el agente infeccioso de las vias
respiratorias de mayor importancia en la infancia. En México no existe informacion sobre
la epidemiologia molecular de las infecciones causadas por este virus.

Objetivos. Describir la epidemiologia molecular de las infecciones por VSR en la ciudad
de San Luis Potosi y comparar la gravedad de las infecciones causadas por diferentes
grupos de VSR.

Pacientes y métodos: Se estudiaron 113 pacientes menores de 3 aiios de edad con
infeccion por VSR identificados entre los afios 2003 y 2005. Se determiné en cada caso el
grupo al que pertenecia el VSR, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa acoplada
a trascripcion reversa (RT-PCR). Se comparé la duracion de hospitalizaciéon entre
pacientes con infecciones causadas por VSR del grupo A y B. Se secuenciaron algunos de
los productos de amplificacion y se efectud un analisis filogenético.

Resultados. Se detect6 la presencia de VSR del grupo A en 70 casos, VSR del grupo B en
35 y co-infeccion por virus de ambos grupos en 3. En 5 de los casos no fue posible
determinar el grupo de VSR causante de la infeccion. No se observé ninguna diferencia en
las caracteristicas clinicas o la duracién de hospitalizacion entre las infecciones causadas
por VSR de los grupos A y B. El analisis filogenético mostr6 que las cepas secuenciadas
pertenecieron a las cladas GA2 y GAS.

Conclusiones: En la ciudad de San Luis Potosi durante las temporadas invernales 2003-
2004 y 2004-2005 circularon cepas de VSR de los grupos A y B en forma simultanea. Se
detectaron cepas de VSR pertenecientes a las cladas GAZ y GAS durante este periodo de
estudio. La gravedad de las infecciones por VSR no difiere entre aquellas causadas por

cepas de los grupos A y B.




INTRODUCCION

Infecciones respiratorias virales. Las infecciones respiratorias (IR) son uno de
los principales problemas de salud publica a nivel mundial (1). En México, las IR son la
principal causa de morbilidad registrada por las instituciones publicas de salud y de mayor
incidencia en la poblacion infantil. En los nifios, las IR son fa principal causa de origen
infeccioso de hospitalizacion y de muerte hospitalaria (2). En los adultos mayores, el
numero de hospitalizaciones asociadas a IR aumentaron notablemente de 1985 a 1995 (3).
Asimismo, en pacientes con enfermedades crénicas, las IR también representan un grave
problema debido a que son responsables de un nimero importante de hospitalizaciones
(3). La principal etiologia de las IR en los nifios son los agentes virales (4-7),
principalmente el virus sincicial respiratorio (VSR). De manera similar este virus jucga
un importante papel como causa de IR en adultos (8). Sin embargo, la epidemiologia de
estos agentes infecciosos estd pobremente caracterizada en nuestro pais. Nosotros hemos
estudiado previamente la frecuencia de las infecciones por VSR en pacientes pediatricos
que reciben atencién en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” en la ciudad de

San Luis Potosi, asi como algunas de sus caracteristicas epidemiologicas (9).

Virus sincicial respiratorio. El VSR es un virus RNA cuyo genoma codifica para
11 proteinas. Los principales determinantes antigénicos de la superficie del virus son las
proteinas G y F. La primera tiene una elevada variabilidad, en tanto que la segunda juega
un papel importante en la invasion de las células humanas por el virus (10).

En la resistencia hacia el VSR participan la inmunidad innata y la respuesta
inmune adquirida. La sintesis de anticuerpos especificos para los antigenos F y G, no

altera la duracion de la primoinfeccion nor VSR, pero puede tener un efecto protector




contra infecciones subsecuentes. En contraste, la respuesta inmune celular tiene un papel
importante en la eliminacion del VSR y es responsabie de la terminacion de la infeccién.
Por otro lado, se ha sugerido que la respuesta inmune pudiera participar en el dafio de las
vias aéreas inferiores durante la infeccion por VSR, ademds de predisponer al sujeto a

padecer episodios repetitivos de broncoconstriccion (10).

Incidencia de infecciones por VSR. Las infecciones causadas por el VSR son
muy comunes durante la infancia y al cumplir dos afios de edad, practicamente todos los
nifios han sido infectados al menos una vez por este virus. El 22.4% de los nifios pueden
padecer de afeccion de las vias aéreas inferiores, usualmente manifestada como
bronquiolitis, durante el primer afio de su vida (11).

El VSR es, por lo tanto, el principal agente infeccioso responsable de
hospitalizaciones durante los primeros afios de vida. En México, se ha reportado que en
24.8 a 40.3% de los nifios que requieren de hospitalizacién por infeccidn respiratoria se
detecta la presencia de VSR (9,12-14). Los lactantes con antecedente de prematurez, asi
como aquellos que presentan enfermedad pulmonar crénica, cardiopatias congénitas o
inmunodeficiencias, tienen un mayor riesgo de cursar con infecciones severas por VSR
(15).

Aun no se ha determinado cudl es el o los factores que determinan la invasion de
vias inferiores por VSR. Sin embargo, se ha encontrado que esta invasion se asocia con
menor edad, predominio de la respuesta inmune tipo Th2 y con niveles bajos de
anticuerpos anti-VSR (16,17).

Variabilidad genética del VSR. Con base en las caracteristicas de las protein;ls

de superficie, particularmente la proteina G, el VSR se clasifica en dos grupos principales,




A y B. La proteina G es la proteina del VSR que muestra mayor divergencia entre [os
grupos A y B (18). Los distintos grupos y gentipos del VSR se agrupan segun sus
semejanzas en cladas filogenéticas. Para cada grupo (A y B) de VSR estas diferentes
cladas poseen distribuciones geogréficas distintas. Las cepas de VSR del grupo A se han
agrupado en al menos 7 cladas (GA1-GA7), pero existen reportes de cepas de VSR que no
pertenecen a ninguna de estas cladas y que eventualmente podrdn ser agrupadas para
formar cladas adicionales. La caracterizaciéon de diferentes cepas del VSR es de
importancia para entender el fendmeno de inmunidad, la generacion de vacunas y para el
estudio epidemioldgico de estas infecciones.

Por otro lado, se ha sugerido que el desarrollo de infecciones graves por VSR
pudiese estar asociado con la presencia de cepas de mayor patogenicidad. A este respecto,
se ha reportado que cepas del grupo A causan infecciones de mayor gravedad que las
cepas del grupo B (19-22).

En Meéxico existe un vacio de informacién sobre la epidemiologia molecular de las
infecciones por VSR, de sus variaciones geograficas, de sus variaciones en el tiempo, asi
como su repercusion sobre la salud de la poblacion. El estudio de estas caracteristicas es
de relevancia en la planeacion, establecimiento y evaluacién de programas preventivos,
como seria la vacunacién y ia administracién profilactica de anticuerpos monoclonales
anti-VSR. Los estudios en México sobre infecciones por VSR son pocos (9,12-14,23,24) y
s6lo en uno se reporta la tipificacion de cepas del virus (23). En ese estudio, llevado a
cabo hace mas de 10 afios, se reportd la tipificacion con el uso de anticuerpos
monoclonales en 21 cepas de VSR aisladas en la ciudad de México de las cuales 19
correspondieron al grupo A y 2 al grupo B.

En vista que el VSR es el principal patégeno respiratorio que at:ccta a la poblacion

pediatrica, consideramos que el estudio de la epidemiologia molecular de este virus en




nuestra ciudad proporciona informacion relevante para la instalacién de programas de
prevencion. Asimismo, la determinacion de la patogenicidad y la frecuencia relativa de
las infecciones causadas por VSR de los grupos A y E son importantes para el desarrollo
de vacunas contra este virus. En México no existe informacion de los genotipos de VSR
que afectan a la poblacion. El proposito del presente trabajo fue el de describir la
epidemiologia molecular de las infecciones por VSR en la Ciudad de San Luis Potosi y
determinar si existe relacion entre los diferentes grupos de VSR y la gravedad de las

infecciones que causan.




PACIENTES Y METODOS

Poblacion de estudio. Durante el periodo de estudio (Mayo 2003 a Abril de 2005)
ingresaron 734 pacientes menores de 3 aiios de edad por infeccion respiratoria al Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, de los cuales 616 fueron incluidos de manera
prospectiva en los estudios epidemiolégicos de infecciones respiratorias. Las principales
caracteristicas de este grupo de pacientes han sido publicados previamente (14). Se
detectd la presencia del VSR en 153 (24.8%) de los sujetos estudiados. De éstos, 33
presentaban alguna enfermedad subyacente por lo que fueron excluidos del estudio. De los
120 pacientes restantes se conté con informacion demogréafica y clinica, asi como

disponibilidad de muestra de secreciones respiratorias para su andlisis en 113 pacientes.

Deteccion del VSR. Se obtuvieron muestras de lavado nasofaringeo las cuales
fueron trasladadas al Laboratorio de Virologia en hielo. Las muestras fueron procesadas
mediante centrifugacion para obtener una pastilla de células nasofaringeas las cuales se
depositaron en laminillas de pozos multiples para tincion con anticuerpos monoclonales
especificos (Respiratory DFA viral screening and identification kit; Light Diagnostics,
Chemicon, Temecula, CA). Las laminillas fueron examinadas en un microscopio de
fluorescencia para detectar la presencia de infeccion por VSR. Los sobrenadantes de las

muestras se congelaron a -70° C para su posterior analisis molecular.

Tipificacion molecular de VSR. Se determiné el grupo al que pertenecian los aislados de
VSR de acuerdo a la amplificacion de la segunda region variable del gen de la proteina G.
Con este propdsito, se aislo el ARN viral de las muestras de aspirado nasofaringeo

utilizando un kir comercial (High Pure Viral RNA Kit; Roche Diagnostics, Mannheim,



Germany). Posteriormente, se identificaron los genotipos A y B mediante una reaccion en
cadena de DNA polimerasa acoplada a trascripcion reversa (RT-PCR), como se ha
descrito previamente (25,26).

Para la deteccion de VSR del grupo A, los oligonucledtidos utilizados fueron los
siguientes:

positivo: G267 (5’-GATGCAACAAGCCAGATCAAG-3’).

negativo: F164 (5’-GTTATCACACTGGTATACCAACC-3).

El tamafio esperado del producto de amplificacion fue de 0.9 kb.

Para la deteccion de VSR del grupo B, los oligonucledtidos utilizados fueron los
siguientes:

positivo: BGF (5’-GCAGCCATAATATTCATCATCTCT-3")

negativo: BGR (5’-TGCCCCAGRTTTAATTTCGTTC-3’).

El tamafio esperado del producto de amplificacion fue de 0.8 kb.

La trascripcion reversa y amplificacion del correspondiente ¢cDNA se llevo a cabo
mediante un kit comercial (Access RT-PCR System, Promega Corporation, Madison, WI),
de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para la tipificacion del VSR del grupo A, se utiliz6 el siguiente programa: la trascripcion
reversa se realiz6 a 55° C durante 30 min, la cual fue seguida por una PCR de 40 ciclos
con un paso de desnaturalizacién a 95° C durante 30 seg (el inicial fue de 2 min), otro de
alineacion a 58° C durante 45 seg y, finalmente, otro de sintesis o extensiéon a 72° C
durante 45 seg; al terminar, se efectud una extension final a 72° C durante 5 min.

Para la tipificacion del VSR del grupo B se utilizd el siguiente programa: trascripcion
reversa a 55°C dural.lte 30 min, seguido de una PCR de 40 ciclos con desnaturalizacion a
95° C durante 30 sog (la inicial fue por 2 min), alincacion a 64° C durante 45 seg y

extension a 72° C durante 45 seg, con una extension final a 72° C durante 5 min. La




identificacion de los productos de amplificacion se llevé a cabo mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio y observacion bajo luz ultravioleta y

digitalizacion de las imagenes.

Secuenciacion. Con el fin de caracterizar de manera detallada las cepas de VSR
que detectadas en San Luis Potosi se seleccionaron algunos de los productos dc
amplificacion los cuales fueron secuenciados. El proceso de secuenciacion se llevé a cabo
en el CINVESTAV Unidad Ifrapuato. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con

secuencias del gen de la proteina G de VSR depositadas en el GenBank.

Alineamientos de las secuencias obtenidas y elaboracion de filograma. Se llevo
a cabo la alineacion de multiples secuencias nucleotidicas del VSR, tanto aquellas
secuenciadas con muestras obtenidas en este trabajo como otras de referencia (n=36)
previamente depositadas en GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Las secuencias tomadas
de Genbank fueron representativas de la totalidad del globo (Sudamérica, Norteamérica,
Europa, Africa, Asia y Oceania) asi como de diferentes periodos de tiempo. Para ello, las
secuencias fueron inicialmente sometidas al algoritmo ClustalW (version .83,
www.ebi.ac.uk/clustalw/) para obtener alineamientos multiples de las secuencias
nucleotidicas. Los alineamientos generados por este algoritmo fueron alimentados a la
herramienta de reformateo de unanimidad del Anthony Nolan Research Institute, HLA
Bioinformatics Group (acceso gentiimente ofrecido por James Robinson) con el objeto de
resaltar aquellas regiones y motifs que distinguian a cada secuencia. Una vez logrado esto,
las s:ecuencias fueron editadas manualmente para seleccionar un fragmento apto dc
comparacion filogenética de 514 nucledtidos. El andlisis filogenético de las secuencias fuc

realizado con ClustalW empleande los alineamientos generados anteriormente para guiar




la construccion del filograma a través del método de Neighbor-joining empleando
correccion de distancias (27). La visualizacion del arbol filogenético se hizo utilizando el
programa TreeViewX version 0.5.0 (Roderic D. M. Page, disponible en:

http://darwin.zoology.gla.ac.uk/~rpage/treeviewx/index.html).

Analisis estadistico. Para el andlisis estadisticc se utilizd el programa SPSS para
Windows, version [4.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Se compararon las variables categdricas
utilizando la prueba de chi-cuadrada y prueba exacta de Fisher, segiin fuera apropiado. Las
variables continuas se analizaron con el uso de la prueba no paramétrica de U de Mann-
Whitney. Se llevé a cabo analisis de regresion logistica para determinar la asociacion
independiente de las variables con la duracion de la hospitalizacion (como variable
categorica: duracion corta y prolongada). Se consider6 como una asociacion

estadisticamente significativa un valor de p <0.05.




RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion de estudio. Algunas de las caracteristicas de

interés de los pacientes estudiados se muestran en el cuadro 1.

Tipificacién de aislados de VSR. La identificacién del grupo causante de la
infeccion por VSR en cada uno de los casos incluidos en el estudio se llevé a cabo
mediante RT-PCR. De las 113 muestras incluidas en el estudio, se logré identificar ¢l
grupo del aislado del VSR mediante RT-PCR en 108 muestras (95.6%). En seis de estas
muestras, las bandas de los amplicones correspondientes fueron de poca intensidad con los
oligonucledtidos especificos para VSR del grupo A, mientras que los resultados fueron
negativos para VSR del grupo B. En cinco casos no se lograron amplificar secuencias del
VSR correspondientes a los grupos A o B. En 70 (64.8%) de los casos s¢ determiné la
presencia de infeccion causada por VSR del grupo A (6 de ellos en los cuales la banda del
producto de amplificacion fue tenue), mientras que en 35 (32.4%) la infeccion fue causada
por VSR del grupo B. En 3 casos se detectd la presencia de VSR perteneciente a ambos
grupos en la muestra (co-infeccion con VSR grupo A y E).

Cuando se compararon los resultados obtenidos durante la temporada 2003-2004
(mayo 2003 a abril de 2004) con la temporada 2004-2005 (mayo de 2004 a abril de 2005),
se encontrd que durante ambas temporadas las infecciones causadas por el VSR del grupo
A fueron mas frecuentes. La figura 1 muestra el nimero de casos de infeccion por VSR
detectados en grupos A y B, de acuerdo al mes y afio en que se presentd la infeccion

respiratoria.




Caracteristicas clinicas de pacientes infectados con VSR de los grupos Ay B.
En el cuadro 2 se muestran las caracteristicas demograficas y cuadro clinico de los
pacientes con infeccion por VSR de acuerdo al grupo viral responsable de la infeccién. En
este analisis no se incluyd los pacientes en los que se detectd la presencia de co-infeccion
por VSR de ambos grupos. No se observo diferencias entre las caracteristicas de los

sujetos de ambos grupos.

Duracién de la hospitalizacion de acuerdo al grupo de VSR causante de la
infeccion. La duraciéon promedio de la hospitalizacion de los pacientes incluidos en el
estudio fue de 4.38 dias (rango de 0 a 17 dias). En aquellos pacientes con infeccion por
VSR del grupo A y del grupo B la duracion de la hospitalizacion fue de 4 dias (mediana).
Para determinar otros factores asociados a la duracion de la hospitalizacion, se dividié a
los sujetos de estudio en dos grupos: duracion corta (duraciéon de la hospitalizacion fue
menor a 4 dias) y duracion prolongada (4 dias 0 mas). En este anélisis no se incluyeron a
los sujetos en que se detect6 co-infecciéon por VSR de ambos grupos. El cuadro 3 muestra
las caracterfsticas de los sujetos de acuerdo a la duracion de la hospitalizacion. El unico
dato clinico en que se observd diferencia entre ambos grupos, fue la presencia de
disociacion téraco-abdominal durante la exploracion fisica realizada en la evaluacion
inicial del paciente; ésta fue mas frecuente en aquellos pacientes con hospitalizacion
prolongada.

Dada la diferencia observada entre ambos grupos, asi como la posibilidad de
interaccion de otros factores con la duracion de la hospitalizacion, se efectud analisis de
regresion logistica, para determinar la contribucion de cada uno de los diferentes factores a
la duracién de la hospitalizacion. Para este analisis se incluyeron las siguientes variables:

la edad de los pacientes, la tem: orada invernal en que ocurrid la hospitalizacién, el grupo




de VSR responsable de la infeccidn, el antecedente de exposicion a humo de tabaco y la
presencia de disociacion toraco-abdominal. Este analisis demostré que solamente la
presencia de disociacion toraco-abdominal al ingreso se asocié a una mayor duracién de
hospitalizacién (p = 0.004). Es importante mencionar que no se observd ninguna
diferencia significativa en las caracteristicas clinicas y demograficas en los pacientes ¢n
los que se identificé el grupo de VSR causante de la infeccion comparados con aquellos en

los que esto no fue posible.

Secuenciacion. Se seleccionaron los productos de amplificacién de doce muestras
los cuales fueron secuenciados (6 de VSR del grupo A y 6 del grupo B). Se obtuvo la
secuencia completa en solo tres de las muestras de VSR del grupo A, utilizando el
oligonucledtido en sentido positivo. Las secuencias de nucle6tidos correspondientes a
estas tres muestras fueron las siguientes (la identificacion de las muestras se design6 como
SLP-nimero de muestra-aiio):

>SLP-1002-04:
tccaatctgtccgaaactacatcacaacccatcaccatactagcttcaacaacaccaagt
gctgagtcaaccccacaatccacaacagtcaagatcaaaaacacaacaacaacccaaatg
caacctagcaaacccaccacaaaacaacgccaaaacaaaccacaaaacaaacccaataat
gattttcactttgaagtgttcaattttgtaccctgcagcatatgcagcaacaatccaacc
tgctgggccatctgcaaaagaataccaaacaaaaaacctggaaagaaaaccaccaccaag
cccacaaaaaaaccaaccatcaagacaaccaaaaaagatcccaaacctcaaaccacaaaa
cccaaggaagtactcaccaccaagcccacagaaaagccaaccatcaacaccaccaaaaca
aacatcaaaactacactgctcacctccaacaccacaggaaattcagaacacacaagtcaa
aaggaaaccctctactcaaccacctccgaaggcaatccaagcccttcacaagtctataca
acatccgagtacctatcacaatctctatctccatccaacacaacaaaatggtagtcatta
aaaagcgtattgttgaaaaaagccatgaccaaatcaaacagaatcaaaatcaactctggg
gcaaataacaatggagttgccaatcttcaaaacaaatgctattaccacaatccttgctge
agtcacactctgtttcgcttccagtcaaaacatcactgaagaattttatcaattcaacat
gcagtgcagttagcaaggctatcttagtgctctaagaactggtt

>SLP-1262-04:

ttcaatctgtctggaactatatcacaaaccaccgccatactagctccaacaacaccaagt
gtcgagccaatcctgcaatctacaacagtcaagaccaaaaacacaacaacaacccaaata
caacccagcaagctcaccacaaaacaacgccaaaacaaaccaccaaacaaacccaatgat
gattttcactttgaagtgttcaactttgtaccctgcagcatatgcagcaacaatccaact
tgctgggccatctgcaaaagaataccaggcaaaaaacctggaaggaaaaccaccaccaag
cccacgaaaaaacaaaccatcaagacaaccaaaaaagatctcaaacctcaaactacaaaa
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Ccaaaggaagcacctaccaccaagcccacagaaaagccaaccatcaacatcaccaaacca
aacatcagaactacactgctcaccaacagtaccacaggaaatctagaacacacaagtcaa
gaggaaaccctccattcaacctcctccgaaggcaatacaagccecttcacaaatctataca
acatccgagtacctatcacaacctccatctccatccaacataacagaccagtagtcatta
aaaagcgtattattgcaaaaaaccatgaccaaatcaaacagaatcaaaataagctctggg
gcaaataacaatggatttgccaatccttaaaacaaacgcaatcactgcaatccttgctgce
agtctcactctgtttcgcttccagtcaaacatcactgaagaatttatcaatcaacatgoa
gagcagttagcaaaggctatcttagtgcttaagaactggttgg

>SLP-1513-05:
ttcaatctgtctggaactatatcacaaaccaccgccatactagctccaacaacaccaaqgt
gtcgagccaatcctgcaatctacaacagtcaagaccaaaaacacaacaacaacccaaata
caacccagcaagctcaccacaaaacaacgccaaaacaaaccaccaaacaaacccaatgat
gattttcactttgaagtgttcaactttgtaccctgcagcatatgcagcaacaatccaact
tgctgggccatctgcaaaagaataccaagcaaaaaacctggaaagaaaaccaccaccaag
cccacgaaaaaacaaaccataaagacaaccaaaaaagatctcaaacctcaaactacaaaa
ccaaaggaagcacctaccaccaagcccacagaaatgccaaccatcaacatcaccaaacca
aacatcagaactacactgctcaccaacagcaccacaggaaatctagaacacacaagtcaa
gaggaaaccctccattcaacctcctccgaaggcaatacaagcccttcacaaatctataca
acatccgagtacctatcacaacctccatctccatccaacataacagaccagtagtcatta
aaaagcgtattattgcaaaaaaccatgaccaaatcaaacagaatcaaaataagctctggg
gcaaataacaatggatttgccaatcctcaaaacaaatgcaattactgcaatccttgectgce
agtcttactctgtttcgcttccagtcaaacatcactgaagaattttatcaatcaacatgce
agtgcagttagcaaaggctatcttagtgctttaagaactgg

Alineamientos multiples. Se seleccionaron 36 secuencias de VSR del grupo A
depositadas en el GenBank. EIl cuadro nimero 4 muestra el pais y afio en que se
obtuvieron las diferentes cepas de VSR utilizadas, asi como el numero de acceso al
GenBank. Al comparar con secuencias depositadas en el GenBank se observd que las
secuencias de cepas de VSR detectadas en San Luis Potosi fueron tnicas, pero mostraron
gran similitud a secuencias de virus detectados en otras 4reas geograficas durante un lapso
de tiempo cercano a la obtencién de nuestras muestras. En la Figura 2 del arbol
filogenético generado, se observa la relacion entre las cepas de VSR detectadas en San
Luis Potosi y cepas estudiadas en otras regiones geograficas. La distribuciéon de las
secuencias incluidas permite identificar la formacion de tres grupos. De acuerdo a
descripciones previas de las diferentes cladas de VSR del grupo A, los grupos
identificados pertenecen a cepas de las cladas GAl, GA2 y GAS (24,27). Las muestras

SLP-1262-04 y SLP-1513-05 fueron obtenidas durante la temporada invernal 2004-2005 y
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pertenecen a la clada GAS. Estas secuencias de VSR son muy similares entre ellas; sin
embargo, la secuencia de la muestra SLP-1513-05 presenta mayor homologia a la cepa
ARG145-04 (AY910823) aislada en Argentina en el 2004. La muestra SLP-1202-04
pertenece a la clada GA2 y su secuencia muestra similitud a la cepa ARG4385-03

(AY910788) aislada en Argentina en el 2003.



DISCUSION

En este estudio hemos determinado la frecuencia de infecciones por VSR de los
grupos A y B en San Luis Potosi durante los periodos invernales comprendidos entre los
afios 2003 a 2005. Los resultados obtenidos contribuyen tanto a la definicién de los tipos
de VSR circulantes en México, como al estudio de la patogenicidad relativa de las cepas
del grupo A y B de VSR y a la caracterizacion de la epidemiologia por métodos

moleculares de las infecciones por VSR en nuestro pais.

En México, la informacion sobre los tipos de VSR circulantes es minima, el Gnico
antecedente al presente trabajo es el reporte de la tipificacion mediante anticuerpos
monoclonales de 21 cepas de VSR aisladas en la ciudacl de México (23). Sin embargo, no
existen publicaciones sobre la tipificacion molecular de las cepas de VSR asociadas a
infecciones respiratorias en México. Los resultados del presente trabajo muestran la
circulacion simultdnea de cepas de VSR de los grupos A y B en nuestra localidad, con un
patrén epidemiolégico similar en los dos afios estudiados. Los tres casos de coinfeccion
que fueron detectados, ocurrieron durante el mes con mayor nimero de casos causados por
cepas de VSR tanto del grupo A como del grupo B. Estos resultados indican que en caso
de desarrollarse vacunas para VSR dirigidas contra la proteina G, éstas deben inducir una
respuesta inmune en contra de ambas isoformas de la proteina. A este respecto, es
conveniente mencionar que son muy comunes las epidemias causadas en forma simultanea
por VSR de los grupos A y B. Sin embargo, la mayoria de los reportes han mostrado un
predominio de cepas de VSR del grupo A en otros paises (18). En contraste, se ha
observado que durante algunas temporadas invernales, las infecciones por VSR del grupo

B pueden predominar, alternando con infecciones por VSR del grupo A (19,28,29).




Existe contradiccén en cuanto a la patogenicidad entre cepas de VSR del grupo A y
B. Fletcher y colaboradores sugieren que algunos subtipos del grupo A son mas
patogénicos que otros (30). Sin embargo, este reporte presenta algunas limitaciones debido
a que se incluy6 solamente la mitad de los casos de infeccién por VSR detectados durante
el periodo de estudio y la metodologia estadistica utilizada no fue clara. Por otra parte,
Homsleth y colaboradores sugirieron que las infecciones causadas por VSR del grupo B
tienen una mayor severidad que las ocasionadas por el grupo A (31). En contraste,
Papadopoulos y colaboradores encontraron que los sujetos con infecciones por VSR del
grupo A tuvieron un indice de severidad mayor que aguellos con infecciéon por VSR del
grupo B (20). Sin embargo, en este ultimo estudio no fue posible tipificar el 41% de los
aislados de VSR, y ademas no se realiz6 un analisis multivariado, que incluyera otras
variables de importancia. A diferencia de los estudios anteriores, Smyth y colaboradores
encontraron que la severidad de las infecciones causadas por VSR se relaciona mas bien a
la respuesta inflamatoria generada por el paciente y que ésta no guarda relacion con el
genotipo de VSR (32). Por otro lado, Scott y colaboradores no demostraron diferencias
entre la proporcion de los diferentes genotipos responsables de infeccion en pacientes

hospitalizados comparados con aquellos que solo requirieron atencién ambulatoria (33).

La mayoria de los estudios mencionados difieren con el presente trabajo en varios
aspectos: en algunos se tipificé el grupo del VSR en sélo una fraccién de los casos
incluidos, pero no se explico el motivo de la seleccion ni la metodologia utilizada. En
otros estudios a pesar de que si se tipificaron los aislados del VSR en todos los casos, no
se analiz6 el posible papel de factores predisponentes o las caracteristicas de los sujetos
que no se incluyeron en el estudio. Dado que se ha encontrado que los principales-factores

que determinan la gravedad de las infecciones por VSR son las enf:rmedades subyacentes
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del paciente, en nuestro estudio solo incluimos a sujetos previamente sanos. De esta
forma, la poblacion de nuestro estudio es mas homogénea y permite evaluar mas
adecuadamente la contribucion de los diferentes grupos de VSR a la severidad del cuadro
clinico. Sin embargo, no encontramos ninguna diferencia significativa en las
caracteristicas clinicas de los pacientes con infecciones causadas por VSR del grupo A y
B. Asimismo, la duracion de la hospitalizacién como marcador de severidad de la
infeccion fue similar entre las infecciones causadas por los dos grupos de VSR. Ademis,
nuestros resultados indican que las infecciones por VSR del grupo A y B producen
cuadros clinicos indistinguibles y que estos dos grupos no contribuyen de manera
significativa a las diferencias que pueden observarse en la evolucion de los pacientes con

infecciones de vias aéreas inferiores.

Las secuencias de las cepas de VSR detectadas en San Luis Potosi pertenecen a las
cladas GA2 y GAS5 y muestran mayor homologfa a cepas de VSR aisladas en Argentina
durante temporadas invernales cercanas. En el caso de las cepas pertenecientes a la clada
GA2, ésta se detectd en el afio 2003 en Argentina, mientras que la deteccion de éste virus
en San Luis Potosi ocurri6 en enero del 2004. En cuanto a las cepas de nuestra ciudad
pertenecientes a la clada GAS, ambas fueron detectadas durante el invierno de 2004-2005,
mientras que la cepa con mayor homologia estudiada se aislé durante el afio 2004 en
Argentina. En ambos casos, las cepas con mayor homologia fueron aisladas en
Sudamérica y, tomando en cuenta la epidemiologia de¢ esta infeccion en el cono Sur,
seguramente unos meses antes de su deteccidon en San Luis Potosi (36). Estas
observaciones pudiera indicar el sentido de circulacion de las diversas cepas de VSR en

Latinoamérica.




Estudios de epidemiologia molecular han mostrado que cepas de diferentes cladas
pueden circular simultineamente en una comunidad {37). Sin embargo, en una region
especifica casi siempre predominan las cepas de una clada durante una o varias
temporadas. Por ejemplo, en varios paises de Europa las epidemias de VSR fueron
causadas predominantemente por cepas de VSR agrupadas en el linaje GA| durante los
anos 1988 a 1990 (25). Posteriormente las cepas de VSR GA1 han sido detectadas menos
frecuentemente en esos paises. Al igual que pueden circular simultdneamente cepas dc
VSR genéticamente diversas en una localidad, también se ha descrito la deteccion de
cepas de VSR con secuencias idénticas (por lo menos de los segmentos estudiados) en
diferentes lugares geograficos (36). Por lo tanto, se sugiere que ciertas cepas de VSR
puede presentar una diseminacién geografica amplia y la variabilidad observada es

predominantemente temporal mas que geografica.

En conclusién, hemos determinado que en la ciudad de San Luis Potosi, durante las
temporadas invernales 2003-2004 y 2004-2005, circularon cepas de VSR del grupo A y
del grupo B en forma simultdnea. Sin embargo, las cepas del grupo A predominaron sobre
las del grupo B en ambos afios. Nuestros datos indican que las caracteristicas clinicas y la
gravedad de las infecciones por VSR no difieren entre aquellas causadas por cepas de los
grupos A y B. Finalmente, el andlisis filogenético muestra que durante los afios 2003-2005

en San Luis Potosi circularon cepas de VSR pertenecientes a las cladas GA2 y GAS.
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PIES DE FIGURA

Figura 1. Numero de infecciones causadas por VSR del grupo A y B de acuerdo al mes de
ingreso al hospital. Se analizaron muestras de 108 pacientes de los periodos 2003-2004

(66 pacientes) y 2004-2005 (42 pacientes).

Figura 2. Filograma de secuencias nucleotidicas de VSR. Se muestra el agrupamiento de
la muestra SLP-1002-04 en la clada GA2 y de las muestras SLLP-1262-04 y SLP-1513-05

en la clada GAS.
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Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de nifios incluidos en el estudio

Sexo masculino
Padre fuma

Madre fuma

Numero de hermanos 0
|
>

Historia de defuncion de algun hermano

Asistencia a centro de desarrollo y cuidado infantil
Historia de neumonia previa

Exposicion pasiva al humo de tabaco

65/ 113 (57.5 %)
36 /98 (36.7 %)
4/113 (3.5 %)
35/ 113 (31 %)

27/ 113 (23.9 %)
517113 (45.1 %)

6/113 (5.3 %)

2/113 (1.8 %)
10/113 (8.8 %)

39/ 113 (34.5 %)
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Cuadro 2. Caracteristicas de los pacientes en que se detectd VSR de los grupos A o B

p

VSR grupo A VSR grupo B
(n=70) (n=395)
Edad en afios 0.52* 0.43* 0.91
Nimero de hermanos ] ] 0.55
Ao de estudio 2003-2004 44 (62.9 %) 20 (57.1 %) 0.72
2004-2005 26 (37.1 %) 15 (42.9 %)
Sexo masculino 43 (61.4 %) 18 (51.4 %) 0.44
Historia de defuncion de
hermano 3 (4.3 %) 3 (8.6 %) 04
Historia de neumonia previa 5(7.1%) 5(14.3 %) 0.29
Exposicion pasiva a humo de
tabaco 23 (32.9%) 13 (37.1%) 0.82
Fiebre 51 (72.9 %) 24 (68.6 %) 0.82
Tos 70 (100 %) 34 (97.1 %) 0.33
Rinorrea 51(72.9 %) 27 (77.1 %) 0.81
Historia de dificultad
respiratoria 63 (90 %) 31 (88.6 %) 1
Vomito 21 (30 %) 16 (45.7 %) 0.17
Diarrea 10 (14.3 %) 5(14.3 %) I
Disociacién téraco-abdominal 46 (65.7 %) 17 (48.6 %) 0.14
Tiros intercostales 47 (67.1 %) 26 (74.3 %) 0.6
Estridor 3 (4.3%) [ (2.9 %) I
Estertores 57 (82.6 %) 30 (85.7 %) 0.9
Sibilancias 48 (68.6 %) 21 (60 %) 0.51
Frecuencia respiratoria 56 52 0.58
Frecuencia cardiaca 148 147.5 0.46
Temperatura 37.6 37.1 0.17
Requirié oxigeno 67 (95.7 %) 32 (91.4 %) 0.4
Requirid ventilacion mecanica 1 (1.4 %) 0 1
Requirié ingreso a sala de
cuidados intensivos 2 (2.9 %) 0 0.5
Dias de estancia hospitalaria 4 4 0.71

* Los numeros son medianas o nimero de casos (%).
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Cuadro 3. Caracteristicas de pacientes de acuerdo a la duracién de la hospitalizacion

Hospitalizacion Hospitalizacion P
corta (0-3 dias) prolongada (>3 dias)
(n=41) (n=64)
Edad en afios 0.59* 0.41 0.24
Namero de hermanos 2 1 0.53
Afo de estudio  2003-2004 23 (56.1 %) 41 (64.1 %) 0.54
2004-2005 18 (43.9 %) 23 (35.9 %)

Sexo masculino 24 (58.5 %) 37 (57.8 %) 1
Historia de defuncién de hermano 0 6 (9.4 %) 0.08
Historia de neumonia previa 4 (9.8 %) 6 (9.4 %) 1
Exposicion pasiva a humo de
tabaco 15 (36.6 %) 21 (32.8 %) 0.85
Fiebre 31 (75.6 %) 44 (68.8 %) 0.59
Tos 41 (100 %) 63 (98.4 %) |
Rinorrea 27 (65.9 %) 51(79.7 %) 0.18
Historia de dificultad respiratoria 35(85.4 %) 59 (92.2 %) 0.33
Voémito 11 (26.8 %) 26 (40.6 %) 0.22
Diarrea 3(7.3%) 12 (18.8 %) 0.18
Disociacion téraco-abdominal 17 (41.5 %) 46 (71.9 %) 0.004
Tiros intercostales 25 (61 %) 48 (75 %) 0.19
Estridor 2 (4.9 %) 2(3.2%) 0.65
Estertores 35 (85.4 %) 52 (82.5 %) 0.91
Sibilancias 24 (58.5 %) 45 (70.3 %) 0.3
Frecuencia respiratoria 54 56 0.56
Frecuencia cardiaca 148 147.5 0.82
Temperatura 37.7 375 0.6
Requiri6 oxigeno 37 (90.2 %) 62 (96.9 %) 0.21
Requirié ventilacién mecanica 0 1 (1.6 %) I
Requiri6 ingreso a sala de
cuidados intensivos 0 2(3.1%) 0.52
Grupo de VSR grupo A 30 (73.2 %) 40 (62.5 %) 0.36

grupo B

11 (26.8 %)

24 (37.5 %)

* Los niimeros son medianas o niumero de casos (%).
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Cuadro 4. Secuencias del gen de la proteina G de VSR utilizadas en el estudio

filogenético

Numero de acceso

al GenBank Pais Aiio de aislamiento
M11486 Australia 1961
AY910840 Argentina 1997
AY910788 Argentina 2000
AY910805 Argentina 2002
AY910813 Argentina 2003
AY910822 Argentina 2004
AY910823 Argentina 2004
AY343657 Bélgica 1992
AY343619 Bélgica 1995
AY343618 Bélgica 1995
AY343581 Bélgica 2000
AY343576 Bélgica 2001
AY343578 Bélgica 2001
AF193309 Corea del Sur 1992
AF193319 Corea del Sur 1992
733416 Espaiia 1990
733418 Espaiia 1992
733417 Esparia 1992
AF065408 Estados Unidos 1987
AF065407 Estados Unidos 1982
DQ768752 Estados Unidos ND *
DQ768753 Estados Unidos ND
AY524600 Kenya 2002
AY524602 Kenya 2001
DQ171839 Nueva Zelanda 1992
DQ171767 Nueva Zelanda 1993
DQ171838 Nueva Zelanda 1994
DQ171829 Nueva Zelanda 1997
DQI171840 Nueva Zelanda 2003
DQ171819 Nueva Zelanda 2003
DQ985744 Turquia 2006
DQ985747 Turquia 2006
DQ985748 Turquia 2006
233427 Uruguay 1990
7233429 Uruguay 1991
7233432 Uruguay 1992

*Aquellas accesiones para las cuales no se logré extraer la fecha de aislamiento han sido ~

marcadas como ND.
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Figura 1
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Figura 2
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ANEXOS

Articulos publicados en revistas arbitradas durante el ultimo afio:

[- Noyola DE, Zuviri-Gonzalez A, Castro-Garcia JA, Ochoa-Zavala JR. Impact of

respiratory syncytial virus on hospital admissions in children younger than 3 years of age.

J Infect 2007; 54: 180-184.

2- Perez-Gonzalez LF, Ruiz-Gonzalez JM, Noyola DE. Nosocomial bacteremia in

children: a 15-year experience at a general hospital in Mexico. Infect Control Hosp

Epidemiol 2007; 28: 418-422.
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Introduction

Acute respiratory infections (ARl) are one of
the leading health problems in children world-
wide.' Older adults are also at increased risk for
ARI-related hospitalizations; the number of hospi-
talizations related to ARl increased 50% from
1985 to 1995 in subjects older than 65 years of
age.? Patients with underlying chronic conditions
are also at increased risk of hospitalization, high-
lighting the importance for the development of
effective vaccines against viral respiratory patho-
gens, including respiratory syncytial virus (RSV)
and other pathogens.? In Mexico, respiratory infec-
tions are responsible for a large number of hospi-
talizations and deaths in children younger than 5
years of age.? In this age group most of AR! are
caused by viral pathogens.*~” However, the contri-
bution and impact of different respiratory patho-
gens to ARI has been poorly characterized in our
country. The importance of establishing the etiol-
ogy of respiratory infections is related to the
ability to introduce preventive programs in the
management of these patients. The correct identi-
fication of the viral etiology in subjects with ARI
can also lead to a reduction in the prescription of
antibiotics, as well as a reduction in nosocomial
transmission of these infections.® ' Some studies
have shown a reduction in the duration of hospital-
izations and in the number of laboratory tests
ordered when a specific viral etiology was deter-
mined.'®"" The objective of this study was to
determine the proportion of hospital admissions
that are caused by RSV in a general hospital in the
city of San Luis Potosi, Mexico. This information
may be useful to determine the need and the pos-
sible impact of preventive programs for infections
caused by this virus.

Patients and methods
Study site

This study was conducted in the pediatric wards of
the Hospital Central "*Dr. Ignacio Morones Prieto”’,
a public general hospital located in the city of San
Luis Potosi, Mexico.

Patients

We recorded the number of subjects admitted to
the pediatric wards from May 1st, 2003 through
April 30, 2005, as well as their admission diagnosis.
Infants admitted to the newborn nursery and
neonatal intensive care unit were not included in

this study. All other subjects younger than 3 years
of age, admitted because of a respiratory infection
were eligible for this study. A nasopharyngeal wash
was performed to obtain respiratory secretions as
soon as possible after admission to the hospital.
Parents were interviewed and informed consent
was obtained prior to obtaining respiratory
samples.

Samples

Respiratory samples were collected using a sterile
feeding catheter. Samples were kept on wet-ice
and transported to the virology laboratory at the
Universidad Autonoma de San Luis Potosi for viral
antigen detection. Samples obtained during week-
ends were placed on viral transport media, kept
refrigerated and processed on Monday mornings.

Laboratory methods

Viral detection was performed by direct fluores-
cent antibody assay, using commercially available
monoclonal antibodies (Respiratory DFA viral
screening & identification kit, Light Diagnostics,
Chemicon International; Temecula, CA) using pre-
viously described methods. ' Human metapneumo-
virus infections were studied in a subset of
patients and results have been reported
elsewhere."?

Statistical analysis

The proportion of patients admitted because of an
ARl and RSV-related ARI was compared according
to age using the chi-square test. Duration of
hospital admissions was compared using the
Mann—Whitney U test. A P-value <0.05 was consid-
ered as significant. Statistical analyses were per-
formed using Epilnfo version 6 and SPSS 8.0 for
windows.

Results
Respiratory infections

During the 24-month study period there were 2036
children <3 years of age admitted to the hospital.
Seven hundred and thirty-four (36%) were admit-
ted because of an ARI. Respiratory samples were
obtained from 616 (83.9%) of subjects admitted
with a respiratory infection. RSY was detected in
153 (24.8%) of studied subjects. The number of
hospital admissions according to age, and diagno-
sis, and RSV status are shown in Table 1. Of the
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Table 1  Respiratory syncytial virus (RSV) related hospitalizations according to patients’ age

Age group Total admissions Respiratory Subjects sampled RSV positive
(months) infections for RSV testing cases
0to <1 486 70 (14.4%) 56 20
1to <2 169 84 (49.7%) 71 20
2to <3 113 54 (47.8%) 48 9
3to <4 101 58 (57.4%) 53 11
4to0 <5 84 39 (46.4%) 35 13

5 to <6 69 37 (53.6%) 34 8
6 to <12 322 153 (47.5%) 153 40
12 to <24 410 157 (38.3%) 107 23
24 to <36 282 82 (29.1%) 59 9
Total 2036 734 (36.1%) 616 153

subjects (66%) were younger than 1 year of age.
The proportion of patients admitted because of
a respiratory infection was greater for children
<2 years of age (37.2%) compared to those
24—-36 months of age (29.1%) (P=0.01).

The proportion of children infected by RSV
among those tested was greatest among those
0—12 months of age (26.9%) compared to those
12—24 (21.5%) and 24—36 months of age (15.25%),
although the differences were not statistically
significant (P =0.1).

Epidemiology of RSV infections

We observed an epidemic pattern for RSV infec-
tions in our city during the two study years. The
presence of RSV in the community was reflected in
an increase in the number of pediatric admissions
to the hospital (Fig. 1). During the 2003-2004
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winter season RSV was detected from December
through April, and during the 2004—2005 season
RSV was detected from August through February.

The number of RSV positive subjects varied
during the different months of the epidemic, and
the greatest proportion of positive cases among
respiratory infections was noted in February 2004
(54.6%). During the 2004—2005 season the greatest
proportion of positive cases was noted in Novem-
ber and December and was 36.4%.

Demographic features and outcome of RSV
hospitalizations

Hundred and twenty (78.4%) infants with RSV
infections were previously healthy and 33 (21.6%)
had one or more underlying disorders [history of
prematurity (20), congenital heart disease (8),
congenital malformations (4), gastroesophageal
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Figure 1 Monthly number of admissions, respiratory tract infec*ion-related admissions and RSV-related admissions

in children younger than 3 years of age.
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reflux (4), neurological disorders (3), Down syn-
drome (3), bronchopulmonary dysplasia (2), and
asthma (1)]. Other demographic features of chil-
dren with RSV infections are presented on Table 2.
The median hospital stay of infants with RSV-
related hospitalizations was 4 days (range <24 h
(infants admitted to a short stay observation unit
in the emergency room) to 26 days). Children
with underlying disorders had longer hospitali-
zations than previously healthy infants (median
hospital stay 5 vs. 4 days, P=0.017; Fig. 2). Four
(2.6%) infants required admission to the intensive
care unit, including two who required mechanical
ventilation. There were no deaths among infants
admitted with RSV infection during the study
period.

Discussion

Children younger than 1 year of age comprise the
population most affected by ARl and RSV infec-
tions. In our study, RSV was detected in 26.9% of
studied subjects in this age group, and in 24.8% of
all studied children. This finding contrasts with the
40.4% detection rate observed in a previous study
in our city during the 2002—2003 season.'? Muraira-
Gutiérrez et al. '* in a study performed in hospital-
ized patients in Monterrey, Nuevo Leon also
observed great variations in the detection rate
for RSV infections during subsequent winter sea-
sons (16% positive rate for the 2000—2001 season
compared to 47.2% for the 2001—-2002 season). In
that study, a threefold increase in ARI-related
admissions compared to previous years was observed
during the 2001—-2002 season, when RSV was de-
tected more frequently. Studies performed in Mex-
ico City among patients with lower respiratory
tract infections have reported detection rates for
RSV of 25.6 and 36%.'>'¢

Table 2 Demographic features and exposures of
infants with RSV-related hospitalizations

Feature Frequency
Male gender 88/153 (57.5%)
Father smokes 50/130 (38.5%)
Mother smokes 4/148 (2.7%)
Number of siblings

0 46/152 (30.3%)

1 36/152 (23.7%)

>1 70/152 (46%)
Rugs at home 7/149 (4.7%)

Animals at home
Attends day-care center

62/149 (41.6%)
5/153 (3.3%)

Number of subjects
I3

Q4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112151718 2126

Hospital stay (days)

Figure 2 Duration of RSV-retated hospitalizations
for children with (black bars) and without {gray bars)
underlying disorders.

Regarding the temporal presentation of RSV
infections, we observed differences between the
different study years. During the 2002—2003 sea-
son November was the month with the greatest
number of RSV detections in our city,'? while dur-
ing 2003—2004 and 2004—2005 the months with the
greatest number of detections were February and
December, respectively. In the study, by Manjarrez
et al.'"” carried out in ciudad Nezahualcéyotl
(Mexico) some degree of seasonal variation was ob-
served for RSV infections; however, this was less
marked than the seasonal variation reported in
Monterrey in the 2001—-2002 season and the one
observed in our city.

Our study describes the burden of hospitali-
zations associated to RSV infections in young
children, as well as the temporal fluctuations of
RSV activity in our community.

Most infants hospitalized with RSV infection in
our city did not have underlying disorders. How-
ever, children with underlying disorders had longer
hospitalizations than previously healthy children.
Studies to identify additional risk factors for
severe RSV infections that lead to hospitalizations
are needed to target preventive measures. These
observations are relevant to determine the best
time for the administration of monoclonal anti-
bodies (such as Palivizumab) as prophylaxis for RSV
infection in high-risk patients, and to estimate the
effect such a therapy might have in our
population.

In conclusion, RSV is an important pathogen in
our community. It contributed to 24.8% of ARI-
related admissions from 2003 to 2005. RSV was
detected in 7.5% of all children <3 years of age
admitted to the hospital and in 9% of those <1 year
of age. Since RSV infections have a significant
impact in pediatric hospitalizations, it is of impor-
tance to characterize risk factors associated to
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hospital admissions in our population in order to
establish preventive measures. Current epidemio-
logical data on RSV activity in different regions of
our country is needed.

References

1.

http://www.who.int/fch/depts/cah/resp_infections/en/.

2. Glezen WP, Greenberg SB, Atmar RL, Piedra PA, Couch R.

Impact of respiratory virus infections on persans with
chronic underlying conditions. JAMA 2000;283:499--505.

. Statistics of hospital discharges in the public sector of the

National Health System, 2000. Salud Publica Mex 2002;44:
158-87.

. Hemming VG. Viral respiratory diseases in children: classifi-

cation, etiology, epidemiology, and risk factors. J Pediatr
1994;124:513 6.

. Meissner HC. Economic impact of viral respiratory disease in

children. J Pediatr 1994;124:517-21.

. Henrickson KJ, Kuhn SM, Savatsky LL. Epidemiology and cost

of infection with human parainfluenza virus types 1 and 2 in
young children. Clin Infect Dis 1994;18:770-9.

. Paisley JW, Lauer BA, Mcintosh K, Glode MP, Schachter J,

Rumack C. Pathogens associated with acute lower respira-
tory tract infection in young children. Pediatr Infect Dis
1984;3:14-9.

. Noyola DE, Demmler GJ. Effect of rapid diagnosis on man-

agement of influenza A infections. Pediatr infect Dis J
2000;19:303-7.

. Karanfil LV, Conlon M, Lykens K, Masters CF, Forman M,

Griffith ME, et al. Reducing the rate of nosocomially trans-
mitted respiratory syncytial virus. Am J Infect Control 1999;
27:91-6.

10.

11.

12.

15.

16.

17.

. Muraira-Gutiérrez A, Villareal-Castellanos

Bonner AB, Monroe KW, Talley LI, Klasner AE,
Kimbe:lin DW. Impact of the rapid diagnosis of influenza
on physician decision-making and patient management
in the pediatric emergency department: results of a ran-
domized, prospective, controlled trial. Pediatrics 2003,
112:363-7.

Woo PC, Chiu SS, Seto WH, Peiris M. Cost-effectiveness of
rapid diagnosis of viral respiratory tract infections in pedi-
atric patients. J Clin Microbiol 1997;35:1579-81.

Noyola DE, Rodriguez-Moreno G, Sanchez-Alvarado J,
Martinez-Wagner R, Ochoa-Zavala JR. Viral etiology of
lower respiratory tract infections in hospitalized children
in Mexico. Pediatr Infect Dis J 2004;23:118-23.

. Noyola DE, Alpuche-Solis AG, Herrera-Diaz A, Soria-

Guerra RE, Sanchez-Alvarado J, Lopez-Revilla R. Human
metapneumovirus infections in México: epidemiological
and clinical characteristics. J Med Microbiol 2005;54:
969—-74.

E, Quiroga-
Garza A, Abrego-Moya V, Duran-Rodriguez AG, Cardenas
del Castillo BG. Frecuencia de ninos hospitalizados por el
virus sincitial respiratorio en tres periodos invernales. Rev
Mex Pediatr 2003;70:167—70.

Murguia de Sierra T, Bustos E, Casasola-Flores J, Gémez-
Barreto D. Papel del virus sincicial respiratorio en infec-
ciones respiratorias bajas en un hospital pediatrico de
México. Bol Med Hosp Infant Mex 1995;52:17—22.

Tirado R, Sarmiento RE, Bustos J, Thompson O, Gomez B.
Occurrence of respiratory syncytial virus subtypes in Mexi-
can infants with acute lower respiratory tract disease.
Arch Med Res 1995;26:121-6.

Manjarrez ME, Roseta DP, Rincon M, Villalba J, Cravioto A,
Cabrera R. Comparative viral frequency in Mexican children
under 5 years of age with and without upper respiratory
symptoms. J Med Microbiol 2003;52:579-83.




INFECTION CONTROL AND HOSPITAL EPIDEMIOLOGY

APRIL 2007, VOL. 28, NO. 4

ORIGINAL ARTICLE

Nosocomial Bacteremia in Children:
A 15-Year Experience at a General Hospital in Mexico

Luis Fernando Pérez-Gonzilez, MD; Juana Maria Ruiz-Gonzalez, MS; Daniel E. Noyola, MD

OBJECTIVE.

DESIGN.

active surveillance. Annual rates of infection were compared.
SETTING. A public general hospital in San Luis Potosi, Mexico.

PATIENTS.
infection.

INTERVENTIONS.

To describe the incidence and etiology of nosocomial bloodstream infections in children at a general hospital.

Review of nosocomial bloodstream infections detected in children during 1991-2005. Data were prospectively gathered through

Children younger than 15 years of age admitted to pediatric wards and subjected to prospective surveillance for nosocomial

Measures instituted to decrease the incidence of hospital-acquired infection during the 15-year study period included

establishing active surveillance for hospital-acquired infection, reinforcing compliance with handwashing recommendations, decreasing the
degree of crowding on wards, establishing guidelines for the management of intravenous catheters and solutions, preparing parenteral
nutrition and intravenous solutions under a laminar air-flow hood, and increasing nursing personnel.

RESULTS.

There were 868 nosocomial bloodstream infections detected in 29,273 subjects (overall rate, 2.94 cpisodes per 100 discharges).

Infection rates were greatest among children admitted to the neonatal intensive care unit and lowest for those admitted to the school-age
ward and the infectious diseases ward. There was a significant decrease in rates of nosocomial bacteremia in all of the wards. The organisms
isolated most commonly were Klebsiella preumoniae, Candida species, and coagulase-negative staphylococci. Mortality rates were higher
for children with a gram-negative bacterial bloodstream infection (45.2%) and lower for children with a gram-positive bacterial infection

(19.2%).

CONCLUSIONS.

Rates of nosocomial bloodstream infection decreased over the past 15 years at our hospital but continue to cause significant

mortality. Continuing efforts to decrease the frequency of and mortality due to bloodstream infection are warranted.

Infect Control Hosp Epidemiol 2007; 28:418-422

Hospital-acquired infections are a leading cause of morbidity
in hospitals. Bloodstream infections are among the most com-
mon hospital-acquired infections in children.' In addition,
bloodstream infections have high mortality rates, highlighting
the importance of preventive measures.” An active infection
control program can identify in a timely manner the occur-
rence of these infections and establish control measures. Data
from Mexico regarding nosocomial infections in children are
scarce. At the Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
(San Luis Potosi, Mexico), an infection control committee
was established in 1991. We reviewed the incidence and mi-
crobiological features of hospital-acquired bloodstream in-
fection recorded in pediatric patients at this institution during
1991-2005.

METHODS
Hospital Characteristics

The Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” is a gen-
eral hospital that serves as a referral center for the state of
San Luis Potosi and nearby areas. There are 13 specialty or
subspecialty training programs at the hospital. In addition,
medical students attend the hospital for training. The pedi-
atric department provides specialty care in the following areas:
cardiology, surgery, gastroenterology, hematology, infectious
diseases, pulmonology, neonatology, nephrology, neurology,
oncology, and intensive care. The pediatric wards include 71
beds and comprise the following areas: a neonatal intensive
care unit (NICU), which includes intensive care, intermediate
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care, and growth and development areas; a toddler ward; a
school-age ward; and an infectious diseases ward. Since 2001,
there has been a dedicated pediatric intensive care unit.

Calculation of Nosocomial Bloodstream Infection Rates

The infection control committee was established in 1991 at
the Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto.” Since
then, active surveillance to detect hospital-acquired infection
has been performed in all wards in the hospital, including
the pediatric wards. To identify bloodstream infection, com-
puterized records kept by the infection control committee
were reviewed. Nosocomial bacteremia rates were calculated
on the basis of cases identified through active surveillance
and the annual number of discharges from each ward.

Bacteremia Definition

In the pediatric department, children with suspected sepsis
or fever onset during hospitalization usually have blood cul-
tures performed for bacteremia detection. Bloodstream in-
fections were defined according to surveillance definitions
established by the Mexican health authorities.” The presence
of bacteremia was defined as the isolation of a pathogen from
a blood culture performed for a patient with symptoms sug-
gestive of infection. For patients with blood cultures in which
coagulase-negative staphylococci were isolated, diagnosis of
bacteremia required at least 2 blood cultures positive for the
same organism; for patients with clear evidence of sepsis and
no other explanation except the isolation of coagulase-neg-
ative staphylococci from a blood culture, a single positive
blood culture result was considered sufficient for the diag-
nosis of bacteremia.

Activities Performed by the Infection Control Committee

During the 15 years of the study, several measures were in-
stituted to decrease hospital-acquired infections. On March
1, 1991, active surveillance for hospital-acquired infections
was established. Active surveillance activities include visits by
infection control committee personnel to all hospitalized pa-
tients at least 3 times per week to identify clinical findings
suggesting the presence of nosocomial infection, daily re-
cording of positive culture results reported by the microbi-
ology laboratory, and monthly infection control committee
meetings. During 1994-1996, the following infection control
measures were put into place: reinforcement of compliance
with handwashing recommendations, reduction of the degree
of crowding in the toddler ward and the NICU, and imple-
mentation of guidelines for the management of intravenous
catheters and intravenous solutions. Starting in February
1994, total parenteral nutrition was prepared using a laminar
air-flow hood, and intravenous infusion sets were changed
at preset intervals. Starting in 1998, all intravenous fluids for
pediatric patients, except fluids ordered as “urgent,” were
processed under the laminar air-flow hood. During 2001-
2005, the number of nursing personnel was increased.

Statistical Analysis

Nosocomial bacteremia rates were compared by the x’ test
or the x* test for trend. A P value of less than .05 was con-
sidered statistically significant. Statistical analysis was per-
formed using the R statistical package, version 2.1.0 (R Foun-
dation for Statistical Computing), and Epi Info, version 3.3.2
(Centers for Disease Control and Prevention).

RESULTS
Nosocomial Bacteremia Rates

During the study period, 29,273 patients were discharged
from the pediatric wards and actively surveyed (8,420 patients
from the toddler ward, 15,079 from the school-age and in-
fectious diseases wards, 5,041 from the NICU, and 733 from
the pediatric intensive care unit). There were 868 nosocomial
bacteremia episodes identified during the 15-year period. The
mean annual rate of nosocomial bacteremia was 2.94 episodes
per 100 discharges. Nosocomial bacteremia rates according
to the year of study are shown in Figure 1. There was a
significant decrease in nosocomial bacteremia rates: during
the first year of surveillance (1991), the nosocomial bacter-
emia rate for pediatric patients was 3.69 episodes per 100
discharges, whereas during the last year of the study (2005),
the rate was 1.8 per 100 discharges (P < .001 by the x* for
trend). Figure 2 shows the nosocomial bacteremia rates for
the different wards. There were significant differences ob-
served between wards. The NICU showed the highest rates,
followed by the pediatric intensive care unit and toddler ward;
the lowest rates were observed in the school-age and infec-
tious diseases wards. The x’ test for trend revealed a signif-
icant decrease in nosocomial bacterernia rates in all wards
(NICU, P <.001; toddler ward, P < .001; school-age and in-
fectious diseases wards, P = .036; and pediatric intensive care
unit, P = .011).
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FIGURE L. Rates of nosocomial bacteremia among pediatric pa-
tients at a general hospital in San Luis Potosi, Mexico.
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FIGURE 2.  Linear regression curves showing nosocomial bacter-
emia rates in a neonatal intensive care unit (diamonds), a pediatric
intensive care unit (circles), a toddler ward (squares), and school-
age and infectious diseases wards (triangles) at a general hospital in
San Luis Potosi, Mexico.

Information regarding days of intravascular catheter ex-
posure for pediatric patients was available from 1997 onward.
The overall number of intravascular catheter—days for chil-
dren increased during the study period (1,141 intravenous
catheter—days were registered in 1997, and 5,035 were reg-
istered in 2005). We also analyzed the mean length of stay
for pediatric patients hospitalized during 1994-2005. The
mean length of stay was shorter for patients admitted during
2002-2005 (9.1 days) than for patients admtted during 1994-
2001 (11.4 days). The decrease in length of stay was observed
in all wards except the NICU, where no overall change in
length of stay was recorded between 1994 and 2005.

Microorganisms Isolated in Blood Cultures

Bacteria isolated in blood cultures during the study period
are summarized in Table 1. Gram-negative bacilli were the
most common organisms isolated from pediatric patients
with nosocomial bacteremia. We divided the study period
into 5-year intervals and compared the types of organisms
that were isolated (Table 2). There was an increase in the
percentage of cases caused by gram-positive organisms and
a decrease in the percentage of cases caused by Candida spe-
cies between the first and third 5-year periods. The proportion
of cases caused by gram-negative organisms varied over the
years but did not show a definite trend.

Mortality Associated With Nosocomial Bacteremia

The discharge status (ie, alive vs dead) of patients with nos-
ocomial bacteremia was analyzed. Crude mortality was es-
timated, because it was not possible to distinguish between
bacteremia-associated mortality and mortality related to other
causes, on the basis of the infection control committee rec-
ords. The overall mortality rate among children with noso-
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comial bacteremia was 37.7% (327 of 868). There was not a
significant difference in the mortality rate throughout the
study period (P = .88 by the x” test for trend). The mortality
rate among children admitted to the hospital who did not
present with nosocomial bacteremia was 5.3%. There were
significant differences in mortality rates according to the type
of organism (ie, gram-negative bacteria, gram-positive bac-
teria, or Candida species) responsible for the bacteremia ep-
isode (P < .001). The mortality rate was lowest among sub-
jects with bacteremia caused by gram-positive organisms
(19.2%) and highest for subjects with bacteremia caused by
gram-negative organisms (45.2%); patients with fungemia
had an intermediate mortality rate (35.8%).

DISCUSSION

Nosocomial infections are an important problem in current
healthcare delivery. Because of the complexity of medical
treatments available today, the number of risk factors for
hospital-acquired infections has increased. Intensive care
units have higher rates of nosocomial infections than other
wards. This is explained by the need to perform invasive
interventions to treat the complex and severe disorders of
patients hospitalized in intensive care units. In pediatric
wards, NICUs represent a particular problem because of the

TaBLE 1. Pathogens Isolated From Children With Nosocomial
Bacteremia at a General Hospital in San Luis Potosi, Mexico, 1991-
2005

No. (%) of children
with the microorganism

Microorganism, by class (n = 868)
Gram negative
Total 546 (62.9)
Klebsiella pneumoniae 218 (25.1)
Pseudomonas aeruginosa 75 (8.6)
Escherichia coli 51 (5.9)
Enterobacter cloacae 38 (4.4)
Klebsiella oxytoca 37 (4.2)
Serratia marcescens 35 (4.0)
Enterobacter nerogenes 25 (2.9}
Pseudomonas species 22 (2.5)
Citrobacter freundii 13 (1.5)
Acinetobacter calcoaceticus 9 (1)
Other rods 23 (2.6)
Gram positive
Total 213 (24.5)
Coagulase-negative staphylococci 102 (11.7)
Staphylococcus aureus 82 (9.4)
Enterococcus species 15 (1.7)
Group D streptococci 5 (0.6)
Viridans group streptococci 5 (0.6)
Corynebacterium species 2 (0.2)
Streptococcus pyogenes 1 (0.1)
Streptococcus pneumoniae 1 (0.1)
Candida species 109 (12.5)
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TABLE 2.
in San Luis Potosi, Mexico, 1991-2005

Microorganisms Isolated From Children With Bacteremia at a General Hospital

No. (%) of children

Total no. - (n = 863) B
of isolates With a With a With a
Period recovered  gram-positive isolate  gram-negative isolate  Candida isolate
1991-1995 358 79 (22.1) 224 (62.6) 55 (15.4)
1996-2000 258 56 (21.7) 176 (68.2) 26 (10.1)
2001-2005 252 78 (31) 146 (57.9) 28 (11.1)
Overall 868 213 (24.5) 546 (62.9) 109 (12.6)

immature immune systems and deficient physical barriers of
the patients, the frequent use of intravascular catheters and
parenteral nutrition, and prolonged hospital stays. Thus, it is
not surprising that infection rates observed in this population
are among the highest registered for different types of inten-
sive care units.' Nosocomial bacteremia episodes contribute
significantly to patient morbidity and mortality. Therefore,
monitoring of nosocomial infection rates is of great impor-
tance to establish preventive measures.

Most reports on nosocomial infections in pediatric patients
from Mexico include all infections. Avila-Figueroa et al.’ stud-
ied the prevalence of nosocomial infection in several pediatric
hospitals, using a 1-day survey. The prevalence of nosocomial
infection among children was 9.8% in that study; 19% of
these infections were described as sepsis or bacteremia. Avila-
Figueroa and colleagues observed large variability in infection
rates, according to hospital size and the complexity of dis-
orders treated in different hospitals. Munoz et al.® reported
the frequency of nosocomial bacteremia among pediatric pa-
tients at a general hospital in Le6n, Mexico, and documented
a decrease in the infection rate between 1992 and 1997. Nos-
ocomial bacteremia rates in our hospital were 3.69 cases per
100 discharges at the beginning of the study and 1.8 cases
per 100 discharges in 2005; these rates are comparable to
those observed by Muiioz et al.® (3.12 cases per 100 discharges
at baseline and 1.54 cases per 100 discharges during the last
year in their study). Nevertheless, there are several limitations
when comparing nosocomial infection rates between hospi-
tals. Factors that have an important association with noso-
comial infection rates, such as age, complexity of illness, and
hospital size, vary between hospitals.* Therefore, it may be
more important to compare rates observed in the same in-
stitution over several years than to compare rates between
hospitals. Comparison of current nosocomial infection rates
to those observed in the past allows evaluation of infection
control measures, prompt identification of outbreaks, and
establishment of control measures to limit the number of
infections.

During 1991-2005, several interventions were performed
by the infection control committee that probably led to the
decrease in nosocomial infections. Specific interventions to
decrease the risk of bloodstream infection included prepa-
ration of intravenous fluids under a laminar air-flow hood,

frequent changes in infusion sets and venopuncture sites, and
surveillance of intravenous catheter management. In addi-
tion, other measures known to decrease overall rates of hos-
pital-acquired infection were instituted, such as reinforcing
compliance with handwashing recommendations and de-
creasing the degree of crowding on wards. Of note, the num-
ber of intravascular catheter—days for children increased be-
tween 1997 and 2005; therefore, the decrease in nosocomial
bacteremia rates does not appear to be related to a decrease
in the use of intravascular therapy. The decrease in the length
of stay observed during the later years of the study probably
contributed to the observed reduction in rates of nosocomial
bacteremia. However, the reduction in the length of stay was
more notable after 2001, and no reduction was observed in
the NICU, indicating that other factors, in addition to a re-
duction in the length of stay, influenced the reduction of
infection rates.

At our hospital, gram-negative bacilli are the leading or-
ganisms associated with nosocomial bacteremia in pediatric
patients. This finding is consistent with other reports from
Mexico, although there is variability in the organisms ob-
served at different hospitals. Some studies report gram-neg-
ative organisms as the organisms most commonly responsible
for nosocomial bacteremia, whereas others report coagulase-
negative staphylococci and other gram-positive organisms as
the pathogens most frequently responsible for hospital-ac-
quired infections.”"" Extrinsic contamination of intravenous
fluids has been suggested as a possible explanation for the
predominance of gram-negative bacteria as the cause of nos-
ocomial bacteremia.'? Although the use of a laminar air-flow
hood for preparation of intravenous fluids was instituted at
our hospital, medications are mixed on the wards and could
be a potential source for extrinsic contamination of fluids.
In developed countries, gram-positive organisms predomi-
nate, especially coagulase-negative staphylococci.' ' These
infections are frequently associated with the use of intravas-
cular catheters. At our hospital, we observed a slight increase
in the number of infections caused by gram-positive organ-
isms during the latter years of the study; this may be related
to an increase in the use of intravascular catheters in intensive
care units. However, we cannot determine whether this or
other factors were responsible for this observation.

The overall mortality rate among children with nosocomial
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bacteremia was 37.7%. The high mortality rate we observed
likely reflects the predominance of infections due to gram-
negative organisms, which are usually associated with higher
mortality rates than infections caused by gram-positive or-
ganisms.'”** Cases of bacteremia due to gram-positive or-
ganisms were associated with a lower mortality rate, as has
been reported in other populations.

In conclusion, we observed a significant decrease in nos-
ocomial bacteremia rates in pediatric wards at our hospital
over a 15-year period. The creation and operation of an in-
fection control committee allowed the hospital to monitor
the occurrence of nosocomial infection and establish pre-
ventive measures, which have resulted in decreased rates of
nosocomial infections. Efforts should continue in order to
decrease the rate of bloodstream infections, as well as the
mortality rate.

Address reprint requests to Luis Fernando Pérez-Gonzilez, MD, Unidad
de Vigilancia Epidemiol6gica, Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto,”
Avenida Venustiano Carranza 2395, San Luis Potosi, S.L.P, México, 78210
(luisfer.luisfernando@gmail.com).

REFERENCES

1. Richards M], Edwards JR, Culver DH, Gaynes RP. Nosocomial infections
in pediatric intensive care units in the United States. National Noso-
comial Infections Surveillance System. Pediatrics 1999; 103:¢39.

2. Diekema DJ, Beekmann SE, Chapin KC, Morel KA, Munson E, Doern
GV. Epidemiology and outcome of nosocomial and cornmunity-onset
bloodstream infection. J Clin Microbsol 2003; 41:3655-3660.

3. Secretaria de Salud. Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-
002-SSA2-2003, Para la Vigilancia Epidemioldgica, Prevencién y Control
de las Infecciones Nosocomiales. Mexico, DF; 2003.

4. O'Grady NP, Alexander M, Dellinger EP, et al. Guidelines for the pre-
vention of intravascular catheter-related infections. Centers for Disease
Control and Prevention. MMWR Recomm Rep 2002; SI(RR-10):1-29.

5. Avila-Figueroa C, Cashat-Cruz M, Aranda-Patron E, et al. Prevalence of
nosocomial infections in children: survey of 21 hospitals in Mexico [in
Spanish]. Salud Publica Mex 1999; 41:518-525.

6. Muitoz JM, Maclas AE, Guerrero FJ, Hernandez 1, Medina H, Vargas E.
Control of pediatric nosocomial bacteremia by a program based on cul-

20.

APRIL 2007, VOL. 28, NO. 4

turing of parenteral solutions in use [in Spanish]. Salud Publica Mex 1999;
41:532-837.

. Avila-Figueroa R, Ramirez-Galvan L, Alpuche-Aranda C, Arredondo-

Garcfa JL, Santos-Preciado Ji. Infecciones nosoconiales en un hospital
pediatrico. Salud Publica Mex 1986; 28:616-622.

. Martinez-Aguilar G, Anaya-Arriaga MC, Avila-Figueroa C. Incidence of

nosocomial bacteremia and pneumonia in pediatric unit [in Spanish].
Salud Publica Mex 2001; 43:515-523.

. Padilla Barron G, Guiscafre Gallardo H, Martinez Garcia MC, Vargas de

la Rosa R, Palacios Treviiio |, Mufoz Hernandez O. Epidemiologia de
fas infecciones nosocomiales en un hospital pedidtrico. Salud Publica
Mex 1986; 28:599-610.

. Diaz-Ramos RD, Sol6rzano-Santos F, Padilla-Barron G, Miranda-Nov-

ales MG, Gonzalez-Robledo R, Trejo y Pérez JA. Nosocomial infections:
experience at a third-level pediatric hospital {in Spanish]. Salud Publica
Mex 1999; 41:512-517.

. Zamora-Castorena S, Murguia-de-Sierra MT. Cinco anos de experiencia

con sepsis neonatal en un centro pediatrico. Rev Invest Clin 1998; 50:
463-470.

. Ponce-de-Ledn- Rosales S, Macias AE. Global perspectives of infection

control. In: Wenzel RP, ed. Prevention and Control of Nosocomial Infec-
tions. 4th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2003:14-32.

. Wisplinhoff H, Bischoff T, Tallent SM, Seifert H, Wenzel RP, Edmond

MB. Nosocomial bloodstream infections in US hospitals: analysis of
24,179 cases from a prospective nationwide surveillance study. Clin Infect
Dis 2004; 39:309-317.

. Yogaraj JS, Elward AM, Fraser V). Rate, risk factors, and outcomes of

nosocomial primary bloodstream infection in pediatric intensive care
unit patients. Pediatrics 2002; |110:481-485.

. Isaacs D. A ten year, multicentre study of coagulase negative staphylo-

coccal infections in Australasian neonatal units. Australasian Study
Group for Neonatal Infections. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 2003;
88:F89-F93.

. Gray }, Gossain S, Morris K. Three-year survey of bacteremia and fungemia

in a pediatric intensive care unit. Pediatr Infect Dis ] 2001; 20:416-421.

. Armenian SH, Singh |, Arrieta AC. Risk factors for mortality resulting

from bloodstream infections in a pediatric intensive care unit. Pediatr
Infect Dis ] 2005; 24:309-314.

. Tseng YC, Chiu YC, Wang JH, et al. Nosocomial bloodstream infection

in a neonatal intensive care unit of a medical center: a three-year review.
] Microbiol Immunol Infect 2002; 35:168-172.

. Rodriguez-Weber MA, Lo6pez-Candiani C, Arredondo-Garcfa JL. Gu-

tiérrez-Castrellén P, Sdnchez-Arriaga F Neonatal sepsis morbidity and
mortality in a tertiary care hospital [in Spanish|. Salud Publica Mex 2003;
45:90-95.

Karlowicz MG, Buescher ES, Surka AE. Fulminant late-onset sepsis in
a neonatal intensive care unit, 1988-1997, and the impact of avoiding
empiric vancomycin therapy. Pediatrics 2000; 106:1387-13%0.







	MCBB N6E8 20070001
	MCBB N6E8 20070002
	MCBB N6E8 20070003
	MCBB N6E8 20070004
	MCBB N6E8 20070005
	MCBB N6E8 20070006
	MCBB N6E8 20070007
	MCBB N6E8 20070008
	MCBB N6E8 20070009
	MCBB N6E8 20070010
	MCBB N6E8 20070011
	MCBB N6E8 20070012
	MCBB N6E8 20070013
	MCBB N6E8 20070014
	MCBB N6E8 20070015
	MCBB N6E8 20070016
	MCBB N6E8 20070017
	MCBB N6E8 20070018
	MCBB N6E8 20070019
	MCBB N6E8 20070020
	MCBB N6E8 20070021
	MCBB N6E8 20070022
	MCBB N6E8 20070023
	MCBB N6E8 20070024
	MCBB N6E8 20070025
	MCBB N6E8 20070026
	MCBB N6E8 20070027
	MCBB N6E8 20070028
	MCBB N6E8 20070029
	MCBB N6E8 20070030
	MCBB N6E8 20070031
	MCBB N6E8 20070032
	MCBB N6E8 20070033
	MCBB N6E8 20070034
	MCBB N6E8 20070035
	MCBB N6E8 20070036
	MCBB N6E8 20070037
	MCBB N6E8 20070038
	MCBB N6E8 20070039
	MCBB N6E8 20070040
	MCBB N6E8 20070041
	MCBB N6E8 20070042
	MCBB N6E8 20070043
	MCBB N6E8 20070044
	MCBB N6E8 20070045
	MCBB N6E8 20070046

