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RESUMEN

Titulo: “Reconstruccion filodindmica del Virus Sincitial Respiratorio en el
Noreste de México.”

INTRODUCCION: El virus sincitial respiratorio humano (VSR) es una causa
importante de infecciones respiratorias, especialmente en lactantes menores de
seis meses y adultos mayores. A nivel global, provoca millones de casos graves
y miles de muertes cada afio. En México, durante la temporada invernal 2023-
2024, el VSR fue el virus respiratorio mas detectado, pero aun hay poca
investigacion sobre su epidemiologia molecular en el pais. Este estudio busca
analizar la diversidad genética y las relaciones filogenéticas del VSR en México
durante dicha temporada, mediante secuenciacién gendémica. Los hallazgos
ayudaran a entender mejor su evolucion y a fortalecer estrategias de vigilancia,
control y disefio de vacunas. METODOLOGIA: Se recolectaron muestras de
hisopado faringeo de pacientes con sospecha de enfermedad respiratoria viral atendidos
en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” durante la temporada invernal
2023-2024. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica (codigo BI22-0004). La
deteccion del virus sincitial respiratorio (VSR) se realiz6 mediante extraccion de ARN y
posterior PCR. La amplificacion del genoma completo se llevd a cabo mediante
transcripcion reversa y PCR utilizando cebadores especificos. Posteriormente, se
prepararon las bibliotecas y se secuenciaron mediante la tecnologia Oxford Nanopore.
Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y anotadas utilizando las
herramientas Minimap2, Medaka, bcftools, Nextclade y VAPID. Para el anélisis
filogenético, se emplearon IQ-TREE2 para generar arboles de maxima
verosimilitud y BEAST para construir arboles de maxima credibilidad de clado,
calibrados en tiempo y espacio, integrando las secuencias mexicanas con datos
disponibles en bases como NCBI Virus, alcanzando un total de 1,841 secuencias
analizadas. Asimismo, se generaron graficos Bayesian Skygrid y se estimé la
tasa basica de reproduccién (R,) para analizar el comportamiento demografico
del virus. Finalmente, mediante Nextclade, se identificd una lista de mutaciones
presentes en los aislados del territorio nacional. RESULTADOS: El VSR en el
noreste de México ha mostrado una alta diversidad genética, con multiples
introducciones transcontinentales. Un cuello de botella alrededor de 2020-2021 fue
seguido por una recuperacion parcial de la diversidad, la cual estuvo mas influenciada
por factores sociales y epidemiol6gicos que por cambios genéticos. Ademds, no se
encontraron adaptaciones evolutivas, como alteraciones en la tasa de sustitucién ni
mutaciones asociadas a resistencia a la profilaxis y tratamientos existentes.

Dr. C. Kame Alberto Galan Huerta

Director de Tesis



ABSTRACT

Title: Phylodynamic Reconstruction of Respiratory Syncytial Virus in
Northeastern Mexico

INTRODUCTION: Human respiratory syncytial virus (RSV) is a major cause of
respiratory infections, particularly in infants under six months and the elderly.
Globally, it leads to millions of severe cases and thousands of deaths each year.
In Mexico, during the 2023-2024 winter season, RSV was the most frequently
detected respiratory virus. However, molecular epidemiology studies on RSV in
the country remain limited. This study aims to analyze the genetic diversity and
phylogenetic relationships of RSV in Mexico during that season using genomic
sequencing. The findings will contribute to a better understanding of RSV
evolution and support surveillance, control, and vaccine development strategies.
METHODOLOGY: Pharyngeal swab samples were collected from patients with
suspected viral respiratory disease at the “Dr. José Eleuterio Gonzalez” University
Hospital during the 2023-2024 winter season. The study was approved by the
Ethics Committee (code BI22-0004). RSV detection was performed through RNA
extraction followed by PCR. Whole genome amplification was conducted using
reverse transcription and PCR with specific primers. Subsequently, libraries were
prepared and sequenced using Oxford Nanopore technology. The obtained
sequences were assembled and annotated using tools such as Minimap2,
Medaka, bcftools, Nextclade, and VAPID. For phylogenetic analysis, IQ-TREE2
was used to construct maximum likelihood trees, and BEAST was employed to
generate time- and space-calibrated maximum clade credibility trees. The
analysis incorporated Mexican sequences with those from public databases such
as NCBI Virus, totaling 1,841 sequences. Bayesian Skygrid plots were generated,
and the basic reproduction number (R,) was estimated to assess the virus's
demographic behavior. Finally, a list of mutations found in the national isolates
was identified using Nextclade. RESULTS:
RSV in northeastern Mexico displayed high genetic diversity, with multiple
transcontinental introductions. A genetic bottleneck around 2020-2021 was
followed by a partial recovery of diversity, driven more by social and
epidemiological factors than by genetic changes. No evidence of evolutionary
adaptations was found, such as alterations in substitution rates or mutations
linked to resistance against prophylaxis or current treatments.

pAe X7
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Director de Tesis
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1
INTRODUCCION
1.1Epidemiologia

Cada afio, se estima que en todo el mundo el virus sincitial respiratorio (VSR)
causa 33 millones de casos y entre 66,000 y 199,000 muertes de nifios menores
de cinco afios.! Durante la temporada invernal 2023-2024, hasta la semana
epidemioldgica 19 de 2024, en México se confirmaron 6,016 casos positivos de
Otros Virus Respiratorios (ORV), de los cuales el 43% se atribuye al virus sincitial

respiratorio.

La prevalencia se observa notablemente en los grupos etarios de 1 a 4 afos,
predominantemente en Ciudad de México, Estado de México, Aguascalientes,

Nuevo Ledén y San Luis Potosi.?
1.2 Taxonomia

El VSR es un virus de ARN monocatenario de sentido negativo.® El nombre
cientifico de esta especie viral es orthopneumovirus humano, que es sindénimo
del virus sincitial respiratorio humano (VSRh), comunmente abreviado como
VSR. Pertenece al género Orthopneumovirus, familia Pneumoviridae, orden
Mononegavirales. Su nombre proviene del hecho de que las proteinas F en la
superficie del virus hacen que las membranas de las células vecinas se fusionen,

creando grandes sincitios multinucleados.*
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Figura 1. Estructura del Virus Sincitial Respiratorio (VSR). Tomada de Jung HI, et al. Viruses.
(2020)

1.3 Genoma

El genoma es lineal y tiene aproximadamente 15,000 nucleotidos de
longitud. Estructuralmente, el VSR es un virus esférico con envoltura que mide
aproximadamente 150 nm de diametro.® Su genoma de ARN esta encerrado
dentro de la particula viral y codifica proteinas estructurales internas cruciales las
cuales incluyen; proteina de matriz (M), nucleoproteina (N), proteinas necesarias
para un complejo de polimerasa funcional como fosfoproteina (P) y polimerasa
(L), proteinas no estructurales implicadas en la evasion de la respuesta inmune
innata (NS-1 y NS-2), glicoproteinas transmembrana expuestas externamente
como la pequefia proteina hidrofébica (SH), glicoproteina (G), proteina de fusiéon
(F) y proteina regulatoria (M2) dividida en proteinas de antiterminacion M2-1 y
M2-2, involucradas en la regulacién de la transcripcién/replicacion.®

1.4 Subtipos antigénicos

El virus sincitial respiratorio se clasifica en dos subtipos antigénicos
principales: VSR-A 'y VSR-B. Esta clasificacion se basa en diferencias antigénicas
detectadas mediante anticuerpos monoclonales dirigidos principalmente contra
la proteina de fusiéon (F)’, aunque la mayor variabilidad genética y antigénica se
localiza en la glicoproteina de adhesion G, lo que permite diferenciar no solo los

subtipos, sino también multiples genotipos y clados dentro de cada uno.®



Ambos subtipos pueden circular simultdneamente durante una misma
temporada epidémica, aunque tipicamente el subtipo A se detecta con mayor
frecuencia que el B. No obstante, la predominancia relativa puede variar segun

el afio y la region.®

Dentro de cada subtipo, el VSR presenta una notable diversidad genética,
representada por distintos genotipos, definidos con base en variaciones en la
secuencia del gen G. A su vez, estos genotipos pueden dividirse en clados,
grupos de secuencias filogenéticamente relacionados que comparten mutaciones

especificas y caracteristicas evolutivas comunes.®

En el subtipo VSR-A, el genotipo ON1, identificado por una insercion de
72 nucledtidos en el gen G, ha sido el méas prevalente a nivel mundial durante la
tltima década. Este genotipo ha evolucionado y se ha diversificado en varios
clados, entre los que destacan ON1.1, ON1.2, ON1.3, ON1.4 y ON1.5, cada uno
definido por sustituciones de aminodacidos especificas en la region hipervariable
de la proteina G. Estos clados han mostrado una dinamica evolutiva activa y su
distribucion geogréfica y temporal varia, o que sugiere una adaptacién del virus

a diferentes presiones inmunolégicas.®

En el subtipo VSR-B, el genotipo BA (que presenta una duplicacion de 60
nucledtidos en el gen G) es el dominante desde finales de los afios noventa. Este
también ha dado origen a multiples clados, entre los cuales se han descrito
variantes como BA-CCla, BA-CC1lb y BA-CC2, que muestran una circulacion
persistente a nivel global. Estas variantes se caracterizan por mutaciones
acumulativas que podrian estar asociadas a ventajas en la evasion inmune o a

una mayor transmisibilidad.°

De acuerdo con estudios recientes, tras la pandemia de COVID-19 y las
medidas sanitarias implementadas, los Unicos genotipos/clados que circulan de
forma significativa en la actualidad son ON1 (VSR-A) y BA-CC (VSR-B)." Esta
aparente restriccion genética podria reflejar un efecto de cuello de botella
poblacional del virus, asi como la presion selectiva ejercida por la inmunidad de

grupo y los cambios en el comportamiento poblacional.1°
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1.5 Ciclo de replicacion viral

Después de la fusion de las membranas del virus y de la célula huésped,
la nucleocapside viral, que contiene el genoma viral, y la polimerasa viral
asociada se entregan al citoplasma de la célula huésped. La transcripcion y la
traduccion ocurren dentro del citoplasma. La ARN polimerasa dependiente de
ARN transcribe el genoma en 10 segmentos de ARN mensajero (ARNm), que
son traducidos en proteinas estructurales por la maquinaria de la célula huésped.
Durante la replicacion del genoma viral de sentido negativo, la ARN polimerasa
dependiente de ARN sintetiza un complemento de sentido positivo llamado anti
genoma. Esta cadena complementaria se utiliza como plantilla para construir
ARN gendmico de sentido negativo, que se empaqueta en nucleocapsides y se
transporta a la membrana plasmética para el ensamblaje y la gemacion de

particulas.®
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1.6 Transmision

El VSR es altamente contagioso y puede causar brotes tanto por
transmision comunitaria como hospitalaria. Se estima que el RO del VSR es de
3.10 El VSR puede propagarse cuando una persona infectada tose o estornuda,
liberando gotitas contaminadas en el aire. La transmision generalmente ocurre
cuando estas gotitas entran en contacto con los 0jos, la nariz o la boca de otra
persona. Como ocurre con todos los patdégenos respiratorios que se presume se
transmiten a través de gotitas respiratorias, es muy probable que se transporte
por los aerosoles generados durante la respiracion y el habla.! El VSR también
puede sobrevivir hasta 25 minutos en la piel contaminada, es decir, las manos, y
varias horas en otras superficies como en mesas y perillas de puertas. Tiene un
periodo de incubacién de 2 a 8 dias. Una vez infectadas, las personas suelen ser
contagiosas durante 3 a 8 dias. Sin embargo, en los bebés y en las personas con
sistemas inmunitarios debilitados, el virus puede continuar propagandose hasta

por 4 semanas incluso después de que ya no presenten sintomas.?
1.7 Patogénesis

Después de la transmision a través de la nariz o los ojos, el VSR infecta
las células epiteliales cilindricas ciliadas de las vias respiratorias superiores e
inferiores.* El VSR continlia replicandose dentro de estas células bronquiales

durante unos 8 dias.

Después de los primeros dias, las células infectadas por el VSR se vuelven
mas redondeadas y, finalmente, se desprenden hacia los bronquiolos mas
pequefios de las vias respiratorias inferiores. Se cree que este mecanismo de
desprendimiento también es responsable de la propagacion del virus desde las
vias respiratorias superiores a las inferiores. La infeccién causa inflamacion
generalizada en los pulmones, incluyendo la migracion e infiltracion de células
inflamatorias como monocitos y células T, necrosis de la pared celular epitelial,

edema y aumento de la produccion de moco. La inflamacion y el dafio celular



tienden a ser irregulares en lugar de difusos. En conjunto, las células epiteliales
desprendidas, los tapones de moco y las células inmunitarias acumuladas

causan la obstruccién de las vias respiratorias inferiores.® 4
1.8 Signos y sintomas

La infeccion por VSR puede presentarse con una amplia variedad de
signos y sintomas que van desde infecciones leves del tracto respiratorio superior
(ITRS) hasta infecciones graves y potencialmente mortales del tracto respiratorio
inferior (ITRI) que requieren hospitalizacion y ventilacion mecanica. Aunque el
VSR puede causar infecciones del tracto respiratorio en personas de todas las
edades y es una de las infecciones infantiles mas comunes, su presentacion a

menudo varia segun el grupo de edad y el estado inmunol6gico.*3

Las infecciones por VSR en la infancia son bastante autolimitadas, con
signos y sintomas tipicos del tracto respiratorio superior, como congestion nasal,
rinorrea, tos y fiebre leve. En la exploracion clinica, se puede observar rinitis y
faringitis, asi como inyeccion conjuntival. Aproximadamente entre el 15% vy el
50% de los nifios desarrollaran infecciones mas graves del tracto respiratorio

inferior, como bronquiolitis, neumonia viral o laringotraqueobronquitis.'*

La bronquiolitis es una infeccion comun del tracto respiratorio inferior
caracterizada por la inflamacién y obstruccién de las pequefias vias respiratorias
en los pulmones. Aunque varios virus pueden causar bronquiolitis, el VSR es
responsable de aproximadamente el 70% de los casos. Usualmente, se presenta
con 2 a 4 dias de rinorrea y congestion, seguidos de empeoramiento de la tos,
estertores, taquipnea y sibilancias. Puede haber fiebre, pero la fiebre alta

(>38.5°C) es poco comun.

A menudo se pueden escuchar estertores y sibilancias en la auscultacion,
y los niveles de saturacion de oxigeno pueden estar disminuidos (<95% Sat02).%°
La reinfeccion con VSR sigue siendo comun a lo largo de la vida. La reinfeccion
en la edad adulta a menudo produce solo sintomas leves a moderados que no se

distinguen del resfriado comun o la infeccion sinusal. La infeccion también



puede ser asintomatica. Si hay sintomas, generalmente se limitan al tracto
respiratorio superior: rinorrea, odinofagia, fiebre y malestar general. En la gran
mayoria de los casos, la congestion nasal precede al desarrollo de la tos. A
diferencia de otras infecciones del tracto respiratorio superior, el VSR también es
mas probable que cause sibilancias de aparicion nueva en adultos.
Aproximadamente el 25% de los adultos infectados progresaran a una infeccion

significativa del tracto respiratorio inferior, como bronquitis o traqueobronquitis.*®

El VSR afecta a muchas poblaciones de manera diferente. La poblacion
con mayor riesgo de complicaciones por VSR son los pacientes pediatricos, los
adultos mayores y aquellos con condiciones médicas subyacentes o
inmunocomprometidos. Entre 60,000 y 160,000 adultos mayores en los Estados
Unidos son hospitalizados anualmente con VSR.1¢ Entre 6,000 y 10,000 adultos
mayores mueren a causa de la infeccion por VSR cada afio. Ademas, el VSR
puede llevar al empeoramiento de condiciones graves como el asma, la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), una enfermedad pulmonar
comun que causa restriccion del flujo de aire y problemas respiratorios, e incluso
la insuficiencia cardiaca congestiva, cuando el corazén no puede bombear
suficiente sangre y oxigeno a través del cuerpo. La atencién médica rapida y
adecuada es importante para los adultos mayores, ya que esperar o recibir un
diagnostico errbneo puede estar asociado con un mayor riesgo de

complicaciones.1®
1.9 Diagndstico

diagnéstico de la infeccion por virus sincitial respiratorio puede realizarse
mediante diversas técnicas, entre ellas pruebas de deteccién de antigenos,
cultivo viral y pruebas moleculares. Aunque la Academia Americana de Pediatria
(AAP) no recomienda el uso rutinario de pruebas de laboratorio para confirmar
bronquiolitis en nifios previamente sanos, su empleo puede estar justificado en
pacientes de alto riesgo, o cuando el resultado influira en decisiones clinicas o de

control epidemiol6gico.*



En el contexto clinico, las pruebas rapidas de deteccion de antigenos
(RADT) y el ensayo de fluorescencia directa (DFA) se utilizan ampliamente
debido a su bajo costo y rapidez, aunque presentan limitaciones importantes,
especialmente fuera de la poblacién pediatrica o durante periodos de baja

circulacion viral 418

Los ensayos moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), ofrecen una mayor sensibilidad, especialmente Util en adultos o pacientes
con menor carga viral.* Sin embargo, estas técnicas, aunque eficaces para la
deteccidon del virus, no proporcionan informacion detallada sobre la identidad
genética, los genotipos o los clados circulantes, datos esenciales para la

vigilancia epidemiolégica y la deteccion de variantes emergentes.

Es en este contexto donde la secuenciacion de proxima generacion (NGS)
adquiere un papel fundamental. Esta tecnologia permite no solo detectar la
presencia del virus, sino también analizar su variabilidad genética, reconstruir
relaciones filogenéticas y rastrear la evolucion viral en tiempo y espacio.? En
particular, la secuenciacion de tercera generacién, como la basada en tecnologia
de nanoporos, permite obtener secuencias largas de forma rapida y portatil,

siendo una herramienta poderosa en entornos con infraestructura limitada.?!

Para esta tesis, la NGS se utiliz6 con el objetivo de caracterizar
genéticamente los aislados de VSR recolectados durante la temporada invernal
2023-2024 en el area metropolitana de Monterrey, permitiendo la identificacién
de genotipos y clados circulantes, asi como la deteccion de mutaciones

potencialmente asociadas con resistencia a terapias o evasion inmune.

En conjunto, esta metodologia supera las limitaciones de las técnicas
diagnosticas tradicionales y proporciona informacion critica para la vigilancia

molecular, el disefio de vacunas y la prediccion de cambios epidemioldgicos.?12?
1.10 Tratamiento

Actualmente, el tratamiento de la infeccibn por VSR se basa

principalmente en medidas de soporte clinico, como el suministro de oxigeno,



hidratacion intravenosa y asistencia respiratoria en casos graves. La mayoria de
los medicamentos antivirales y antiinflamatorios utilizados en otras infecciones
respiratorias no han mostrado beneficios significativos en la bronquiolitis por

VSR, por lo que su uso no es recomendado de forma rutinaria.?33°

Sin embargo, uno de los principales avances terapéuticos y preventivos
frente al VSR ha sido el desarrollo de anticuerpos monoclonales, como
palivizumab y nirsevimab, dirigidos contra la proteina F, una glicoproteina de

fusién esencial para la entrada del virus a la célula hospedera.?>28

Estos anticuerpos son diseflados para unirse a epitopos especificos en la
proteina F, bloqueando la replicacién viral. El mas reciente, nirsevimab, ha
demostrado eficacia superior a palivizumab, con una sola dosis estacional y un
perfil de seguridad favorable.?” Clesrovimab, actualmente en ensayos clinicos

avanzados, también ha mostrado resultados prometedores.?°

No obstante, la eficacia de estas terapias puede verse comprometida por
mutaciones emergentes en las regiones objetivo de la proteina F, especialmente
en el contexto de una presion selectiva ejercida por la inmunidad colectiva y el
uso extendido de terapias basadas en anticuerpos. En este sentido, la
caracterizacion genética del VSR, incluyendo el andlisis de clados y variantes
circulantes mediante técnicas como la secuenciacion de tercera generacion, se

vuelve fundamental.

Estudios recientes han identificado mutaciones asociadas a escape
inmunoldgico dentro de ciertos clados del genotipo ON1 (VSR-A), que podrian
reducir la afinidad de unién de anticuerpos monoclonales, afectando su eficacia
clinica. Del mismo modo, variantes del genotipo BA (VSR-B) han mostrado

cambios en la proteina F que justifican un monitoreo genético continuo.°

Por tanto, en el contexto de esta tesis, el analisis filogenético y gendmico
del VSR no solo contribuye a comprender la diversidad viral, sino que también

permite anticipar la posible aparicion de variantes resistentes a anticuerpos



monoclonales, lo que tiene implicaciones directas para las estrategias de

inmunizacion y tratamiento a futuro.
1.11 Prevencion

El desarrollo de vacunas contra el virus sincitial respiratorio (VSR)
representa un avance importante en la prevencion de infecciones respiratorias
graves, particularmente en adultos mayores, lactantes y personas
inmunocomprometidas. Las vacunas recientemente aprobadas, como Arexvy
(GSK) y Abrysvo (Pfizer), estan basadas en versiones estabilizadas de la proteina
F en su conformacioén de prefusiéon, comin a los subtipos A y B del virus.33¢
Estas formulaciones han demostrado eficacia significativa en la reduccion de
hospitalizaciones y enfermedad respiratoria grave, tanto en adultos como en

lactantes mediante inmunizacién materna.3’40

En 2024, Arexvy fue autorizada en México para su uso en adultos mayores
de 60 afios por la COFEPRIS, mientras que otras vacunas, como mRESVIA
(Moderna), basada en ARNm, también han sido aprobadas en Estados Unidos y

Europa. 3942

Sin embargo, la presion inmunoldgica ejercida por estas nuevas vacunas
podria favorecer la seleccion de variantes del VSR con mutaciones en la proteina
F, especialmente en regiones inmunodominantes del antigeno. Por esta razén, la
caracterizacion genética de las cepas circulantes, como la que se realiza
mediante secuenciacion de tercera generacion, se vuelve critica para monitorear

posibles eventos de escape inmunoldgico.

Diversos estudios han reportado que algunos clados del genotipo ON1
(VSR-A) y variantes emergentes del genotipo BA (VSR-B) pueden presentar
mutaciones puntuales en sitios clave de la proteina F, lo que podria disminuir la
eficacia de los anticuerpos neutralizantes inducidos por vacunas. La vigilancia
filogenética continua permite identificar tempranamente estas variantes, evaluar
su expansion poblacional, y determinar su impacto potencial en la eficacia

vacunal.36
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Asi, en el marco de esta tesis, la secuenciacion y analisis filogenético de
cepas de VSR circulantes en Monterrey durante la temporada 2023-2024 tiene
como finalidad anticipar cambios genéticos que puedan comprometer la
efectividad de las vacunas recientemente introducidas o en evaluacion,
aportando evidencia para la vigilancia gendmica y la toma de decisiones en salud

publica.
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2
ANTECEDENTES DIRECTOS

Los trabajos previos realizados por el equipo de investigacién, como el
analisis de infecciones postvacunales de SARS-CoV-2 y la caracterizacion
genomica del virus de la viruela simica (MPXV), han demostrado su capacidad
para aplicar metodologias de secuenciacién genémica y analisis filogenético con
el fin de identificar variantes virales, evaluar la eficacia de intervenciones
vacunales y rastrear rutas de transmision. Esta experiencia es directamente
transferible al estudio del VSR, particularmente en un contexto donde se han
aprobado recientemente nuevas vacunas para adultos mayores y embarazadas,
y donde la vigilancia genémica es esencial para comprender su diversidad
genética, evolucion y asociacion con patrones clinicos y epidemiolégicos.

En el afio 2022, Galan-Huerta et. al. Analizaron las infecciones
postvacunales de SARS-CoV-2 en Monterrey, México, durante 2021, con el
objetivo de identificar variantes del virus asociadas con estas infecciones y su
impacto en la efectividad de las vacunas utilizadas localmente. Se compararon
pacientes vacunados con esquemas parciales o completos de las vacunas
CanSino, Sinovac, Pfizer/BioNTech y AstraZeneca, frente a pacientes no
vacunados. Las infecciones postvacunales fueron mas frecuentes en personas
vacunadas con CanSino, lo que se atribuy6 a su alta prevalencia en la poblacién
estudiada, y en general, estos pacientes presentaron sintomas leves que no
requirieron hospitalizacion. Mediante secuenciacion genoémica, se identificé que
la variante Delta B.1.617.2 predomind en pacientes ambulatorios, mientras que
la variante AY.4 fue mas comun en pacientes hospitalizados. Ademas, se detecto
la variante Mu B.1.621 en un pequefio porcentaje de pacientes vacunados. Los
resultados sugieren gque estas variantes pueden comprometer la eficacia de las
vacunas disponibles, subrayando la necesidad de monitorear las variantes del

virus para ajustar estrategias de vacunacion y control en la region.

En el afio 2023, Galan-Huerta et. al. Realizaron un estudio que se enfoco

en el analisis gendmico del virus de la viruela simica (MPXV) debido a un brote
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multicéntrico de casos de MPXV en personas sin vinculo epidemiolégico con
regiones endémicas del virus. Se secuencié el genoma completo de un aislado
de MPXV obtenido de un paciente en el norte de México. El andlisis filogenético
mostr0 que este virus estaba estrechamente relacionado con aislados
provenientes de Alemania. Estos hallazgos destacan la propagacion
internacional del virus y subrayan la importancia de la vigilancia genémica para
comprender las dindmicas de transmision de MPXV fuera de sus areas

endémicas tradicionales.

La aplicacion de estudios como los realizados con SARS-CoV-2 y el virus
de la viruela simica (MPXV) destaca la importancia de la vigilancia gendémicay el
analisis filogenético en la epidemiologia molecular de enfermedades infecciosas,
como lo es el VSR que en los ultimos afios ha cobrado mayor importancia debido
a que se ha observado que este tiene una morbimortalidad importante en adultos
mayores e inmunocomprometidos y no solo en pacientes pediatricos como se
pensaba anteriormente, asi como la importancia de la vigilancia postvacunales
ya que en este afio se han aprobado tres nuevas vacunas para tratar las
infecciones por VSR en adultos mayores y mujeres embarazadas.

Este enfoque metodoldgico permite identificar variantes del virus
asociadas con mayor transmisibilidad, gravedad de la enfermedad o resistencia
a vacunas, como se observé en las infecciones postvacunales de SARS-CoV-2.
Ademas, el rastreo de linajes genéticos, como en el caso de MPXV, facilita el
entendimiento de las rutas de transmision internacionales y la emergencia de
brotes en regiones no endémicas. Aplicar estas estrategias al estudio del VSR
proporcionara informacion clave sobre la diversidad genética del virus, su
evolucion en respuesta a intervenciones vacunales, y su relacién con patrones
clinicos y epidemiologicos, lo cual es esencial para optimizar medidas de control

y prevenir la propagacion del virus.
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3
JUSTIFICACION

El VSR afecta gravemente a nifios, personas inmunocomprometidas y
adultos mayores. Con el rapido envejecimiento de la poblacion demografica en
México, se prevé que el impacto del VSR en los adultos mayores aumente. Sin
embargo, la falta de estudios suficientes sobre la epidemiologia molecular del
VSR en el pais limita la comprension del virus y la eficacia de las medidas
preventivas. Es crucial realizar investigaciones para identificar los virus
circulantes y secuenciar su genoma, lo que permitira mejorar la salud publica y

desarrollar intervenciones mas efectivas contra esta enfermedad en México.

4
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Como ha evolucionado y se ha dispersado el virus sincitial respiratorio en
el noreste de México durante la temporada invernal 2023-2024, y qué factores

han influido en su dinAmica poblacional y espacial en esta regién?
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5
OBJETIVOS
5.1 General

Analizar la evolucion y dispersion del virus sincitial respiratorio en el
noreste de México durante la temporada invernal 2023-2024, identificando los

factores que han influido en su dindmica poblacional y espacial en esta region.

5.2 Especificos

1. Establecer las relaciones filogenéticas de los virus aislados en el noreste
de México en el periodo invernal 2023-2024.

2. Determinar la propagacion espaciotemporal de los virus aislados y
reportados en México.

3. Analizar la transmision y la dinamica poblacional del virus sincitial
respiratorio en México.

4. Identificar potenciales adaptaciones evolutivas del virus sincitial

respiratorio circulante en México.
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6

DIAGRAMA EXPERIMENTAL GENERAL

OBJETIVO 2: DISTRIBUCION OBJETIVO 3: DINAMICA

EXPERIMENTACION GENERAL ESPACIO-TEMPORAL POBLACIONAL

= o

Sl | OBJETIVO 1: FILOGENIA

Figura 3. Diagrama experimental general. OBJETIVO 1. Recoleccion de muestras
nasofaringeas, extraccibn de ARN viral con Nimbus (Seegene), transcripcion inversa,
amplificacion y secuenciacion del genoma viral para construir arboles de maxima verosimilitud y
analizar relaciones filogenéticas. OBJETIVO 2. Uso de BEAST para generar arboles de maxima
credibilidad calibrados en tiempo y espacio, observando la distribucion espacio-temporal.
OBJETIVO 3. Inferencia demografica con BEAST mediante Bayesian Skyline Plot para graficar
reconstrucciones demogréficas. Aplicacion de modelos de coalescencia exponencial o Birth-
Death, segun corresponda, para estimar RO y validar datos con Tracer. OBJETIVO 4. Generacion

de reportes de mutaciones de genomas secuenciados.
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7
MATERIALES Y METODOS
7.1 Tipo de estudio

El disefio metodoldgico se clasifica como observacional, transversal,

descriptivo, no ciego.
7.2 Obtencidon de muestras

Se obtuvieron 57 muestras clinicas e informacion demografica de
pacientes que acudieron por atencion médica a la Torre HU del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autbnoma de Nuevo
Ledn. El periodo de recoleccion fue del 2 de octubre de 2023 al 20 de mayo de
2024. Se empled la muestra de ARN residual que se utilizé para realizar el
diagnostico de Virus Sincitial Respiratorio por medio de RT-gPCR con CT <25 a
través del ensayo Allplex SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV (Seegene Technologies)

7.3 Criterios
7.3.1 Inclusién

Pacientes que, en los ultimos 5 dias, para los casos de enfermedad similar a
la influenza (Ambulatoria) y en los ultimos 7 dias para los casos de infeccion
respiratoria aguda grave (Hospitalizada) ha presentado al menos uno de los

siguientes signos y sintomas:

e Tos
e Fiebre

e dolor de cabeza
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Acompafados de al menos uno de los siguientes signos o sintomas:

Disnea Polipnea
Mialgias Anosmia
Artralgias Disgeusia
Odinofagias Conjuntivitis.
Escalofrios

Dolor toracico

Tabla 1. Signos y sintomas de enfermedad respiratoria viral.

7.3.2 Exclusion

e Pacientes que tengan mas de siete dias de evolucion de los sintomas,
con cuadros respiratorios recurrentes o con otra causa de infecciéon
aparente.

e Pacientes a los cuales no se les detecte ARN de Virus Sincitial
Respiratorio por medio de RT-qPCR.

e Personas menores a 18 afios o en estado de gestacion.

7.3.3 Eliminacién

e Falta de fecha de recoleccion
e Contaminacién de las muestras.
e Muestra insuficiente.

e Muestra degradada.
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8
OBJETIVO 1: FILOGENIA
8.1 Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos se llevé a cabo mediante el uso de un
kit de cartucho universal STARMag (Seegene Technologies, Seul, Corea del Sur)
en una estacion de extraccion automatica Nimbus (Seegene Technologies),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccion del VRS se realiz6 con el
ensayo Allplex SARS-CoV-2/FIUA/FIUB/RSV (Seegene Technologies), y
posteriormente se aceptaron las muestras que obtuvieran un Ct <25 para su

procesamiento posterior.
8.2 Transcripcion inversa

La transcripcion inversa se efectud utilizando la enzima SuperScript 1V
Reverse Transcriptase (Invitrogen) en conjunto con cebadores especificos. Para
la preparacion de los primers, se mezclaron 10 pL de cebadores a una
concentracion de 10 uM en un tubo Eppendorf nuevo, y se diluyeron con 40 pL

de agua ultrapura para obtener una concentracion final de 2 uM.

Primer Secuencia (5’-3’)
RSVA-Fragmento 1-Fw AAAAATGCGTACWACAAACTTGC
RSVA-Fragmento 1-Rev GTTGGTCCTTGGTTTTGGAC
RSVA-Fragmento 2-Fw CACAGTGACTGACAACAAAGGAG
RSVA-Fragmento 2-Rev GCTCATGGCAACACATGC
RSVA-Fragmento 3-Fw CGAGGTCATTGCTTGAATGG
RSVA-Fragmento 3-Rev CACCACCACCAAATAACATGG
RSVA-Fragmento 4-Fw AGGGTGGTGTCAAAAACTATGG
RSVA-Fragmento 4-Rev ACGAGAAAAAAAGTGTCAAAAACT
RSVB-Fragmento 1-Fw AAAAATGCGTACTACAAACTTGC
RSVB-Fragmento 1-Rev TTGTGCTTGGCTTGTTGTTC
RSVB-Fragmento 2-Fw AAGGGTTAGCCCATCCAAMC
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RSVB-Fragmento 2-Rev TGCTAAGGCTGATGTCTTTCC
RSVB-Fragmento 3-Fw GTCCTCGTCTGARCAAATTGC
RSVB-Fragmento 3-Rev TAGGTCCTCTTTCACCACGAG
RSVB-Fragmento 4-Fw GAGGGATCCACAGGCTTTAGG
RSVB-Fragmento 4-Rev ACGAGAAAAAAGTGTCAAAAACT

Tabla 2. Cebadores especificos para Virus Sincitial Respiratorio tipo Ay tipo B. INFORM-RSV
Langedijk et al. (2020)

8.3 Protocolo de transcripcion inversa
Preparacion inicial:
Se preparo la mezcla inicial con los siguientes componentes:

Componente Volumen

Primers especificos 2uM 1pL
10mM dNTPs mix 1L
Templado ARNv 11 L
TOTAL 13 pL

Tabla 3. Mezcla de mix #1 para la transcripcion inversa de VSR.

La mezcla se colocé en un termociclador Veriti (Applied Biosystems) a 65 °C

durante 5 minutos, seguida de un enfriamiento en hielo durante 1 minuto.
Preparacion del segundo mix:

Antes de continuar, se homogeneizaron mediante vortex y centrifugacion del

buffer 5x SSIV. Posteriormente, se combind lo siguiente en un tubo Eppendorf:

Componente Volumen Concentracion final
5x SSIV Buffer 4 uL 1x

100 mM DDT 1L 5mM

RNase OUT 1L 0.29 U/ uL
SuperScript IV Reverse 1pL 28.6 U/ pL
Transcriptase

TOTAL 7 pL

Tabla 4. Mezcla de mix #2 para la transcripcién inversa de VSR

Reaccion de transcripcion inversa:

20



Se afiadio la mezcla de primers y ARN templado al segundo mix preparado,
obteniendo un volumen final de 20 pL. La reaccion se llevé a cabo en un

termociclador bajo las siguientes condiciones:

e 52 °C durante 10 minutos.
e 80 °C durante 10 minutos.

e 4 °C indefinidamente.
Digestion con RNase H:

Debido a que se esperaban fragmentos de ADNc superiores a 1 kb, se afiadieron
1 yL de RNase H (New England Biolabs), teniendo una concentracion final de 0.1
U/uL a la mezcla y se incubé a 37 °C durante 20 minutos para eliminar restos de
ARN templado.

8.4 Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR)

La amplificacién del genoma se realiz6 mediante la técnica de PCR, utilizando la
enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), conocida por

su alta precision en la sintesis de ADN.
Preparacion de la mezcla de reacciéon

Se preparé un volumen final de 25 pL por muestra siguiendo la composicién

descrita a continuacion:

Componente Volumen Concentracion final
5x Q5 Reaction Buffer 5 uL 1x

10mM dNTPs 0.5 pL 200 pMm

10mM Forward Primer 1.25 L 0.5 uM

10mM Reverse Primer 1.25 uL 0.5 uM

Templado 4 uL <1000 ng

Q5 Hot Start Polymerase | 0.25 pL 0.02 U/pl

Agua 12.75 uL

TOTAL 25 pL

Tabla 5. Tabla de mezcla de mix para PCR de Virus Sincitial Respiratorio
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8.5 Programa del termociclador

La amplificaciéon se llevé a cabo en un termociclador bajo el siguiente programa

de temperaturas:

Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion Inicial 98°C 30 segundos 1
Desnaturalizacion 98°C 10 segundos

Alineacion 61°C 10 segundos 40
Extension 72°C 3 minutos

Extension final 72°C 4 minutos 1
Conservacion 10°C Indefinidamente

Tabla 6. Programa de PCR para Virus Sincitial Respiratorio
8.6 Control de integridad y cuantificacion del genoma viral
8.6.1 Gel de agarosa

La integridad de la amplificacion se verific6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%, tefiido con el intercalante SybrSafe, lo que permitié confirmar

la calidad de los amplicones generados.

Finalmente, la cuantificacion del ADN purificado se realiz6 mediante
fluorometria empleando el equipo Qubit (Thermo Fisher Scientific) , usando 1 pL
de ADNc, lo que garantizd6 mediciones precisas de la concentracion del ADN

obtenido para su posterior analisis.
8.6.2 Purificacion de amplicones de ADNc

Las perlas magnéticas (beckman coulter diagnostics) fueron

resuspendidas mediante vortex, dejando la mezcla a temperatura ambiente.

Una vez completada la amplificacion del ADNc viral, se transfirio el
volumen total de la reacciéon (25 uL) a tubos nuevos de 1.5 mL, previamente

rotulados.
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Se afiadieron 21.6 pL de magnéticas AMPure XP a cada muestra y se
mezclaron suavemente utilizando un mezclador tipo hula durante 5 minutos.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas brevemente y colocadas en
un separador magnético durante 2 minutos para permitir la separacion de las
particulas magnéticas del sobrenadante. Una vez separadas, se retir0
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta, asegurandonos de no dispersar
las particulas magnéticas. A continuacion, se afiadieron 200 pL de etanol al 70%
a cada muestra, dispensando el liquido lentamente sobre la pared opuesta a las
particulas magnéticas. Las muestras se incubaron durante 30 segundos a
temperatura ambiente y se retird el etanol cuidadosamente. Este proceso de

lavado se repitié una vez mas, para un total de dos lavados.

Después del ultimo lavado, se eliminé el exceso de etanol residual
colocando las muestras nuevamente en el separador magnético durante 30
segundos y aspirando cuidadosamente los restos con una pipeta de 10 pL.
Posteriormente, se retiraron las muestras del magneto y se afiadieron 40 pL de
solucion de elucion a cada una. Se mezclaron mediante pipeteo 10 veces para
asegurar una completa homogenizacion y se incubaron durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, las muestras fueron colocadas nuevamente
en el separador magnético durante 2 minutos para recuperar el eluato, el cual se
transfirid6 a tubos o placas nuevas, asegurandose de no tocar las particulas

magnéticas.
8.7 Preparacioén de biblioteca

Se siguio el protocolo Rapid sequencing V14 - Amplicon sequencing (SQK-

RBK114.24) proporcionado por Oxford Nanopore Technologies.

Se programd el termociclador con un ciclo inicial a 30 °C durante 2
minutos, seguido de 80 °C durante 2 minutos. Mientras tanto, se descongelaron
los reactivos del kit a temperatura ambiente, se centrifugaron brevemente y se
mezclaron por pipeteo. El ADN necesario para la preparacion de las bibliotecas

se preparé en agua libre de nucleasas, ajustando un volumen de 9 pL por muestra
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con aproximadamente 50 ng de ADN amplificado. Una vez listos las diluciones,

se mezclaron por pipeteo y se centrifugaron brevemente.

Cada muestra se coloco en tubos eppendorf de 0.2 ml, seleccionando un
codigo de barras Unico para cada muestra procesada en el mismo flujo. Para
cada muestra, se prepararon 9 uL de ADN molde y 1 pL del cédigo de barras
(Rapid Barcode), totalizando un volumen de 10 pL. Los componentes se
mezclaron completamente por pipeteo, se centrifugaron brevemente y se
incubaron en el termociclador a 30 °C durante 2 minutos y luego a 80 °C durante
2 minutos. Posteriormente, se enfriaron brevemente en hielo, se centrifugaron y

se recogi6 el liquido en el fondo de los tubos.

Se combinaron todas las muestras codificadas en un tubo de 1.5 ml de
Eppendorf LoBind, obteniendo un volumen total de 120 pL debido a que se
procesaron 6 muestras por duplicado y por cada muestra se requieren 10 L. Las
particulas magnéticas AMPure XP (AXP) se resuspendieron mediante vortex y se
afladié un volumen igual de estas a la mezcla combinada (120 pL). El tubo se
mezclé con suaves golpes y se incubd en un mezclador rotatorio (Hula mixer)

durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Después de la incubacion, se prepararon 3 ml de etanol fresco al 80 % en
agua libre de nucleasas. Las muestras fueron centrifugadas, y el sobrenadante
se separ6 utilizando un iman. Se realizaron dos lavados con 1.5 ml de etanol al
80 %, cuidando no perturbar las particulas magnéticas, y el etanol residual se
elimin6 cuidadosamente tras una breve centrifugacién. Las particulas se dejaron

secar por 30 segundos, evitando el agrietamiento del pellet.

Finalmente, el pellet se resuspendié en 15 pL de buffer de elucién (EB) y
se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las particulas magnéticas
se separaron en el iman hasta que el eluato quedo claro y sin color, recuperando
15 pL del eluato en un tubo limpio de 1.5 ml de Eppendorf LoBind. EI ADN de la

biblioteca resultante se transfirio, separando 11 pL para el siguiente paso.
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En un tubo nuevo, se diluyo el adaptador rapido (RA) mezclando 1.5 pL de
RA con 3.5 pL de buffer adaptador (ADB), totalizando 5 pL. A continuacion, se
afiadi6 1 pL de esta mezcla al ADN codificado, mezclando suavemente y
centrifugando brevemente. La reaccion se dejé incubar durante 5 minutos a

temperatura ambiente, completando asi la preparacion de la biblioteca de ADN.
8.8 Carga de celda Flongle

Se descongelaron a temperatura ambiente el Sequencing Buffer (SB), las
perlas magnéticas de la biblioteca (Library Beads, LIB), el Flow Cell Flush (FCF)
y el Flow Cell Tether (FCT). Los tubos de SB, FCT y LIB fueron mezclados

mediante vortex y se centrifugaron brevemente, también a temperatura ambiente.

En un tubo de 1.5 mL, se preparo la solucion de carga mediante la mezcla
de 117 pL de FCF con 3 pL de FCT, y se homogeneiz6 mediante pipeteo. Mientras
tanto, se despego parcialmente el sello de la celda de flujo (Flongle flow cell),
exponiendo Unicamente el puerto de muestra. Para mantener el sello abierto, se

fij6 al lid del MinlON usando la pestafia adhesiva del mismo sello.

Se utilizé una pipeta de 200 pL para cargar la solucién, verificandose que
no quedaran burbujas de aire en su interior, ya que estas podrian dafar los
nanoporos al entrar en contacto con ellos. En caso de detectarse aire, se ajusto
el dial de la pipeta hacia abajo hasta que un pequefio volumen de liquido formara
una gota externa en la punta. Esta gota se colocé en contacto con el puerto de
muestra, asegurandose de que la punta estuviera firmemente posicionada antes

de iniciar la carga.

Una vez posicionada la punta de la pipeta en el puerto de muestra, se
ajustd lentamente el dial, observandose que una pequefia cantidad de liquido
amarillo verdoso retrocedia en la punta, lo que confirmé la ausencia de burbujas
de aire. Tras esta verificacion, la solucion de carga fue dispensada en la celda de

flujo de manera controlada, girdndose el dial lentamente hacia el cero.

Durante la carga, se observé cémo el liquido de almacenamiento era

desplazado hacia el puerto de desecho de la celda. La carga se detuvo justo
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antes de que el liquido en la punta alcanzara el fondo, con el fin de evitar la

introduccién de aire en la celda de flujo.

8.9 Secuenciacion

En el software MinKNOW, se configurd para una secuenciacion de 16 horas.
8.10 Procesamiento y analisis de datos de secuenciacion

Tras la corrida de secuenciacion, se realiz6 el llamado de bases y
demultiplexado utilizando Dorado v0.6** y guppy_barcoder v. 6.5.8.4° Dorado es
una herramienta optimizada para la interpretacion de datos provenientes de
secuenciadores de tercera generacion, mientras que guppy_barcoder se encarga
de separar las lecturas de diferentes muestras basandose en barcodes

previamente asignados.

Para el alineamiento de las lecturas al genoma de referencia
(NC_038235.1), se utilizd minimap2 v. 2.284, una herramienta rapida y eficiente
disefiada para el mapeo de secuencias largas contra genomas de referencia. El
procesamiento posterior incluyé el llamado de variantes mediante medaka v.
1.8.1%7, una herramienta que aprovecha la capacidad de aprendizaje automatico
para predecir variantes genéticas con alta precision, y bcftools v. 1.1748, un
programa que permite la manipulacion y analisis de datos de variantes en formato
VCF/BCF. Finalmente, se utiliz6 samtools v. 1.2148, para procesar y manejar los
archivos de alineamiento en formato SAM/BAM y para generar el genoma

consenso.

El ensamblado del genoma y la verificacion de su calidad se realizaron con
Nextclade*®, una herramienta en linea que evalla la integridad y precision del
ensamblado mediante una clasificacion visual tipo semaforo, indicando si existen

errores.

Una vez validada la calidad del genoma ensamblado, este fue anotado
empleando VAPID (Viral Annotation and Identification Pipeline) v. 1.0.0%°, que

permite identificar y anotar genes virales y regiones funcionales de manera
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automatizada. Con el genoma anotado, la secuencia fue preparada y enviada

para su publicaciéon en GenBank.
8.11 Construccion y analisis filogenético

Para el andlisis comparativo, se descargaron secuencias del VSR a partir
de bases de datos publicas, como Nucleotide BLAST. Inicialmente, se obtuvieron
secuencias correspondientes a muestras recolectadas en territorio mexicano, y
posteriormente se incorporaron secuencias de distribucion global. Todas las
secuencias seleccionadas cumplieron con criterios de calidad previamente
establecidos: haber sido recolectadas entre 2015 y 2025, presentar una similitud
superior al 99.5 % con los genomas obtenidos en el laboratorio, contar con una
cobertura mayor al 99 % de la region correspondiente a la proteina G del VSR,
pertenecer a clados identificados como circulantes en México, y disponer de
informacion completa sobre la fecha de recoleccion y localizacion geografica,
obteniendo un total de 1841 secuencias.

Dado que las secuencias recolectadas en territorio mexicano fuera del
estado de Nuevo Ledn Unicamente contenian informacion correspondiente a la
proteina G del VSR, fue necesario adaptar las secuencias globales a dicha region
especifica con el fin de garantizar la validez de los andlisis filogenéticos
posteriores. Para ello, se utilizé la herramienta MAFFT (Multiple Alignment using
Fast Fourier Transform)®! v. 7.505, reconocida por su eficiencia y precision en la

alineacion de multiples secuencias genémicas.

Mediante esta herramienta, se identific6 y recortd la region
correspondiente a la proteina G en las secuencias globales obtenidas,
asegurando una alineacién adecuada entre las secuencias locales y globales,

paso fundamental para el desarrollo de analisis filogenéticos consistentes.

El archivo obtenido en formato FASTA resultante fue utilizado para la
construccion de un arbol filogenético de maxima verosimilitud mediante 1Q-
TREE2v. 2.2.3.>
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Como resultado del analisis, el mejor modelo seleccionado fue
GTR+F+1+G4%3, el cual contempla tasas de sustitucion generalizadas (GTR),
frecuencias de bases observadas (F), sitios invariantes (I) y una distribucion
gamma con cuatro categorias discretas (G4) para modelar la heterogeneidad de
tasas entre sitios.

Para evaluar la confianza estadistica de las ramas del arbol, se utilizaron
dos métodos de soporte: bootstrap ultrarrapido®* con -B 1000, que genera 1000
réplicas para estimar la confiabilidad de las agrupaciones, y el test SH-aLRT con
-alrt 1000, que también realiza 1000 replicaciones para evaluar la robustez de las

ramas bajo el método de razon de verosimilitud aproximada.

Finalmente, el parametro -T AUTO permitié que el software optimizara
automaticamente el uso de recursos del sistema, utilizando todos los nucleos de
procesamiento disponibles para agilizar el analisis. Esta etapa fue clave para
generar un arbol filogenético confiable y estadisticamente soportado, sobre el
cual se basaron las interpretaciones evolutivas y epidemiolégicas del VSR en

esta investigacion.

Se gener6 un archivo con extension treefile que posteriormente fue
visualizado con FigTree v. 1.4.4% un software especializado en la representacion
grafica de arboles evolutivos que permite personalizar el disefio para destacar

relaciones evolutivas y anotaciones relevantes.
9
OBJETIVO 2: DISTRIBUCION ESPACIOTEMPORAL

Para analizar la sefal temporal y la regularidad de la filogenia, se empled
TEMPEST v. 1.5.3%, una herramienta que evalla la correlacién entre la distancia
genética de las secuencias y sus fechas de muestreo. Esto permitié confirmar la
idoneidad de los datos para realizar inferencias filogenéticas calibradas en el

tiempo.

Posteriormente, se utilizd la herramienta BEAULi v2.7.6%7 (la versién mas

reciente disponible al momento del andlisis), perteneciente al paquete de
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programas BEAST, con el objetivo de preparar el archivo XML necesario para la
inferencia filogenética bayesiana en BEAST®S.

Primero, se agregaron las particiones necesarias para el analisis. La
primera particion correspondi6 al archivo FASTA generado a partir del
alineamiento multiple de secuencias mediante MAFFT, que incluia un total de
1841 secuencias, tanto mexicanas como globales. La segunda particion
correspondio a la informacion del pais de origen de cada una de las secuencias,
lo que permiti6 incorporar un enfoque de estructura espacial al andlisis

filodinAmico.

Posteriormente, se importaron las fechas de muestreo de cada secuencia
mediante un archivo TSV (tab-separated values), lo cual es indispensable para

los analisis temporales en BEAST, ya que permite calibrar el reloj molecular.

Para el analisis, se seleccion6 el modelo de sustitucion GTR (General Time
Reversible), el cual permite tasas diferentes para cada tipo de cambio entre
nucleotidos, siendo uno de los modelos mas flexibles y completos. Como modelo
de heterogeneidad de sitios, se empleé Gamma (equal weights) + Invariant sites,

el cual contempla que:

Algunos sitios evolucionan a diferentes velocidades (modelo Gamma), con
una distribucion de tasas dividida en 4 categorias para una mejor aproximacion

de la variabilidad entre sitios.

Algunos sitios son invariables, es decir, permanecen sin cambios a lo largo

del tiempo, lo cual mejora el ajuste del modelo a los datos reales.

Se utilizé un reloj molecular estricto, el cual asume una tasa constante de
evolucion a lo largo de todas las ramas del arbol. Este tipo de modelo es
adecuado cuando no hay evidencia de grandes variaciones en las tasas de

mutacion entre linajes.

Como tree prior, se seleccion6 el modelo Coalescent: Bayesian Skygrid, el
cual permite modelar cambios en el tamafio poblacional efectivo a lo largo del

tiempo sin asumir una forma especifica de crecimiento o decrecimiento. Este
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enfoque utiliza multiples intervalos de tiempo ("rejilla temporal”) para estimar la
variacion demografica de forma flexible, siendo especialmente Util en estudios de

virus con alta variabilidad genética y dinamica epidémica.
El modelo Bayesian Skygrid fue configurado con los siguientes parametros:
o NUmero de parametros (grid points): 16
o Tiempo del Gltimo punto de transicion (time of last transition point): 8

Estos valores se eligieron con base en el rango temporal de las secuencias,
ya que la muestra mas antigua tenia 8 afios de antigiiedad, y se esperaba que
hubiese aproximadamente dos muestreos por afio, por lo que se definieron 16
intervalos de tiempo para captar con mayor resolucion los cambios en la dinAmica

poblacional del virus.

La longitud de la cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) fue de 300,000,000
pasos, garantizando una muestra suficientemente amplia del espacio de
parametros para lograr una buena convergencia del analisis. Una vez definidos
todos los pardmetros, se generd el archivo XML, el cual fue utilizado como

entrada para correr el analisis en BEAST.

Una vez generado el archivo XML con todos los parametros y configuraciones
previamente descritas, se procedio a realizar el analisis filodinamico utilizando el

programa BEAST, en su version 2.7.6.

El archivo alnt_mundo_skygrid_300.xml contenia la informacion completa del
analisis, incluyendo las secuencias alineadas, las fechas de muestreo importadas
desde un archivo TSV, el modelo de sustitucion GTR, el modelo de
heterogeneidad de sitios Gamma con pesos iguales mas sitios invariantes (G4+l),
el reloj molecular estricto, y el modelo coalescente Bayesian Skygrid. Este ultimo
configurado con un numero de parametros igual a 28 y un tiempo del tltimo punto
de transicién de 14, lo cual permitié capturar adecuadamente las fluctuaciones
del tamafio poblacional efectivo del virus a lo largo del tiempo, bajo el supuesto
de dos puntos de muestreo por afio durante los 14 afios cubiertos por los datos,

siendo el aislamiento mas antiguo del afio 2016. Finalmente, la inclusion del
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operador &> beast.log redirigié tanto la salida estandar como los mensajes de
error al archivo beast.log, lo cual permitié dar seguimiento al avance del analisis
y detectar cualquier posible error durante su ejecucion. Con esto, el andlisis
filodindmico pudo llevarse a cabo de forma robusta, integrando secuencias
locales y globales del virus sincitial respiratorio para la inferencia de relaciones

evolutivas y estimaciones demogréficas a lo largo del tiempo.

Posteriormente a la ejecucion del analisis en BEAST, se generaron diversos
archivos como resultado del proceso de inferencia bayesiana. Entre ellos, el
archivo de mayor interés para la evaluacion inicial del andlisis fue el que posee
la extensidon .log, ya que contiene los valores de los parametros estimados
durante el muestreo por MCMC (Markov Chain Monte Carlo), incluyendo su
distribucién posterior, medias, desviaciones estandar y, de forma crucial, el
tamafio efectivo de muestra o Effective Sample Size (ESS). Este archivo fue
analizado utilizando el programa TRACER?®®, en su version mas reciente, la 1.7.2,
el cual es una herramienta ampliamente utilizada en estudios filodinamicos para

evaluar la convergencia y calidad de los andlisis realizados en BEAST.

Posterior a verificar mediante TRACER que se obtuvo un ESS superior a 200
en todos los parametros analizados, lo cual indica una adecuada convergencia y
calidad en el muestreo de la cadena MCMC, se procedi6 a realizar el anotado del
arbol filogenético mediante el uso del programa TreeAnnotator, en su versibn mas
reciente (v2.7.6)%, el cual forma parte del paquete BEAST. TreeAnnotator es una
herramienta disefiada para resumir una coleccién de arboles generados durante
un andlisis bayesiano y condensarlos en un Unico arbol representativo, que
conserva la estructura filogenética mas probable de acuerdo con las

estimaciones posteriores.

Este arbol anotado facilita la visualizacion e interpretacién de las relaciones
evolutivas, integrando informacion clave como las probabilidades posteriores de
cada nodo (posterior probabilities), alturas de nodo (node heights), intervalos de
credibilidad y otras métricas relevantes derivadas del analisis bayesiano. Para la
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generacion del arbol final, se utilizaron los siguientes parametros dentro de

TreeAnnotator:

Burnin: 30,000,000, lo cual corresponde al 10% de la cadena total de 300
millones de pasos. Este parametro indica que las primeras 30 millones de
muestras fueron descartadas, ya que al inicio de la cadena las estimaciones aun
no han alcanzado la estabilidad y podrian sesgar el resultado final. El burn-in es
un paso critico para asegurar que solo se consideren las muestras obtenidas

durante el estado estacionario de la cadena.

El Posterior probability limit fue fijado en 0.0, lo que significa que se
consideraron todos los nodos en el arbol, independientemente de su soporte
posterior. Esto permite conservar toda la estructura filogenética inferida, aunque
en algunos casos podria incluir nodos con bajo soporte, lo cual debe interpretarse

con precaucion en el andlisis visual posterior.

En cuanto al Target tree type, se seleccion6 el Maximum Clade Credibility Tree
(MCCT). Este tipo de arbol es el que presenta la mayor suma de probabilidades
posteriores en sus clados y es considerado el arbol mas representativo del
conjunto de arboles muestreados. Su uso es estandar para resumir y presentar

los resultados filogenéticos bayesianos.

Finalmente, para el parAmetro de Node heights, se eligio la opcion Median
heights, la cual asigna a cada nodo la mediana de las alturas (fechas o tiempos)
observadas en los arboles de la muestra posterior. Esta eleccion proporciona una
estimacion robusta y menos sensible a valores extremos, permitiendo
representar de forma mas precisa las divergencias temporales en la evolucién

del virus.

Con estos parametros, TreeAnnotator genero el arbol anotado final en formato
tree

Este enfoque integrado permitié modelar la evolucién del virus en un contexto
temporal y geografico, proporcionando informacién clave sobre su dinamica de

dispersion y diversificacion
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10
OBJETIVO 3: ANALISIS DE TRANSMISION Y DINAMICA POBLACIONAL
10.1 Andlisis de la dinamica poblacional y transmisibilidad

Posteriormente, se aprovecho6 que durante la preparacion del archivo XML
en BEAUILi se seleccion6 como modelo de tree prior el enfoque Bayesian Skygrid,
el cual no solo permite inferir un arbol filogenético, sino también realizar un
analisis de dinamica poblacional temporal del virus. Este tipo de analisis es
fundamental para entender cdmo ha cambiado el tamafio efectivo de la poblacion
viral a lo largo del tiempo, lo que puede reflejar patrones de transmision, brotes

epidémicos o introduccion de nuevas variantes.

El modelo Bayesian Skygrid es una extension del modelo Skyline que
permite una mayor resolucion temporal al dividir el intervalo de tiempo en
multiples puntos de cambio en la poblacion. Para este andlisis, se configuraron
los siguientes parametros clave dentro de BEAULti: se establecido un niamero de
pardmetros igual a 16 y un tiempo del dltimo punto de transicion de 8, con el
objetivo de capturar dos puntos de muestreo por afio, en correspondencia con
los 8 afios que abarca nuestro conjunto de datos, ya que la secuencia mas
antigua analizada data del afio 2016. Esta configuraciéon permite observar con
mayor detalle los posibles cambios en la dinamica poblacional del VSR, como

crecimientos, cuellos de botella o estabilizaciones.

Luego de haber completado el analisis en BEAST y obtenido los archivos
resultantes, se utilizd6 nuevamente el programa TRACER para visualizar y
analizar la dinamica poblacional inferida. TRACER es una herramienta esencial
en los analisis bayesianos, ya que permite evaluar la convergencia de parametros
mediante el calculo del Effective Sample Size (ESS), pero ademas incluye una

funcién especifica para reconstruccién demogréfica.

En la pestafia Analysis, se selecciono la opcion Skygrid Reconstruction,
donde se puede visualizar la reconstruccion temporal del tamafio efectivo

poblacional a lo largo de los afios. Se ingres6 como fecha de la muestra mas
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reciente el valor decimal 2025.0520, correspondiente a los primeros dias del afio
2025. Posteriormente, se ajustaron manualmente los ejes del grafico para
delimitar el periodo de andlisis desde 2016.9480 hasta 2025.0520, permitiendo
asi observar con claridad la evolucién del tamafio poblacional del VSR en los
altimos 8 afos, que incluyen tanto los brotes recientes como posibles

fluctuaciones causadas por factores epidemiologicos o evolutivos.

Esta visualizacion facilitd una interpretacion directa de los patrones de
transmision del virus, permitiendo inferencias valiosas sobre su comportamiento

epidémico en México y a nivel global durante el periodo 2015-2025.

11
OBJETIVO 4: IDENTIFICACION DE ADAPTACIONES EVOLUTIVAS
11.1 Anélisis de Mutaciones y Resistencia a Tratamientos

El analisis de las secuencias generadas en el laboratorio se llevo a cabo
utilizando la herramienta en linea Nextclade. Este software es esencial para
evaluar la calidad de los genomas obtenidos, ya que permite identificar errores
de ensamblaje, medir la calidad general de las secuencias y generar un reporte
detallado de las mutaciones presentes en comparacion con genomas de

referencia. En este caso, se utilizan como referencia:

e EPI_ISL 412866 para el subtipo A del virus sincitial respiratorio (RSV-A).
e EPI_ISL 1653999 para el subtipo B del virus sincitial respiratorio (RSV-B).

Nextclade también proporciona informacion precisa sobre las ubicaciones de las

mutaciones en el genoma, facilitando un andlisis detallado de su posible impacto.

Posteriormente, las mutaciones identificadas fueron contrastadas con reportes
en la literatura cientifica para determinar si estan asociadas con resistencia a

tratamientos basados en anticuerpos monoclonales y vacunas aprobadas.
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12
RESULTADOS OBJETIVO 1

De las 57 muestras obtenidas a través de la colaboracion con el Servicio
de Infectologia del Hospital Universitario, se observé que el 46% correspondian
a pacientes del sexo femenino, mientras que el 54% pertenecian a pacientes del
sexo masculino. Estas muestras cubren un periodo comprendido entre la semana
epidemioldgica 44 del afio 2023 y la semana epidemioldgica 5 del afio 2024, lo
gue refleja la temporada invernal, periodo en el cual se presenta el mayor nUmero

de casos de infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio (VSR).

Cabe destacar que todas las muestras seleccionadas presentaron un valor
de CT (Cycle Threshold) menor a 25, criterio que indica una alta carga viral y que
fue utilizado como punto de corte para garantizar la calidad y eficiencia en los
pasos posteriores de andlisis molecular. Las 57 muestras fueron debidamente
procesadas, entendiéndose por procesamiento la realizacion de los siguientes
pasos: la retrotranscripcion del ARN viral a ADNc, seguida por la amplificacién de
las regiones génicas de interés mediante PCR, y finalmente la secuenciacion de

tercera generacion para su posterior analisis bioinformético y filogenético.

Posterior a la retrotranscripcion del ARN viral a ADNCc, se llevd a cabo una
etapa de control de calidad esencial para asegurar la viabilidad de las muestras
en los pasos posteriores. Esta etapa consistio en la cuantificacion del ADNc
obtenido mediante fluorometria, utilizando el equipo Qubit, el cual ofrece una
medicion precisa y sensible de acidos nucleicos, lo que permite conocer la
concentracion real de ADNc presente en cada muestra obteniendo los siguientes
resultados:
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ID Muestra Concentracion

92777 0.222 ng/uL
93484 11.2 ng/pL
93557 13.8 ng/ uL

Tabla 7. Concentracion obtenida por cada muestra por medio de fluorometria en el dispositivo
Qiubit

Posterior a verificar la presencia y concentraciéon de ADNc en las muestras
mediante analisis por fluorometria utilizando el equipo Qubit, se continu6 con el
protocolo experimental llevando a cabo la etapa de amplificacion del material
genético mediante PCR a punto final. Esta técnica permitio amplificar regiones
especificas del genoma del Virus Sincitial Respiratorio, necesarias para su

posterior analisis genético.

Una vez completada la amplificacidn, se procedi6 a evaluar la calidad del
producto amplificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, técnica
que permite separar los fragmentos de ADN en funcién de su tamafio. Técnica
que nos ayuda a confirmar que la amplificacion fue exitosa y que los productos
generados correspondian al tamafio esperado. Las muestras se visualizaron bajo
luz ultravioleta tras la tincion con un agente intercalante, permitiendo observar el
patron de bandas. Se seleccionaron Unicamente aquellas muestras que
presentaron bandas nitidas y definidas que abarcaran un tamafio estimado entre
3.5 a 4.5 kilobases (kb), correspondiente al rango esperado del fragmento
amplificado. Este criterio de seleccion aseguré que solo las muestras con
productos de buena calidad y tamafio adecuado fueran consideradas para su

posterior procesamiento en la etapa de secuenciacion.
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Gel de agarosa al 1% 1. Marcador 1kb DNA Ladder Promega 2. (-) F1 3. (-) F2 4. (-) F3
5. (-) F4 6. 92396-F1-E 7. 92396-F2-E 8. 92396-F3-E 9. 92396-F4-E 10. 93557-F1-E

11. 93557-F2-E 12. 93557-F3-E 13. Marcador 1kb DNA Ladder Promega 14. 93557-F4-E
15. 92396-F1-R 16. 92396-F2-R 17. 92396-F3-R 18. 92396-F4-R 19. 93557-F1-R

20. 93557-F2-R 21. 93557-F3-R 22. 93557-F4-R

Figura 4. Gel de agarosa al 1%. Patrén de bandas correspondientes con los amplicones.

Posterior a confirmar la presencia de la amplificacion esperada, se
procedio a realizar el protocolo de secuenciacién por medio de nanoporo. Tras
finalizar se realiz6 el ensamblaje de los genomas y se obtuvieron 3 genomas de
longitud completa. Las secuencias presentaron valores de profundidad entre
800x hasta 1996x con una cobertura de 99.80-99.84%
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Secuencia Profundidad Cobertura
Human respiratory syncytial
virus A isolate RSV- 800x 99.80%
A/MX/UANL-92777/2023,
complete genome
Human respiratory syncytial
virus A isolate 93557, 1536)( 9984%
complete genome
Human respiratory syncytial
virus A isolate 93484, 1536x 09.84%

complete genome

Tabla 8. Datos obtenidos de la secuenciacion, observando los parametros de profundidad y

cobertura por secuencia.

12.1 Control de Calidad

Posterior a la secuenciacion y ensamblado del genoma, se verificé la calidad

de estas por medio de la herramienta en linea Nextclade, que nos permite

observar por medio de un sistema de seméforo la calidad del genoma,

permitiéndonos ver parametros como;

e Mixed Sites. Estos sitios son posiciones en una secuencia donde se

detectan multiples nucleotidos, por ejemplo, A/G o T/C.

e Private Mutations. Estas son mutaciones que estan presentes en una

secuencia o grupo especifico y no en el resto de las secuencias

comparadas.

e Frame Shifts. Son alteraciones en el marco de lectura de un gen debido a

inserciones o deleciones que no son multiplos de tres nucledétidos.

e Stop Codons. Estos son codones que indican el fin de la traduccion en una

proteina.
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Se obtuvieron los siguientes resultados

Sequence name

@& PP790963.1 Human respiratory syncytiz @ 0 e 9
@& PQ599900.1 Human respiratory syncyti @ Q G e
@& PQ599899.1 Human respiratory syncyti. @ Q G e

Figura 5. Seccidn de ventana de resultados de analisis realizado por la plataforma Nextclade.

Observado que la calidad de la secuenciacion y ensamblado fue buena y

por lo tanto permite el usar las secuencias para un posterior analisis.

Nextclade también realiza de manera automatica la asignacion a clados

correspondientes de cada muestra, teniendo como resultado la siguiente

asignacion;
Secuencia Clado
Human respiratory syncytial virus A isolate RSV- A.D.1.5

A/MX/UANL-92777/2023, complete genome

Human respiratory syncytial virus A isolate 93557, A.D.1.

complete genome

Human respiratory syncytial virus A isolate 93484, A.D.1.5.

complete genome

Tabla 9. Asignacion de clado por secuencia obtenida mediante la plataforma Nextclade.

Seguido se realizé el anotado del genoma utilizando el programa VAPID y
se enviaron las secuencias para su posterior publicacion en GenBank,

obteniendo los siguientes cédigos de acceso:
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Secuencia Codigo de acceso

Genbank
Human respiratory syncytial virus A isolate RSV- PP790963.1
A/MX/UANL-92777/2023, complete genome
Human respiratory syncytial virus A isolate 93557, PQ599900.1
complete genome
Human respiratory syncytial virus A isolate 93484, PQ599899.1
complete genome

Tabla 10. Asignacién de cédigos de acceso al repositorio en linea GenBank.

Posterior a la publicacion de los genomas obtenidos en esta investigacion
en la base de datos GenBank, se procedié a complementar el andlisis filogenético
descargando metadatos y secuencias adicionales de la plataforma Nextstrain,
una herramienta bioinformatica interactiva y de codigo abierto que permite el
seguimiento en tiempo real de la evolucién de patdégenos. Nextstrain integra
secuencias gendmicas con datos epidemioldgicos y geograficos para ofrecer una
representacion dindmica de la dispersion y evolucion de virus como el VSR,
siendo una plataforma ampliamente utilizada por la comunidad cientifica para
monitorear variantes, realizar comparaciones entre regiones geograficas vy

explorar dindmicas evolutivas a lo largo del tiempo.

Con el objetivo de enriquecer el contexto global de los genomas
secuenciados en este estudio, se realiz6 una busqueda en los metadatos
obtenidos de Nextstrain enfocada en secuencias del VSR que cumplieran con
criterios de calidad especificos. Se seleccionaron Unicamente aquellas
secuencias que incluyeran la fecha exacta de recoleccion, fueran obtenidas en el
periodo comprendido entre los afios 2015 y 2025, presentaran una cobertura
superior al 99% del gen que codifica para la proteina G del VSR, y que estuvieran
asociadas con los clados que se ha identificado que circulan dentro del territorio

mexicano.
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Como resultado de esta busqueda y filtrado, y una vez integradas también
las secuencias mexicanas generadas en el presente estudio, se obtuvo un total

de 1841 secuencias de Virus Sincitial Respiratorio.

Posteriormente, se llevé a cabo el alineamiento de las 1841 secuencias
seleccionadas utilizando el programa MAFFT, reconocido por su alta precision y
eficiencia en la alineacion de multiples secuencias gendmicas. Durante este
proceso, se realizd un recorte a aquellas secuencias que correspondian a
genomas completos o parciales cuyo tamafio excedia el de la region codificante
para la proteina G del VSR. Este paso fue esencial para homogenizar el tamafio
de todas las secuencias incluidas en el analisis, permitiendo asi una alineacién
mas precisa y garantizando la confiabilidad de los analisis filogenéticos
posteriores.

Una vez generado el archivo en formato FASTA a partir del alineamiento,
se utilizé la herramienta ModelFinder, incluida en el paquete IQ-TREE2, para
determinar el mejor modelo de sustituciéon de nucleétidos adaptado a los datos.
ModelFinder selecciona el modelo que mejor se ajusta a las caracteristicas
evolutivas de las secuencias, optimizando la precision de los analisis. EI modelo
de sustitucién identificado como el mas adecuado fue GTR+F+I+G4, que
incorpora la matriz generalizada de tasas de sustitucion (GTR), frecuencias
observadas (F), sitios invariantes (I) y una distribucion gamma con cuatro

categorias (G4) para representar la heterogeneidad de tasas entre sitios.

Con el modelo 6ptimo definido, se procedié a ejecutar nuevamente 1Q-
TREEZ2, empleando como entrada el archivo FASTA generado por MAFFT, con el
propasito de construir un arbol filogenético de maxima verosimilitud. Este enfoque
permite estimar la topologia del arbol que maximiza la probabilidad de observar
los datos bajo el modelo evolutivo seleccionado, proporcionando una
reconstruccién robusta de las relaciones evolutivas entre las secuencias

analizadas.

Una vez generado el archivo con extension .treefile, se visualizé el arbol

por medio de FigTree.
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Figura 6. Arbol filogenético de maxima verosimilitud construido con IQ-TREE2 a partir de
secuencias del gen G del VSR. Las muestras obtenidas en el estado de Nuevo Leén, México,

durante la temporada invernal 2023-2024, se muestran en color rojo.
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Figura 7. Seccién del arbol filogenético de méaxima verosimilitud del gen G del VSR,
generado mediante IQ-TREE2. En esta porcion del analisis se observa que una de las
secuencias obtenidas en Nuevo Ledén, México (en rojo), presenta una alta similitud genética con

aislados procedentes de distintos estados de Estados Unidos. (en azul)

Figura 8. Seccién del arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen G del VSR, generado
con IQ-TREE2. Se muestra la relacion entre aislados de diferentes regiones geogréficas,

incluyendo Estados Unidos (azul), Argentina (verde) y México. (Rojo).

En el analisis filogenético por maxima verosimilitud se observo que la
secuencia PQ599900.1, obtenida en Nuevo Ledn, México, se agrupa dentro de
un clado junto con otras secuencias provenientes de Estados Unidos. Esta
cercania filogenética sugiere un origen comun reciente entre estas cepas, lo cual
podria indicar la circulacion de un mismo linaje viral en distintas regiones de
América del Norte. La presencia de secuencias estrechamente relacionadas en
zonas geograficas distantes refuerza la hipotesis de un flujo viral transfronterizo,

posiblemente asociado a la movilidad humana. Estos hallazgos son relevantes
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para la vigilancia molecular del virus sincitial respiratorio, ya que evidencian la
necesidad de monitorear constantemente la diversidad genética regional,
particularmente ante la posible circulacion de variantes que podrian tener

implicaciones en la eficacia de vacunas basadas en clados extintos o divergentes.

En el segundo arbol filogenético obtenido mediante el método de maxima
verosimilitud se observa que las dos secuencias provenientes de Nuevo Leon,
México (PP790963.1 y PQ599899.1), no se agrupan dentro del mismo clado, lo
que indica que pertenecen a linajes distintos del virus sincitial respiratorio. La
secuencia PP790963.1 presenta una relacion filogenética cercana con cepas
reportadas en Argentina, lo que sugiere una posible conexion epidemiolégica o
circulacion comun de variantes entre América del Sur y el norte de México. Asi
como con muestras provenientes de Estados Unidos lo que sugiere la circulacion

de un linaje compartido entre el noreste de México y Estados Unidos.
13
RESULTADOS OBJETIVO 2

Posteriormente, con el objetivo de determinar la sefial temporal presente
en los datos y evaluar la regularidad del reloj molecular dentro de la filogenia
obtenida, se realiz6 un andlisis utilizando el programa TempEst. TempEst
(anteriormente conocido como Path-O-Gen) es una herramienta bioinformética
disefiada especificamente para analizar si existe una correlacion adecuada entre
las fechas de muestreo de las secuencias y su divergencia genética acumulada
a lo largo del tiempo. Esta evaluacion es fundamental antes de proceder con
andlisis bayesianos de inferencia filogenética temporal, ya que permite verificar
si las secuencias siguen un patrén de evolucién que pueda modelarse con un

reloj molecular.

TempEst genera un arbol filogenético calibrado en el tiempo, donde no solo
se representan las relaciones evolutivas entre las secuencias, sino también la

dimensién temporal asociada a la divergencia genética. Para ello, se estima la



distancia genética desde la raiz del &rbol hasta cada una de las hojas
(secuencias) y se correlaciona con el afio en que fue recolectada cada muestra.
Si las secuencias evolucionan de manera relativamente constante en el tiempo,

se espera una correlacion lineal positiva entre estos dos parametros.
En este analisis, se obtuvieron los siguientes resultados:

o Date Range: 8.104, lo cual indica que el intervalo de tiempo entre la

muestra mas antigua y la mas reciente abarco aproximadamente 8.1 afios.

e Slope (rate): 1.835E-3, es decir, una tasa evolutiva aproximada de
0.001835 sustituciones por sitio por afio, lo cual es coherente con lo

observado en estudios anteriores del virus sincitial respiratorio.

o X-Intercept: 2007.9041, que representa el estimado del momento en el que
pudo haber divergido la raiz del arbol en términos temporales, es decir, el

posible origen comun mas reciente de las secuencias analizadas.

o Correlation coefficient: 0.658, que muestra una correlacién
moderadamente fuerte entre el tiempo y la distancia genética, sugiriendo

gue existe una sefal temporal presente en los datos.

o R squared: 0.433, lo que significa que aproximadamente el 43.3% de la
variabilidad genética puede explicarse por el tiempo de muestreo, lo cual

es considerado aceptable en estudios virales.

e Residual mean square: 1.7003E-5, un valor que refleja el grado de
dispersiéon de los datos alrededor de la linea de regresién, siendo

relativamente bajo y, por lo tanto, indicando un ajuste razonable.

Estos resultados en conjunto indicaron que las secuencias presentaban una
sefal temporal suficiente para proseguir con analisis filogenéticos con calibracion

temporal, utilizando herramientas bayesianas como BEAST.
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Figura 9. Arbol visualizado en el programa TempEst, posterior a la eleccion de Best-fitting root.
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Figura 10. Gréfico de regresioén raiz a punta (root-to-tip) generado en TempEst a partir del
arbol filogenético inferido del VSR. En el eje X se representa el tiempo (afio de muestreo) y en el
eje Y la distancia genética desde la raiz. Cada punto representa una secuencia individual,
mientras que las lineas verdes conectan las hojas del arbol con sus respectivas distancias. La
linea negra indica la regresion lineal ajustada, utilizada para evaluar la sefial temporal del conjunto

de datos. La pendiente positiva sugiere una evolucién molecular constante a lo largo del tiempo,
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lo cual respalda la idoneidad del uso de modelos de reloj molecular en andlisis filodinamicos

posteriores.
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Figura 11. Distribucion de residuos del andlisis de regresiéon raiz a punta realizado en
TempEst para las secuencias del VSR. El grafico muestra la dispersion de los residuos (diferencia
entre la distancia genética observada y la esperada) a lo largo de la linea de regresion temporal.
La nube de puntos indica una variabilidad moderada en torno a la media, mientras que la curva
sombreada representa la densidad de frecuencia de los residuos. Esta distribucion cercana a la
simetria sugiere que no existen grandes desviaciones sistematicas en el ajuste del modelo, lo
que refuerza la validez de la sefial temporal observada y la aplicabilidad de modelos de reloj

molecular en el analisis filodinamico.
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Figura 12. Gréfico raiz-a-punta generado en TempEst para las secuencias del VSR. En el eje X
se representa el afio de muestreo de cada secuencia, mientras que el eje Y muestra la distancia
genética acumulada desde la raiz del arbol filogenético. La linea de regresion indica una
tendencia lineal positiva entre la divergencia genética y el tiempo, lo que sugiere una sefal
temporal consistente en el conjunto de datos. Esta relacién apoya el uso de un modelo de relgj
molecular para el andlisis filodinamico y datacion de eventos evolutivos dentro de las secuencias

analizadas.

Posteriormente, para realizar la inferencia del arbol de maxima credibilidad
de clado calibrado en tiempo y espacio, se utilizé el programa BEAST (Bayesian
Evolutionary Analysis Sampling Trees), una herramienta ampliamente utilizada
para inferir relaciones filogenéticas considerando tanto la evolucién molecular
como la informacién temporal de las secuencias analizadas. El objetivo principal
de este analisis era obtener una reconstrucciéon evolutiva del VSR que no solo
representara las relaciones genéticas entre los aislamientos virales, sino también

cuando y desde donde se originaron y dispersaron en el tiempo y el espacio.

Parainiciar el andlisis, primero se preparo el archivo de entrada en formato
xml utilizando BEAUi, la interfaz grafica de BEAST. En esta etapa, se utilizaron

los parametros ya descritos previamente, donde se aplicO un modelo de

48



sustitucion GTR con un modelo de heterogeneidad de sitios Gamma + Invariant
sites, cuatro categorias gamma y un reloj molecular estricto. Ademas, para
modelar la dinamica poblacional en el tiempo, se seleccion6 como modelo de
prior de arbol el Bayesian Skygrid, con 28 parametros y un tiempo del dltimo
punto de transicién configurado en 14, ya que se contaba con datos virales
recolectados a lo largo de aproximadamente 14 afios, lo cual permite realizar dos
muestreos por afio para un analisis mas fino. Se incorporaron también los paises
de origen de cada una de las secuencias utilizadas, con el fin de reconstruir el

componente espacial del &rbol.

Una vez finalizada la configuracion y generado el archivo .xml, se procedio

a correr el andlisis completo en BEAST.

Una vez completado el analisis, los resultados fueron visualizados
utilizando el programa Tracer, una herramienta incluida en el paquete de BEAST
disefiada para evaluar la convergencia y calidad del andlisis bayesiano. Uno de
los principales indicadores revisados en Tracer fue el ESS. Este valor representa
cuantas muestras independientes efectivas se obtuvieron de la distribucion
posterior para cada parametro estimado durante el andlisis MCMC. Un ESS
mayor a 200 se considera generalmente como indicador de una buena mezcla
de la cadena de Markov, es decir, que los valores estimados son confiables y no
estan autocorrelacionados. En este estudio, se obtuvo un ESS >200 para todos
los parametros, lo cual asegurd que el analisis fue estadisticamente robusto y

que los resultados obtenidos pueden interpretarse con confianza.
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Figura 13. Gréfico de convergencia obtenido en Tracer para el andlisis bayesiano de la
reconstruccion filodinamica del VSR. En el eje X se muestra el nimero de iteraciones del
muestreo (State) y en el eje Y los valores logaritmos de la verosimilitud (o el parametro evaluado).
El andlisis mostré una distribucion estable y bien mezclada, con un ESS > 200, lo cual indica una

adecuada convergencia y muestreo eficiente del espacio posterior.
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Figura 14. Histograma de la distribucion posterior del parametro conjunto (joint) obtenido
en Tracer. El eje X representa los valores del parametro conjunto estimado durante el muestreo
bayesiano, mientras que el eje Y indica la frecuencia normalizada de dichos valores. La
distribucion muestra una forma aproximadamente normal, indicativa de una buena mezcla de la
cadena de Markov. El valor del ESS fue mayor a 200, lo cual respalda la fiabilidad de las

estimaciones posteriores y la adecuada convergencia del analisis.

Posteriormente, una vez confirmado que todos los parametros analizados
en Tracer presentaban un ESS >200, se procedio a realizar el anotado del arbol
utilizando el programa TreeAnnotator, el cual forma parte del paquete de
herramientas incluidas con BEAST. TreeAnnotator permite condensar la gran
cantidad de arboles obtenidos a lo largo del analisis bayesiano en un solo arbol
representativo, denominado arbol de maxima credibilidad de clado (Maximum
Clade Credibility tree). Este arbol resume la topologia méas probable y asigna
valores a los nodos con base en las frecuencias obtenidas durante la corrida
MCMC.

Para este proceso se configuraron los siguientes parametros: se
establecio un Burnin de 30,000,000, lo cual representa el 10% del total de
cadenas del andlisis, con la finalidad de descartar las muestras iniciales que
podrian no representar de manera adecuada la distribucién posterior; se fijé un
Posterior Probability Limit de 0.0, permitiendo asi que se consideraran todos los

nodos sin eliminar aquellos con baja probabilidad; como Target Tree Type se
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seleccion6 Maximum Clade Credibility Tree, lo que indica que se eligid la
topologia con mayor respaldo de nodos segun la posterior; y finalmente, se opto
por definir las Node Heights utilizando el criterio de median heights, es decir,
tomando la mediana de las alturas de los nodos para representar de forma mas
estable la incertidumbre temporal.

Como resultado del proceso de anotacion se obtuvo un archivo con
extension .tre, el cual contiene el arbol final anotado con fechas, relaciones
filogenéticas, probabilidades a posteriori y la informacion geogréafica de cada

nodo, y posteriormente fue visualizado con el programa FigTree.

Figura 15. Arbol filogenético obtenido mediante BEAST vy visualizado en FigTree, que
muestra la extincién de varios clados después de 2020, seguida de una clara diversificacion de
los clados sobrevivientes en los afios posteriores. Las secuencias de Nuevo Ledn, México, estan

resaltadas en color rojo.
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Figura 16. Arbol de méaxima credibilidad de clado generado en BEAST y visualizado en
FigTree. Dos muestras de Nuevo Ledn, México (en rojo) forman un clado exclusivo, cuyo ancestro
comun inmediato corresponde a una secuencia aislada en Argentina (Verde). A su vez, el ancestro
comun mas reciente de esta secuencia argentina proviene de una muestra de Estados Unidos
(azul), lo que sugiere una posible ruta de dispersién viral desde EE. UU. hacia Sudamérica, y
posteriormente hacia México. Este agrupamiento cuenta con una probabilidad posterior de 1, lo
que indica un alto nivel de soporte estadistico.
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Figura 17. Arbol de maxima credibilidad de clado generado en BEAST y visualizado en
FigTree. Se observa que una muestra de Nuevo Ledn, México (Identificada de color rojo) forma
un clado independiente pero estrechamente relacionado con secuencias de Estados Unidos. El
ancestro comun mas reciente de ambos clados corresponde a una secuencia proveniente de
EUA, lo que sugiere un posible evento de introduccion viral desde esa region. Este agrupamiento
cuenta con una probabilidad posterior de 1, lo que indica un alto nivel de soporte estadistico.

En el &rbol de maxima credibilidad de clado obtenido tras el analisis
filodinamico, se observd de manera muy clara una gran extincion de diversos
clados del VSR durante el afio 2020. Esta desaparicion coincide temporalmente
con el inicio de la pandemia por SARS-CoV-2 (COVID-19), lo cual sugiere una
fuerte correlacion entre ambos eventos. A partir del afio 2021, se evidencia un
resurgimiento con la supervivencia y diversificacion de ciertos clados que
persisten hasta el afio 2025. Este patron observado refleja un claro cuello de
botella evolutivo durante el periodo mas critico de la pandemia de COVID-19, con

una posterior expansion de los linajes supervivientes.

Al realizar un analisis mas detallado, particularmente al observar la tasa
de sustitucion nucleotidica, se identificoO que ésta no sufrio cambios significativos

entre los clados que se extinguieron en 2020 y aquellos que sobrevivieron y se
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diversificaron a partir de 2021. La tasa estimada para ambos grupos fue de
aproximadamente 2.57E-3 sustituciones por sitio por afio, lo que indica una
estabilidad evolutiva relativamente constante a lo largo del tiempo, incluso a

pesar del colapso temporal en la diversidad observado en el arbol.

Esta conservacion en la tasa evolutiva sugiere que la extincion de multiples
clados no fue producto de una aceleracion en el proceso de mutacion del virus,
como podria esperarse si hubiera habido presion selectiva intensa o evolucién
adaptativa abrupta. Por el contrario, lo mas probable es que esta extincion masiva
se deba a factores externos de origen epidemioldgico, tales como la reorientacién
de los sistemas de vigilancia y diagndstico hacia la deteccion de SARS-CoV-2, lo
gue redujo significativamente la capacidad para detectar otros virus respiratorios
como el VSR. Asimismo, las estrictas medidas de contencion poblacional,
distanciamiento social, uso de cubrebocas y confinamiento implementadas para
frenar la transmisién del COVID-19 también habrian impactado fuertemente la
circulacion del VSR, reduciendo las oportunidades de transmision y causando la

desaparicion de varios linajes virales.

Otra posible explicacién, es que el VSR haya seguido circulando de
manera focal o subdetectada en regiones o poblaciones donde las medidas de
contencién no se implementaron de manera rigurosa o sostenida, lo que habria
permitido la continuidad y posterior expansion de ciertos clados. También es
posible, aungue menos probable dada la estabilidad en la tasa de sustitucion que
los clados supervivientes presentaran ligeras ventajas adaptativas en términos
de transmisibilidad o evasién inmune que no se reflejan como un aumento en la
tasa global de sustitucion, pero que si les otorgaron una mayor capacidad de

persistencia en ambientes de baja circulacion viral.

En conjunto, estos hallazgos ilustran como los eventos epidemiolégicos a
gran escala, como una pandemia global, pueden generar cuellos de botella
virales, moldear la diversidad genética de virus respiratorios como el VSR, y

afectar su dindmica evolutiva sin necesariamente alterar sus tasas de mutacion.
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En el arbol de maxima credibilidad de clado también se puede observar
gue dos de las tres muestras aisladas en el estado de Nuevo Ledn forman un
clado Unico y bien soportado, lo que proporciona evidencia clara de una
circulacion local del VSR en esta region durante la temporada invernal analizada.
La formacién de este clado exclusivo sugiere que dichas muestras comparten un
ancestro comun reciente y que el virus ha estado transmitiéndose dentro del
estado de manera sostenida, posiblemente a través de cadenas locales de

contagio.

Al trazar hacia atras la filogenia de este clado, se observa que el ancestro
comun mas cercano a este grupo de muestras de Nuevo Ledn corresponde a un
aislado originado en Argentina. Este linaje argentino, a su vez, muestra una
diversificacion hacia un clado local en Argentina y, paralelamente, da origen a la
rama que posteriormente aparece en México, especificamente en Nuevo Leon.
Este patréon indica que el virus fue importado de forma internacional, desde
Argentina hacia México, muy probablemente a través del movimiento de
personas o contactos internacionales, reflejando la interconexién global en la

diseminacion del VSR.

Finalmente, al continuar retrocediendo en el arbol filogenético, se identifica
que la raiz ancestral del linaje argentino que dio lugar al clado de Nuevo Leén
proviene de un aislado en los Estados Unidos. Esto sugiere que el linaje de VSR
gue actualmente circula en Nuevo Leon tiene un origen evolutivo que involucra
al menos tres paises en su trayectoria filogeografica: Estados Unidos —

Argentina — México (Nuevo Leon).

Finalmente, la tercera muestra aislada en el estado de Nuevo Le6n no se
agrupa dentro del clado formado por las otras dos muestras locales, sino que
sigue una trayectoria filogenética distinta. En su caso, el ancestro comdn mas
cercano corresponde a un aislado proveniente de Estados Unidos, y al continuar
hacia atras en el arbol filogenético, se observa que su raiz también tiene origen

en EUA, lo cual indica que esta muestra representa una introduccion
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independiente del virus sincitial respiratorio en la region, probablemente también

a través de transmision internacional directa desde territorio estadounidense.

Cabe mencionar que el soporte estadistico de todos estos clados, medido
como probabilidad posterior, es superior a 0.95, lo cual indica un alto grado de

confianza en la resolucion de estas relaciones filogenéticas.

Posterior a este analisis filogenético, y con la finalidad de confirmar las
observaciones obtenidas en cuanto a los patrones de transmision y la posible
importacion internacional del virus sincitial respiratorio (VSR) hacia el estado de
Nuevo Leon, se utilizd la plataforma Nextstrain. Esta es una herramienta
bioinformética interactiva y de codigo abierto que permite la visualizacién en
tiempo real de la evolucion genética de agentes infecciosos, como virus y
bacterias, integrando analisis filogenéticos, metadatos epidemiolégicos y
representaciones geoespaciales. Nextstrain ofrece una interfaz dinamica que
facilita la exploracion de arboles filogenéticos, mapas de dispersion global y
lineas de tiempo, todo ello basado en datos gendmicos actualizados y metadatos

recopilados de diversas fuentes.

A través de la base de datos disponible en Nextstrain, se exploraron las
trayectorias de transmision geogréfica del VSR. Al visualizar el mapa interactivo
proporcionado por la plataforma, fue posible observar de manera clara una
conexion directa entre los aislamientos de Estados Unidos, México y Argentina,
en correspondencia con lo observado previamente en el arbol filogenético
generado mediante BEAST. Esta visualizacion confirmé de manera
complementaria que, efectivamente, las secuencias obtenidas en el estado de
Nuevo Ledn tienen un vinculo filogenético cercano con aislamientos argentinos y
estadounidenses, lo cual respalda la hipotesis de una introduccién internacional
del virus hacia México, reforzando asi la validez de los resultados obtenidos a
través del analisis temporal y espacial llevado a cabo con herramientas de

filogenia bayesiana.
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Figura 18. Mapa geogréafico generado en Nextstrain que muestra las lineas de transmision
del VSR en América. Se observa un patrén de circulacion viral desde Estados Unidos hacia
Argentina, seguido de una introduccién posterior a México, lo que sugiere rutas de diseminacién

transcontinentales

14
RESULTADOS OBJETIVO 3

Para el siguiente objetivo, que consisti0 en analizar la dindmica
poblacional del VSR, se aproveché el archivo .xml previamente generado
mediante BEAULi, en el cual ya se habia configurado el modelo de Bayesian
Skygrid como tree prior. Este modelo permite estimar los cambios en el tamafio
poblacional efectivo del virus a lo largo del tiempo, proporcionando una

representacion flexible y no paramétrica de su historia demogréfica.

Para esta configuracion, se establecié una resolucion temporal de dos
intervalos por afio (es decir, una medicion cada 6 meses), cubriendo un total de
8 afos, lo cual resulto en 16 intervalos de estimacion. Esta escala temporal fue

seleccionada para poder capturar con suficiente resolucion los cambios
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poblacionales que hayan ocurrido antes, durante y después de la pandemia por
COVID-19, sin perder la estabilidad estadistica del modelo.

Con este archivo y los resultados de la corrida en BEAST, se procedié a
realizar la reconstruccion demogréfica en el programa TRACER, el cual forma
parte del paquete de herramientas complementarias de BEAST. En la seccién de
"Analysis" se utilizd la opcién de "Skygrid Reconstruction”, ingresando como
parametro clave la fecha decimal de la muestra mas reciente (2025.0520), y
ajustando manualmente el eje X del grafico para que abarque el intervalo de
tiempo desde 2016.9480 (correspondiente a la muestra mas antigua) hasta
2025.0520.

1000
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Figura 19. Analisis filodinamico del VSR utilizando el modelo Bayesian SkyGrid en BEAST,
mostrando cambios en el tamafio poblacional efectivo (Ne) a lo largo del tiempo (escala
logaritmica en el eje Y). El eje X representa afios (2017—2025), con una disminucion notable en
la diversidad genética hacia 2020-2021, seguida de una recuperacion parcial y posterior

comportamiento estable compatible con cambios estacionales del virus.

En la Figura, se observa un marcado aumento en la diversidad genética

efectiva del VSR desde finales de 2016 hasta alcanzar un primer pico en 2019,
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lo cual podria estar relacionado con la circulacién de multiples linajes virales o un
aumento en la tasa de transmision. Posteriormente, entre 2020 y 2021, se
evidencia una caida en el tamafio poblacional efectivo, coincidente con el inicio
de la pandemia por SARS-CoV-2, durante la cual se documentd una reduccion
generalizada en la circulacién de virus respiratorios estacionales, incluido el VSR.
Este descenso sugiere un posible cuello de botella poblacional, probablemente
inducido por las medidas de mitigacion de la COVID-19, como el confinamiento,

el uso de mascarillas y la suspension de actividades escolares.

A partir de 2021, se aprecia una recuperacion progresiva de la diversidad
genética efectiva, alcanzando un segundo pico en 2023, lo cual concuerda con
los reportes de reemergencia del VSR en diversos paises tras el levantamiento
de las restricciones sanitarias. Esta tendencia sugiere una nueva expansion
poblacional del virus, posiblemente favorecida por la acumulacion de individuos

susceptibles durante el periodo de baja circulacion.

Sin embargo, a partir de mediados de 2024, el modelo muestra una nueva
caida en el tamafio poblacional efectivo del VSR. Esta disminucion puede
interpretarse como una sefial de presidn selectiva reciente, posiblemente
atribuible a la introduccién de intervenciones como programas de vacunacién o
el uso extendido de profilaxis con anticuerpos monoclonales. Alternativamente,
también podria reflejar la dominancia de un nimero reducido de variantes virales,
resultado de un proceso de sustitucion de linajes con menor diversidad intra-

clado.

Cabe destacar que los intervalos de credibilidad se amplian hacia los
extremos del eje temporal, lo cual es esperable debido a la menor densidad de

informacion genética en esas regiones.
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RESULTADOS OBJETIVO 4

Para el siguiente objetivo, que consistio en identificar potenciales
adaptaciones evolutivas del VSR, se aprovecho6 el andlisis de la calidad del
ensamblado de las secuencias de genoma completo obtenidas en el laboratorio.
Estas secuencias fueron utilizadas, ya que abarcan de manera integra el gen que
codifica para la proteina F, la cual es el principal blanco de los anticuerpos
monoclonales (MmAbs) y de las vacunas actualmente comercializadas para la

prevencion de la infeccién por VSR.

El analisis se realiz6 utilizando la plataforma Nextclade, una herramienta
bioinformética ampliamente utilizada en estudios de vigilancia genémica viral.
Nextclade no solo permite evaluar la calidad de las secuencias y asignar clados
filogenéticos, sino que también genera un reporte detallado de mutaciones
(incluyendo sustituciones, deleciones e inserciones) en comparaciéon con una

secuencia consenso de referencia, que en este caso fue A/England/397/2017.

Posterior a la obtencion del reporte de mutaciones, se procedi6 a realizar
una busqueda intencionada de aquellas mutaciones previamente reportadas en
la literatura cientifica como asociadas a resistencia a anticuerpos monoclonales

y vacunas.

En el reporte de mutaciones generado por la plataforma Nextclade, se
observdé que las tres secuencias obtenidas en Nuevo Ledn no contenian
mutaciones previamente reportadas en la literatura como asociadas a resistencia
a anticuerpos monoclonales o vacunas. Sin embargo, se identificaron un conjunto
de mutaciones compartidas entre las tres secuencias, lo cual podria indicar un
origen comun o una circulacion local de una variante particular del VSR en la

region.

Las mutaciones compartidas fueron las siguientes:
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Gen Mutacion
L142S
E224V
L298P
T320A
N143D
T179S
11653V

K1661N

E1725G

M43l

Il OO0

Tabla 11. Mutaciones encontradas que son compartidas entre las tres secuencias mexicanas y el

gen correspondiente en el que se encuentran.
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DISCUSION

El andlisis filogenético y evolutivo del VSR realizado en esta tesis
proporciona una vision amplia de la dinamica de transmision, diversidad genética
y evolucion reciente del virus, con especial énfasis en la circulacion de variantes
en el estado de Nuevo Ledn durante la temporada invernal de 2023-2024. Los
datos obtenidos permiten reflexionar sobre el impacto de eventos
epidemioldgicos globales, como la pandemia por COVID-19, asi como sobre la
necesidad de una vigilancia gendmica sostenida del VSR, especialmente ante la
reciente introduccion de terapias inmunoprevenibles como los anticuerpos

monoclonales y vacunas dirigidas contra la proteina F.

En primer lugar, el alineamiento de secuencias mediante MAFFT permitio
estandarizar los fragmentos genéticos al tamafio correspondiente a la proteina
G, optimizando asi la calidad del analisis filogenético posterior. La seleccion del
modelo de sustitucion GTR+F+1+G4 mediante IQ-TREEZ2, y la posterior inferencia
de éarboles de maxima verosimilitud, proporcionaron una base sdlida para
explorar las relaciones evolutivas entre las cepas analizadas. El analisis temporal
mediante TempEst revelé una correlacion moderada (R? = 0.433) entre la
divergencia genética y el tiempo, con una tasa de sustitucién de 1.835E-3, lo cual
sugiere una sefal temporal aceptable para inferencias calibradas en el tiempo.
Este valor es consistente con reportes previos para VSR?!?, reafirmando la

confiabilidad del analisis.

Uno de los hallazgos mas llamativos fue la clara sefial de extincion de
multiples clados durante el afio 2020, coincidente con la pandemia por SARS-
CoV-2. Esta reduccion en la diversidad genética no se asocié con un cambio
significativo en la tasa de sustitucion (2.57E-3), lo cual sugiere gque la extincion
de clados no fue resultado de un cambio evolutivo acelerado del virus, sino mas
probablemente producto de factores externos®'63. Dos hip6tesis emergen: 1. una
menor vigilancia y notificacién del VSR durante los afios pico de COVID-19

debido a la focalizacién de recursos diagndésticos en SARS-CoV-2, y 2. la eficacia
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de las medidas no farmacologicas implementadas para COVID-19 (como el
distanciamiento social y uso de mascarillas) en reducir la transmision de otros

virus respiratorios como el VSR61-65,

Tras la relajacion de estas medidas, varios paises experimentaron brotes
atipicos, fuera de temporada y con intensidades inusuales, afectando a grupos
etarios mas amplios, incluyendo nifios mayores sin inmunidad previa®-"°. Esta
alteracion de la estacionalidad y los patrones epidemiologicos del VSR también
fue documentada en América Latina y México, donde se observd un aumento en
la proporcién de hospitalizaciones en edades mayores a las tradicionalmente

afectadas®167.71

En términos de filodinamica, el andlisis en BEAST utilizando un modelo
Bayesian Skygrid con mediciones cada seis meses durante los ultimos ocho afios
permitié visualizar las fluctuaciones en el tamafio poblacional efectivo del virus.
Los resultados obtenidos en TRACER evidenciaron un cuello de botella en 2020,
seguido por un aumento paulatino en el tamafo poblacional del VSR a partir de
2021, apoyando nuevamente la hip6tesis de un resurgimiento post-

pandémico®6.67.72

La vigilancia gendmica en distintas regiones muestra que, tras la
pandemia, no surgieron variantes radicalmente nuevas, Sino una reemergencia
de genotipos previamente circulantes, como ON1 (RSV-A) y BA-CC (RSV-B), con
acumulacion de mutaciones en regiones antigénicas relevantes como las

proteinas G y F68-70.73.74

En cuanto a la circulacién geogréfica, el arbol de maxima credibilidad
generado por TreeAnnotator mostré que dos de las tres muestras obtenidas en
Nuevo Leon formaban un clado Unico, con alto soporte estadistico (>0.95), lo que
respalda una circulacion local del virus en la regién. Este clado compartia un
ancestro comun con un aislado previo de Argentina, sugiriendo un evento de
importacion internacional, y dicho linaje argentino se remontaba
filogenéticamente a un linaje estadounidense, marcando una posible ruta de

transmision EUA — Argentina — Meéxico. La tercera muestra de Nuevo Leon,
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aunque no pertenecia al mismo clado, también compartia un ancestro cercano
con un aislado de EUA, lo que refuerza el papel de este pais como fuente
recurrente de variantes virales. Estos hallazgos fueron respaldados de forma
independiente mediante la plataforma Nextstrain, la cual permite visualizar en un
mapa global las rutas evolutivas y geogréficas del virus, confirmando la conexion

filogeografica entre EUA, México y Argentina.

El analisis de mutaciones a partir de los genomas completos ensamblados
permitié explorar la posibilidad de adaptaciones evolutivas recientes. Aunque no
se detectaron mutaciones en la proteina F que estuvieran asociadas en la
literatura con resistencia a vacunas o anticuerpos monoclonales, se identificaron
varias mutaciones compartidas en las proteinas G, L y M entre las tres muestras
de Nuevo Leon: L142S, E224V, L298P y T320A en la G; N143D, T179S, 11653V,
K1661N y E1725G en la L; y M43l en la M. La presencia compartida de estas
mutaciones sugiere un linaje circulante comun, y aunque su relevancia funcional
aln no esta descrita, podrian representar adaptaciones locales o mutaciones
neutras que se han fijado por deriva genética®®’47’, Estudios recientes han
comenzado a esclarecer la relacion entre estas mutaciones y la funcionalidad de
la polimerasa viral, asi como su interaccion con la proteina de matriz, lo cual

podria abrir nuevas vias terapéuticas’3’7.78,

En cuanto a la prevencién, el uso de anticuerpos monoclonales de larga
duracion como nirsevimab ha demostrado una eficacia significativa en reducir las
hospitalizaciones por VSR en lactantes, incluso en un contexto de cambios post-
pandemia. La vacunacion materna también ha mostrado resultados alentadores,
y ambas estrategias han sido recientemente implementadas en algunos paises
como EE. UU.51.79-81 Sin embargo, persisten desafios importantes en América
Latina, como la desigualdad en el acceso a diagndstico molecular, terapias y

nuevas herramientas preventivas®.’*,

Desde el punto de vista metodoldgico, diversos estudios han documentado
la adaptacion de protocolos como lllumina CovidSeq™ y PCR multiplex para la

vigilancia gendmica eficiente del VSR, incluso en contextos con baja carga viral,
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facilitando la secuenciacion y andlisis en tiempo real®® 707682 Estas innovaciones
permiten una respuesta mas rapida ante brotes y una mejor caracterizacion de la

diversidad viral circulante.

En conjunto, los resultados de esta tesis no solo permiten contextualizar la
evolucion del VSR en un periodo post-pandémico, sino que también refuerzan la
necesidad de mantener una Vvigilancia molecular activa que incorpore
herramientas bioinformaticas robustas, filodinamica calibrada en el tiempo y
andlisis funcional de variantes. Esto cobra aun mayor relevancia ante la reciente
disponibilidad de vacunas y terapias inmunoldgicas especificas, las cuales
podrian ejercer una presion selectiva significativa en las poblaciones virales

circulantes.
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CONCLUSION

El virus sincitial respiratorio en el noreste de México mostr6 una alta
diversidad genética con multiples introducciones transcontinentales, destacando
una posible ruta de transmision EUA — Argentina — México. Durante el periodo
2020-2021, se identificd un cuello de botella genético asociado a la pandemia de
COVID-19, seguido por una recuperacion parcial de la diversidad viral. Esta
dindmica estuvo mas influenciada por factores sociales y epidemiolégicos que
por presion evolutiva, ya que no se observaron cambios en la tasa de sustitucion

ni mutaciones asociadas a resistencia a vacunas o terapias inmunoprevenibles.

Se identificaron mutaciones compartidas en proteinas G, L y M entre los
aislamientos locales, que podrian representar adaptaciones locales o eventos de
deriva genética, aunque su impacto funcional aun no ha sido descrito. Asimismo,
se detecto un clado local con alto soporte estadistico, lo que evidencia circulacion

autoctona del VSR en la region.

El uso de secuenciacion de tercera generacién y herramientas
bioinforméticas permitié un analisis robusto, mientras que el enfoque filodinamico
reveld fluctuaciones poblacionales concordantes con eventos epidemioldgicos
recientes. En conjunto, estos hallazgos reafirman la importancia de una vigilancia
gendmica sostenida, especialmente ante la introduccion de nuevas estrategias
preventivas como los anticuerpos monoclonales y las vacunas dirigidas contra la

proteina F.
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19
ANEXOS
19.1 Ejecucion de alineamiento multiple de secuencias en entorno Linux

La siguiente linea de comando fue utilizada en el sistema operativo Ubuntu

para realizar un alineamiento multiple de secuencias:

mafft alnt mafftl.fasta > alnt mafft2.fasta

Este comando corresponde a la ejecucién del programa MAFFT (Multiple
Alignment using Fast Fourier Transform), una herramienta bioinforméatica
ampliamente utilizada para la alineacion multiple de secuencias de ADN, ARN o
proteinas. En este caso, el archivo de entrada alnt_mafftl.fasta contiene las
secuencias a alinear, y el resultado del alineamiento se redirige al archivo

alnt_mafft2.fasta.
19.2 Seleccién del modelo evolutivo mediante IQ-TREE 2

La siguiente linea de comando fue utilizada en el sistema operativo Ubuntu
como parte del analisis filogenético para determinar el modelo evolutivo méas

adecuado:
igtree2 -T AUTO -m TESTONLY -s alnt mafft2.fasta

Esta instruccion ejecuta el programa IQ-TREE 2, una herramienta
reconocida por su eficiencia y precision en la inferencia de arboles filogenéticos.
El parametro -s alnt_mafft2.fasta especifica el archivo de entrada que contiene el
conjunto de secuencias previamente alineadas. La opcion -m TESTONLY indica
que se debe realizar Unicamente la seleccion del modelo evolutivo mas
adecuado, sin proceder a la construccion del arbol filogenético. Finalmente, la
opcion -T AUTO permite que IQ-TREE detecte automéaticamente el nimero
Optimo de ndcleos de procesamiento disponibles, optimizando asi el rendimiento

computacional.
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19.3 Inferencia filogenética utilizando 1Q-TREE 2

Una vez identificado el modelo de sustitucion mas adecuado, se procedio
a inferir el arbol filogenético a partir del alineamiento de secuencias mediante la

siguiente linea de comando en el sistema operativo Ubuntu:

igtree2 -s alnt mafft2.fasta -m TEST --mset beastl -B 1000 -
alrt 1000 -T AUTO

En este comando, se emplea el programa IQ-TREE 2, el cual toma como
entrada el archivo alnt_mafft2.fasta, que contiene el conjunto de secuencias
previamente alineadas. La opcion -m TEST permite realizar una reevaluacion del
modelo de sustitucion, mientras que --mset beastl restringe la blusqueda a los
modelos compatibles con el software BEAST1, lo cual resulta atil en caso de que

se planeen andlisis filodinamicos posteriores con dicha herramienta.

Los parametros -B 1000 y -alrt 1000 indican que se debe realizar un
analisis de soporte estadistico del arbol utilizando 1,000 réplicas de bootstrapping
ultrarrapido (UFBoot) y 1,000 réplicas del test de razén de verosimilitud
aproximado (aLRT), respectivamente. Por ultimo, -T AUTO permite al programa
detectar automaticamente el numero 6ptimo de ndcleos de procesamiento
disponibles, optimizando asi el uso de recursos computacionales durante la

inferencia del arbol.

19.4 Ejecucidn del analisis bayesiano con BEAST utilizando aceleracion por
GPU

nohup beast -beagle cuda alnt mundo skygrid 300.xml &>
beast.log &

Esta linea de comando permiti6 ejecutar BEAST aprovechando la
aceleracion por GPU mediante la biblioteca BEAGLE con soporte CUDA, lo cual
incremento significativamente la velocidad de computo. Adicionalmente, el uso
de nohup aseguré que el proceso continuara ejecutandose incluso si la terminal
era cerrada, lo que es especialmente util en entornos de computo remoto o en

servidores. El resultado principal del andlisis fue almacenado en un archivo de
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log (beast.log), ademas de archivos secundarios que contenian los arboles

filogenéticos generados en cada paso del muestreo bayesiano.
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