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1 

 
INTRODUCCIÓN 

 
1.1 Epidemiología 

 
Cada año, 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 niños menores 

de cinco años.1 Durante la temporada invernal 2023-2024, hasta la semana 

epidemiológica 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 años, 

predominantemente en Ciudad de México, Estado de México, Aguascalientes, 

Nuevo León y San Luis Potosí.2 

1.2 Taxonomía 

 
El VSR es un virus de ARN monocatenario de sentido negativo.3 El nombre 

científico de esta especie viral es orthopneumovirus humano, que es sinónimo 

del virus sincitial respiratorio humano (VSRh), comúnmente abreviado como 

VSR. Pertenece al género Orthopneumovirus, familia Pneumoviridae, orden 

Mononegavirales. Su nombre proviene del hecho de que las proteínas F en la 

superficie del virus hacen que las membranas de las células vecinas se fusionen, 

creando grandes sincitios multinucleados.4 
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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 nucleótidos de 

longitud. Estructuralmente, el VSR es un virus esférico con envoltura que mide 

aproximadamente 150 nm de diámetro.5 Su genoma de ARN está encerrado 

dentro de la partícula viral y codifica proteínas estructurales internas cruciales las 

cuales incluyen; proteína de matriz (M), nucleoproteína (N), proteínas necesarias 

para un complejo de polimerasa funcional como fosfoproteína (P) y polimerasa 

(L), proteínas no estructurales implicadas en la evasión de la respuesta inmune 

innata (NS-1 y NS-2), glicoproteínas transmembrana expuestas externamente 

como la pequeña proteína hidrofóbica (SH), glicoproteína (G), proteína de fusión 

(F) y proteína regulatoria (M2) dividida en proteínas de antiterminación M2-1 y 

M2-2, involucradas en la regulación de la transcripción/replicación.6 

1.4 Subtipos antigénicos 

 
El virus sincitial respiratorio se clasifica en dos subtipos antigénicos 

principales: VSR-A y VSR-B. Esta clasificación se basa en diferencias antigénicas 

detectadas mediante anticuerpos monoclonales dirigidos principalmente contra 

la proteína de fusión (F)7, aunque la mayor variabilidad genética y antigénica se 

localiza en la glicoproteína de adhesión G, lo que permite diferenciar no solo los 

subtipos, sino también múltiples genotipos y clados dentro de cada uno.8 
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Ambos subtipos pueden circular simultáneamente durante una misma 

temporada epidémica, aunque típicamente el subtipo A se detecta con mayor 

frecuencia que el B. No obstante, la predominancia relativa puede variar según 

el año y la región.8 

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 

específicas y características evolutivas comunes.9 

En el subtipo VSR-A, el genotipo ON1, identificado por una inserción de 

72 nucleótidos en el gen G, ha sido el más prevalente a nivel mundial durante la 

última 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 aminoácidos específicas en la región hipervariable 

de la proteína G. Estos clados han mostrado una dinámica evolutiva activa y su 

distribución geográfica y temporal varía, lo que sugiere una adaptación del virus 

a diferentes presiones inmunológicas.9 

En el subtipo VSR-B, el genotipo BA (que presenta una duplicación de 60 

nucleótidos en el gen G) es el dominante desde finales de los años noventa. Este 

también ha dado origen a múltiples clados, entre los cuales se han descrito 

variantes como BA-CC1a, BA-CC1b y BA-CC2, que muestran una circulación 

persistente a nivel global. Estas variantes se caracterizan por mutaciones 

acumulativas que podrían estar asociadas a ventajas en la evasión inmune o a 

una mayor transmisibilidad.10 

De acuerdo con estudios recientes, tras la pandemia de COVID-19 y las 

medidas sanitarias implementadas, los únicos genotipos/clados que circulan de 

forma significativa en la actualidad son ON1 (VSR-A) y BA-CC (VSR-B).¹⁰ Esta 

aparente restricción genética podría reflejar un efecto de cuello de botella 

poblacional del virus, así como la presión selectiva ejercida por la inmunidad de 

grupo y los cambios en el comportamiento poblacional.10 
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1.5 Ciclo de replicación viral 

 
Después de la fusión de las membranas del virus y de la célula huésped, 

la nucleocápside viral, que contiene el genoma viral, y la polimerasa viral 

asociada se entregan al citoplasma de la célula huésped. La transcripción y la 

traducción ocurren dentro del citoplasma. La ARN polimerasa dependiente de 

ARN transcribe el genoma en 10 segmentos de ARN mensajero (ARNm), que 

son traducidos en proteínas estructurales por la maquinaria de la célula huésped. 

Durante la replicación 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 genómico de sentido negativo, que se empaqueta en nucleocápsides y se 

transporta a la membrana plasmática para el ensamblaje y la gemación de 

partículas.9 

 

Figura 2. Ciclo de replicación del Virus Sincitial Respiratorio. Córdova et. al. Virus Genes 

(2022) 
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1.6 Transmisión 

 
El VSR es altamente contagioso y puede causar brotes tanto por 

transmisión comunitaria como hospitalaria. Se estima que el R0 del VSR es de 

3.10 El VSR puede propagarse cuando una persona infectada tose o estornuda, 

liberando gotitas contaminadas en el aire. La transmisión generalmente ocurre 

cuando estas gotitas entran en contacto con los ojos, la nariz o la boca de otra 

persona. Como ocurre con todos los patógenos respiratorios que se presume se 

transmiten a través de gotitas respiratorias, es muy probable que se transporte 

por los aerosoles generados durante la respiración y el habla.11 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 

período de incubación de 2 a 8 días. Una vez infectadas, las personas suelen ser 

contagiosas durante 3 a 8 días. Sin embargo, en los bebés y en las personas con 

sistemas inmunitarios debilitados, el virus puede continuar propagándose hasta 

por 4 semanas incluso después de que ya no presenten síntomas.12 

1.7 Patogénesis 

 
Después de la transmisión a través de la nariz o los ojos, el VSR infecta 

las células epiteliales cilíndricas ciliadas de las vías respiratorias superiores e 

inferiores.4 El VSR continúa replicándose dentro de estas células bronquiales 

durante unos 8 días. 

Después de los primeros días, las células infectadas por el VSR se vuelven 

más redondeadas y, finalmente, se desprenden hacia los bronquiolos más 

pequeños de las vías respiratorias inferiores. Se cree que este mecanismo de 

desprendimiento también es responsable de la propagación del virus desde las 

vías respiratorias superiores a las inferiores. La infección causa inflamación 

generalizada en los pulmones, incluyendo la migración e infiltración de células 

inflamatorias como monocitos y células T, necrosis de la pared celular epitelial, 

edema y aumento de la producción de moco. La inflamación y el daño celular 
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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 obstrucción de las vías respiratorias inferiores.3, 4 

1.8 Signos y síntomas 

 
La infección por VSR puede presentarse con una amplia variedad de 

signos y síntomas que van desde infecciones leves del tracto respiratorio superior 

(ITRS) hasta infecciones graves y potencialmente mortales del tracto respiratorio 

inferior (ITRI) que requieren hospitalización y ventilación mecánica. Aunque el 

VSR puede causar infecciones del tracto respiratorio en personas de todas las 

edades y es una de las infecciones infantiles más comunes, su presentación a 

menudo varía según el grupo de edad y el estado inmunológico.13 

Las infecciones por VSR en la infancia son bastante autolimitadas, con 

signos y síntomas típicos del tracto respiratorio superior, como congestión nasal, 

rinorrea, tos y fiebre leve. En la exploración clínica, se puede observar rinitis y 

faringitis, así como inyección conjuntival. Aproximadamente entre el 15% y el 

50% de los niños desarrollarán infecciones más graves del tracto respiratorio 

inferior, como bronquiolitis, neumonía viral o laringotraqueobronquitis.14 

La bronquiolitis es una infección común del tracto respiratorio inferior 

caracterizada por la inflamación y obstrucción de las pequeñas vías 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 días de rinorrea y congestión, seguidos de empeoramiento de la tos, 

estertores, taquipnea y sibilancias. Puede haber fiebre, pero la fiebre alta 

(>38.5°C) es poco común. 

A menudo se pueden escuchar estertores y sibilancias en la auscultación, 

y los niveles de saturación de oxígeno pueden estar disminuidos (<95% SatO2).15 

La reinfección con VSR sigue siendo común a lo largo de la vida. La reinfección 

en la edad adulta a menudo produce solo síntomas leves a moderados que no se 

distinguen del resfriado común o la infección sinusal. La infección también 
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puede ser asintomática. Si hay síntomas, generalmente se limitan al tracto 

respiratorio superior: rinorrea, odinofagia, fiebre y malestar general. En la gran 

mayoría de los casos, la congestión nasal precede al desarrollo de la tos. A 

diferencia de otras infecciones del tracto respiratorio superior, el VSR también es 

más probable que cause sibilancias de aparición nueva en adultos. 

Aproximadamente el 25% de los adultos infectados progresarán a una infección 

significativa del tracto respiratorio inferior, como bronquitis o traqueobronquitis.13 

El VSR afecta a muchas poblaciones de manera diferente. La población 

con mayor riesgo de complicaciones por VSR son los pacientes pediátricos, 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.16 Entre 6,000 y 10,000 adultos 

mayores mueren a causa de la infección por VSR cada año. Además, el VSR 

puede llevar al empeoramiento de condiciones graves como el asma, la 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), una enfermedad pulmonar 

común que causa restricción del flujo de aire y problemas respiratorios, e incluso 

la insuficiencia cardíaca congestiva, cuando el corazón no puede bombear 

suficiente sangre y oxígeno a través del cuerpo. La atención médica rápida y 

adecuada es importante para los adultos mayores, ya que esperar o recibir un 

diagnóstico erróneo puede estar asociado con un mayor riesgo de 

complicaciones.16 

1.9 Diagnóstico 

 
diagnóstico de la infección por virus sincitial respiratorio puede realizarse 

mediante diversas técnicas, entre ellas pruebas de detección de antígenos, 

cultivo viral y pruebas moleculares. Aunque la Academia Americana de Pediatría 

(AAP) no recomienda el uso rutinario de pruebas de laboratorio para confirmar 

bronquiolitis en niños previamente sanos, su empleo puede estar justificado en 

pacientes de alto riesgo, o cuando el resultado influirá en decisiones clínicas o de 

control epidemiológico.4 
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En el contexto clínico, las pruebas rápidas de detección de antígenos 

(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 población pediátrica o durante periodos de baja 

circulación viral.4,18 

Los ensayos moleculares, como la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), ofrecen una mayor sensibilidad, especialmente útil en adultos o pacientes 

con menor carga viral.4 Sin embargo, estas técnicas, aunque eficaces para la 

detección del virus, no proporcionan información detallada sobre la identidad 

genética, los genotipos o los clados circulantes, datos esenciales para la 

vigilancia epidemiológica y la detección de variantes emergentes. 

Es en este contexto donde la secuenciación de próxima generación (NGS) 

adquiere un papel fundamental. Esta tecnología permite no solo detectar la 

presencia del virus, sino también analizar su variabilidad genética, reconstruir 

relaciones filogenéticas y rastrear la evolución viral en tiempo y espacio.21 En 

particular, la secuenciación de tercera generación, como la basada en tecnología 

de nanoporos, permite obtener secuencias largas de forma rápida y portátil, 

siendo una herramienta poderosa en entornos con infraestructura limitada.21 

Para esta tesis, la NGS se utilizó con el objetivo de caracterizar 

genéticamente los aislados de VSR recolectados durante la temporada invernal 

2023–2024 en el área metropolitana de Monterrey, permitiendo la identificación 

de genotipos y clados circulantes, así como la detección de mutaciones 

potencialmente asociadas con resistencia a terapias o evasión inmune. 

En conjunto, esta metodología supera las limitaciones de las técnicas 

diagnósticas tradicionales y proporciona información crítica para la vigilancia 

molecular, el diseño de vacunas y la predicción de cambios epidemiológicos.21,22 

1.10 Tratamiento 

 
Actualmente, el tratamiento de la infección por VSR se basa 

principalmente en medidas de soporte clínico, como el suministro de oxígeno, 
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hidratación intravenosa y asistencia respiratoria en casos graves. La mayoría 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.23,30 

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 proteína F, una glicoproteína de 

fusión esencial para la entrada del virus a la célula hospedera.25,28 

Estos anticuerpos son diseñados para unirse a epítopos específicos en la 

proteína F, bloqueando la replicación viral. El más reciente, nirsevimab, ha 

demostrado eficacia superior a palivizumab, con una sola dosis estacional y un 

perfil de seguridad favorable.27 Clesrovimab, actualmente en ensayos clínicos 

avanzados, también ha mostrado resultados prometedores.29 

No obstante, la eficacia de estas terapias puede verse comprometida por 

mutaciones emergentes en las regiones objetivo de la proteína F, especialmente 

en el contexto de una presión selectiva ejercida por la inmunidad colectiva y el 

uso extendido de terapias basadas en anticuerpos. En este sentido, la 

caracterización genética del VSR, incluyendo el análisis de clados y variantes 

circulantes mediante técnicas como la secuenciación de tercera generación, se 

vuelve fundamental. 

Estudios recientes han identificado mutaciones asociadas a escape 

inmunológico dentro de ciertos clados del genotipo ON1 (VSR-A), que podrían 

reducir la afinidad de unión de anticuerpos monoclonales, afectando su eficacia 

clínica. Del mismo modo, variantes del genotipo BA (VSR-B) han mostrado 

cambios en la proteína F que justifican un monitoreo genético continuo.30 

Por tanto, en el contexto de esta tesis, el análisis filogenético y genómico 

del VSR no solo contribuye a comprender la diversidad viral, sino que también 

permite anticipar la posible aparición de variantes resistentes a anticuerpos 
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monoclonales, lo que tiene implicaciones directas para las estrategias de 

inmunización y tratamiento a futuro. 

1.11 Prevención 

 
El desarrollo de vacunas contra el virus sincitial respiratorio (VSR) 

representa un avance importante en la prevención de infecciones respiratorias 

graves, particularmente en adultos mayores, lactantes y personas 

inmunocomprometidas. Las vacunas recientemente aprobadas, como Arexvy 

(GSK) y Abrysvo (Pfizer), están basadas en versiones estabilizadas de la proteína 

F en su conformación de prefusión, común a los subtipos A y B del virus.31,36 

Estas formulaciones han demostrado eficacia significativa en la reducción de 

hospitalizaciones y enfermedad respiratoria grave, tanto en adultos como en 

lactantes mediante inmunización materna.37,40 

En 2024, Arexvy fue autorizada en México para su uso en adultos mayores 

de 60 años por la COFEPRIS, mientras que otras vacunas, como mRESVIA 

(Moderna), basada en ARNm, también han sido aprobadas en Estados Unidos y 

Europa.39,42 

Sin embargo, la presión inmunológica ejercida por estas nuevas vacunas 

podría favorecer la selección de variantes del VSR con mutaciones en la proteína 

F, especialmente en regiones inmunodominantes del antígeno. Por esta razón, la 

caracterización genética de las cepas circulantes, como la que se realiza 

mediante secuenciación de tercera generación, se vuelve crítica para monitorear 

posibles eventos de escape inmunológico. 

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 proteína F, lo que podría disminuir la 

eficacia de los anticuerpos neutralizantes inducidos por vacunas. La vigilancia 

filogenética continua permite identificar tempranamente estas variantes, evaluar 

su expansión poblacional, y determinar su impacto potencial en la eficacia 

vacunal.36 
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Así, en el marco de esta tesis, la secuenciación y análisis 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 evaluación, 

aportando evidencia para la vigilancia genómica y la toma de decisiones en salud 

pública. 
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2 

 
ANTECEDENTES DIRECTOS 

 
Los trabajos previos realizados por el equipo de investigación, como el 

análisis de infecciones postvacunales de SARS-CoV-2 y la caracterización 

genómica del virus de la viruela símica (MPXV), han demostrado su capacidad 

para aplicar metodologías de secuenciación genómica y análisis filogenético con 

el fin de identificar variantes virales, evaluar la eficacia de intervenciones 

vacunales y rastrear rutas de transmisión. 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 genómica es esencial para comprender su diversidad 

genética, evolución y asociación con patrones clínicos y epidemiológicos. 

En el año 2022, Galán-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 más frecuentes en personas 

vacunadas con CanSino, lo que se atribuyó a su alta prevalencia en la población 

estudiada, y en general, estos pacientes presentaron síntomas leves que no 

requirieron hospitalización. Mediante secuenciación genómica, se identificó que 

la variante Delta B.1.617.2 predominó en pacientes ambulatorios, mientras que 

la variante AY.4 fue más común en pacientes hospitalizados. Además, se detectó 

la variante Mu B.1.621 en un pequeño porcentaje de pacientes vacunados. Los 

resultados sugieren que estas variantes pueden comprometer la eficacia de las 

vacunas disponibles, subrayando la necesidad de monitorear las variantes del 

virus para ajustar estrategias de vacunación y control en la región. 

En el año 2023, Galán-Huerta et. al. Realizaron un estudio que se enfocó 

en el análisis genómico del virus de la viruela símica (MPXV) debido a un brote 
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multicéntrico de casos de MPXV en personas sin vínculo epidemiológico con 

regiones endémicas del virus. Se secuenció el genoma completo de un aislado 

de MPXV obtenido de un paciente en el norte de México. El análisis filogenético 

mostró que este virus estaba estrechamente relacionado con aislados 

provenientes de Alemania. Estos hallazgos destacan la propagación 

internacional del virus y subrayan la importancia de la vigilancia genómica para 

comprender las dinámicas de transmisión de MPXV fuera de sus áreas 

endémicas tradicionales. 

La aplicación de estudios como los realizados con SARS-CoV-2 y el virus 

de la viruela símica (MPXV) destaca la importancia de la vigilancia genómica y el 

análisis filogenético en la epidemiología molecular de enfermedades infecciosas, 

como lo es el VSR que en los últimos años 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 pediátricos como se 

pensaba anteriormente, así como la importancia de la vigilancia postvacunales 

ya que en este año se han aprobado tres nuevas vacunas para tratar las 

infecciones por VSR en adultos mayores y mujeres embarazadas. 

Este enfoque metodológico permite identificar variantes del virus 

asociadas con mayor transmisibilidad, gravedad de la enfermedad o resistencia 

a vacunas, como se observó en las infecciones postvacunales de SARS-CoV-2. 

Además, el rastreo de linajes genéticos, como en el caso de MPXV, facilita el 

entendimiento de las rutas de transmisión internacionales y la emergencia de 

brotes en regiones no endémicas. Aplicar estas estrategias al estudio del VSR 

proporcionará información clave sobre la diversidad genética del virus, su 

evolución en respuesta a intervenciones vacunales, y su relación con patrones 

clínicos y epidemiológicos, lo cual es esencial para optimizar medidas de control 

y prevenir la propagación del virus. 
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3 

 
JUSTIFICACIÓN 

 
El VSR afecta gravemente a niños, personas inmunocomprometidas y 

adultos mayores. Con el rápido envejecimiento de la población demográfica en 

México, se prevé que el impacto del VSR en los adultos mayores aumente. Sin 

embargo, la falta de estudios suficientes sobre la epidemiología molecular del 

VSR en el país limita la comprensión del virus y la eficacia de las medidas 

preventivas. Es crucial realizar investigaciones para identificar los virus 

circulantes y secuenciar su genoma, lo que permitirá mejorar la salud pública y 

desarrollar intervenciones más efectivas contra esta enfermedad en México. 

 
 
 

 
4 

 
PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 
¿Cómo 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 dinámica poblacional y espacial en esta región? 
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5 

 
OBJETIVOS 

 
5.1 General 

 
Analizar la evolución y dispersión del virus sincitial respiratorio en el 

noreste de México durante la temporada invernal 2023-2024, identificando los 

factores que han influido en su dinámica poblacional y espacial en esta región. 

 

 
5.2 Específicos 

 
1. Establecer las relaciones filogenéticas de los virus aislados en el noreste 

de México en el periodo invernal 2023-2024. 

2. Determinar la propagación espaciotemporal de los virus aislados y 

reportados en México. 

3. Analizar la transmisión y la dinámica 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 

 

 
Figura 3. Diagrama experimental general. OBJETIVO 1. Recolección de muestras 

nasofaríngeas, extracción de ARN viral con Nimbus (Seegene), transcripción inversa, 

amplificación y secuenciación del genoma viral para construir árboles de máxima verosimilitud y 

analizar relaciones filogenéticas. OBJETIVO 2. Uso de BEAST para generar árboles de máxima 

credibilidad calibrados en tiempo y espacio, observando la distribución espacio-temporal. 

OBJETIVO 3. Inferencia demográfica con BEAST mediante Bayesian Skyline Plot para graficar 

reconstrucciones demográficas. Aplicación de modelos de coalescencia exponencial o Birth- 

Death, según corresponda, para estimar R0 y validar datos con Tracer. OBJETIVO 4. Generación 

de reportes de mutaciones de genomas secuenciados. 
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7 

 
MATERIALES Y MÉTODOS 

 
7.1 Tipo de estudio 

 
El diseño metodológico se clasifica como observacional, transversal, 

descriptivo, no ciego. 

7.2 Obtención de muestras 

 
Se obtuvieron 57 muestras clínicas e información demográfica de 

pacientes que acudieron por atención médica a la Torre HU del Hospital 

Universitario “Dr. José Eleuterio González” de la Universidad Autónoma de Nuevo 

León. El periodo de recolección fue del 2 de octubre de 2023 al 20 de mayo de 

2024. Se empleó la muestra de ARN residual que se utilizó para realizar el 

diagnostico de Virus Sincitial Respiratorio por medio de RT-qPCR con CT ≤25 a 

través del ensayo Allplex SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV (Seegene Technologies) 

7.3 Criterios 

 
7.3.1 Inclusión 

 
Pacientes que, en los últimos 5 días, para los casos de enfermedad similar a 

la influenza (Ambulatoria) y en los últimos 7 días para los casos de infección 

respiratoria aguda grave (Hospitalizada) ha presentado al menos uno de los 

siguientes signos y síntomas: 

 Tos 

 Fiebre 

 dolor de cabeza 
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Acompañados de al menos uno de los siguientes signos o síntomas: 

 

Disnea Polipnea 

Mialgias Anosmia 

Artralgias Disgeusia 

Odinofagias Conjuntivitis. 

Escalofríos  

Dolor torácico  

Tabla 1. Signos y síntomas de enfermedad respiratoria viral. 

 

7.3.2 Exclusión 

 

 Pacientes que tengan más de siete días de evolución de los síntomas, 

con cuadros respiratorios recurrentes o con otra causa de infección 

aparente. 

 Pacientes a los cuales no se les detecte ARN de Virus Sincitial 

Respiratorio por medio de RT-qPCR. 

 Personas menores a 18 años o en estado de gestación. 

 
7.3.3 Eliminación 

 

 Falta de fecha de recolección 

 Contaminación de las muestras. 

 Muestra insuficiente. 

 Muestra degradada. 
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8 

 
OBJETIVO 1: FILOGENIA 

 
8.1 Extracción de ácidos nucleicos 

 
La extracción de ácidos nucleicos se llevó a cabo mediante el uso de un 

kit de cartucho universal STARMag (Seegene Technologies, Seúl, Corea del Sur) 

en una estación de extracción automática Nimbus (Seegene Technologies), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La detección del VRS se realizó con el 

ensayo Allplex SARS-CoV-2/FluA/FluB/RSV (Seegene Technologies), y 

posteriormente se aceptaron las muestras que obtuvieran un Ct <25 para su 

procesamiento posterior. 

8.2 Transcripción inversa 

 
La transcripción inversa se efectuó utilizando la enzima SuperScript IV 

Reverse Transcriptase (Invitrogen) en conjunto con cebadores específicos. Para 

la preparación de los primers, se mezclaron 10 µL de cebadores a una 

concentración de 10 µM en un tubo Eppendorf nuevo, y se diluyeron con 40 µL 

de agua ultrapura para obtener una concentración final de 2 µM. 

 

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 específicos para Virus Sincitial Respiratorio tipo A y tipo B. INFORM-RSV 

Langedijk et al. (2020) 

8.3 Protocolo de transcripción inversa 

 
Preparación inicial: 

 
Se preparó la mezcla inicial con los siguientes componentes: 

 

Componente Volumen 
Primers específicos 2µM 1 µL 

10mM dNTPs mix 1 µL 

Templado ARNv 11 µL 

TOTAL 13 µL 
Tabla 3. Mezcla de mix #1 para la transcripción inversa de VSR. 

 

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

durante 5 minutos, seguida de un enfriamiento en hielo durante 1 minuto. 

Preparación del segundo mix: 

 
Antes de continuar, se homogeneizaron mediante vortex y centrifugación del 

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

 

Componente Volumen Concentración final 
5x SSIV Buffer 4 µL 1x 

100 mM DDT 1 µL 5 mM 

RNase OUT 1 µL 0.29 U/ µL 

SuperScript IV Reverse 
Transcriptase 

1 µL 28.6 U/ µL 

TOTAL 7 µL  

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

 

Reacción de transcripción inversa: 
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Se añadió la mezcla de primers y ARN templado al segundo mix preparado, 

obteniendo un volumen final de 20 µL. La reacción se llevó a cabo en un 

termociclador bajo las siguientes condiciones: 

 52 °C durante 10 minutos. 

 80 °C durante 10 minutos. 

 4 °C indefinidamente. 

 
Digestión con RNase H: 

 
Debido a que se esperaban fragmentos de ADNc superiores a 1 kb, se añadieron 

1 µL de RNase H (New England Biolabs), teniendo una concentración final de 0.1 

U/µL a la mezcla y se incubó a 37 °C durante 20 minutos para eliminar restos de 

ARN templado. 

8.4 Reacción en Cadena de Polimerasa (PCR) 

 
La amplificación del genoma se realizó mediante la técnica de PCR, utilizando la 

enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs), conocida por 

su alta precisión en la síntesis de ADN. 

Preparación de la mezcla de reacción 

 
Se preparó un volumen final de 25 µL por muestra siguiendo la composición 

descrita a continuación: 

 

Componente Volumen Concentración final 
5x Q5 Reaction Buffer 5 µL 1x 

10mM dNTPs 0.5 µL 200 µM 

10mM Forward Primer 1.25 µL 0.5 µM 

10mM Reverse Primer 1.25 µL 0.5 µM 

Templado 4 µL < 1000 ng 

Q5 Hot Start Polymerase 0.25 µL 0.02 U/µl 

Agua 12.75 µL  

TOTAL 25 µL  

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

 
La amplificación se llevó a cabo en un termociclador bajo el siguiente programa 

de temperaturas: 

 

Paso Temperatura Tiempo Ciclos 

Desnaturalización Inicial 98°C 30 segundos 1 

Desnaturalización 98°C 10 segundos 
 

40 Alineación 61°C 10 segundos 

Extensión 72°C 3 minutos 

Extensión final 72°C 4 minutos 1 

Conservación 10°C Indefinidamente 

Tabla 6. Programa de PCR para Virus Sincitial Respiratorio 

 

8.6 Control de integridad y cuantificación del genoma viral 

 
8.6.1 Gel de agarosa 

 
La integridad de la amplificación se verificó mediante electroforesis en gel 

de agarosa al 0.8%, teñido con el intercalante SybrSafe, lo que permitió confirmar 

la calidad de los amplicones generados. 

Finalmente, la cuantificación del ADN purificado se realizó mediante 

fluorometría empleando el equipo Qubit (Thermo Fisher Scientific) , usando 1 µL 

de ADNc, lo que garantizó mediciones precisas de la concentración del ADN 

obtenido para su posterior análisis. 

8.6.2 Purificación de amplicones de ADNc 

 
Las perlas magnéticas (beckman coulter diagnostics) fueron 

resuspendidas mediante vortex, dejando la mezcla a temperatura ambiente. 

Una vez completada la amplificación del ADNc viral, se transfirió el 

volumen total de la reacción (25 µL) a tubos nuevos de 1.5 mL, previamente 

rotulados. 
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Se añadieron 21.6 µL 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 separación de las 

partículas magnéticas del sobrenadante. Una vez separadas, se retiró 

cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta, asegurándonos de no dispersar 

las partículas magnéticas. A continuación, se añadieron 200 µL de etanol al 70% 

a cada muestra, dispensando el líquido lentamente sobre la pared opuesta a las 

partículas magnéticas. Las muestras se incubaron durante 30 segundos a 

temperatura ambiente y se retiró el etanol cuidadosamente. Este proceso de 

lavado se repitió una vez más, para un total de dos lavados. 

Después del último lavado, se eliminó 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 µL. 

Posteriormente, se retiraron las muestras del magneto y se añadieron 40 µL de 

solución de elución a cada una. Se mezclaron mediante pipeteo 10 veces para 

asegurar una completa homogenización 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 

transfirió a tubos o placas nuevas, asegurándose de no tocar las partículas 

magnéticas. 

8.7 Preparación de biblioteca 

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

RBK114.24) proporcionado por Oxford Nanopore Technologies. 

Se programó 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 preparación de las bibliotecas 

se preparó en agua libre de nucleasas, ajustando un volumen de 9 µL 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 colocó en tubos eppendorf de 0.2 ml, seleccionando un 

código de barras único para cada muestra procesada en el mismo flujo. Para 

cada muestra, se prepararon 9 µL de ADN molde y 1 µL del código de barras 

(Rapid Barcode), totalizando un volumen de 10 µL. 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 recogió el líquido 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 µL debido a que se 

procesaron 6 muestras por duplicado y por cada muestra se requieren 10 µL. Las 

partículas magnéticas AMPure XP (AXP) se resuspendieron mediante vortex y se 

añadió un volumen igual de estas a la mezcla combinada (120 µL). El tubo se 

mezcló con suaves golpes y se incubó en un mezclador rotatorio (Hula mixer) 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Después de la incubación, se prepararon 3 ml de etanol fresco al 80 % en 

agua libre de nucleasas. Las muestras fueron centrifugadas, y el sobrenadante 

se separó utilizando un imán. Se realizaron dos lavados con 1.5 ml de etanol al 

80 %, cuidando no perturbar las partículas magnéticas, y el etanol residual se 

eliminó cuidadosamente tras una breve centrifugación. Las partículas se dejaron 

secar por 30 segundos, evitando el agrietamiento del pellet. 

Finalmente, el pellet se resuspendió en 15 µL de buffer de elución (EB) y 

se incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos. Las partículas magnéticas 

se separaron en el imán hasta que el eluato quedó claro y sin color, recuperando 

15 µL del eluato en un tubo limpio de 1.5 ml de Eppendorf LoBind. El ADN de la 

biblioteca resultante se transfirió, separando 11 µL para el siguiente paso. 
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En un tubo nuevo, se diluyó el adaptador rápido (RA) mezclando 1.5 µL de 

RA con 3.5 µL de buffer adaptador (ADB), totalizando 5 µL. A continuación, se 

añadió 1 µL de esta mezcla al ADN codificado, mezclando suavemente y 

centrifugando brevemente. La reacción se dejó incubar durante 5 minutos a 

temperatura ambiente, completando así la preparación 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 preparó la solución de carga mediante la mezcla 

de 117 µL de FCF con 3 µL de FCT, y se homogeneizó mediante pipeteo. Mientras 

tanto, se despegó parcialmente el sello de la celda de flujo (Flongle flow cell), 

exponiendo únicamente el puerto de muestra. Para mantener el sello abierto, se 

fijó al lid del MinION usando la pestaña adhesiva del mismo sello. 

Se utilizó una pipeta de 200 µL para cargar la solución, verificándose que 

no quedaran burbujas de aire en su interior, ya que estas podrían dañar los 

nanoporos al entrar en contacto con ellos. En caso de detectarse aire, se ajustó 

el dial de la pipeta hacia abajo hasta que un pequeño volumen de líquido formara 

una gota externa en la punta. Esta gota se colocó en contacto con el puerto de 

muestra, asegurándose 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 

ajustó lentamente el dial, observándose que una pequeña cantidad de líquido 

amarillo verdoso retrocedía en la punta, lo que confirmó la ausencia de burbujas 

de aire. Tras esta verificación, la solución de carga fue dispensada en la celda de 

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

Durante la carga, se observó cómo el líquido 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 líquido en la punta alcanzara el fondo, con el fin de evitar la 

introducción de aire en la celda de flujo. 

8.9 Secuenciación 

 
En el software MinKNOW, se configuró para una secuenciación de 16 horas. 

 
8.10 Procesamiento y análisis de datos de secuenciación 

 
Tras la corrida de secuenciación, se realizó el llamado de bases y 

demultiplexado utilizando Dorado v0.644 y guppy_barcoder v. 6.5.8.45 Dorado es 

una herramienta optimizada para la interpretación de datos provenientes de 

secuenciadores de tercera generación, mientras que guppy_barcoder se encarga 

de separar las lecturas de diferentes muestras basándose en barcodes 

previamente asignados. 

Para el alineamiento de las lecturas al genoma de referencia 

(NC_038235.1), se utilizó minimap2 v. 2.2846, una herramienta rápida y eficiente 

diseñada para el mapeo de secuencias largas contra genomas de referencia. El 

procesamiento posterior incluyó el llamado de variantes mediante medaka v. 

1.8.147, una herramienta que aprovecha la capacidad de aprendizaje automático 

para predecir variantes genéticas con alta precisión, y bcftools v. 1.1748, un 

programa que permite la manipulación y análisis de datos de variantes en formato 

VCF/BCF. Finalmente, se utilizó 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 verificación de su calidad se realizaron con 

Nextclade49, una herramienta en línea que evalúa la integridad y precisión del 

ensamblado mediante una clasificación visual tipo semáforo, indicando si existen 

errores. 

Una vez validada la calidad del genoma ensamblado, este fue anotado 

empleando VAPiD (Viral Annotation and Identification Pipeline) v. 1.0.050, 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 publicación en GenBank. 

8.11 Construcción y análisis filogenético 

 
Para el análisis comparativo, se descargaron secuencias del VSR a partir 

de bases de datos públicas, como Nucleotide BLAST. Inicialmente, se obtuvieron 

secuencias correspondientes a muestras recolectadas en territorio mexicano, y 

posteriormente se incorporaron secuencias de distribución 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 región correspondiente a la proteína G del VSR, 

pertenecer a clados identificados como circulantes en México, y disponer de 

información completa sobre la fecha de recolección y localización geográfica, 

obteniendo un total de 1841 secuencias. 

Dado que las secuencias recolectadas en territorio mexicano fuera del 

estado de Nuevo León únicamente contenían información correspondiente a la 

proteína G del VSR, fue necesario adaptar las secuencias globales a dicha región 

específica con el fin de garantizar la validez de los análisis filogenéticos 

posteriores. Para ello, se utilizó la herramienta MAFFT (Multiple Alignment using 

Fast Fourier Transform)51 v. 7.505, reconocida por su eficiencia y precisión en la 

alineación de múltiples secuencias genómicas. 

Mediante esta herramienta, se identificó y recortó la región 

correspondiente a la proteína G en las secuencias globales obtenidas, 

asegurando una alineación adecuada entre las secuencias locales y globales, 

paso fundamental para el desarrollo de análisis filogenéticos consistentes. 

El archivo obtenido en formato FASTA resultante fue utilizado para la 

construcción de un árbol filogenético de máxima verosimilitud mediante IQ- 

TREE2 v. 2.2.3.52 
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Como resultado del análisis, el mejor modelo seleccionado fue 

GTR+F+I+G453, el cual contempla tasas de sustitución generalizadas (GTR), 

frecuencias de bases observadas (F), sitios invariantes (I) y una distribución 

gamma con cuatro categorías discretas (G4) para modelar la heterogeneidad de 

tasas entre sitios. 

Para evaluar la confianza estadística de las ramas del árbol, se utilizaron 

dos métodos de soporte: bootstrap ultrarrápido54 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 razón de verosimilitud aproximada. 

Finalmente, el parámetro -T AUTO permitió que el software optimizara 

automáticamente el uso de recursos del sistema, utilizando todos los núcleos de 

procesamiento disponibles para agilizar el análisis. Esta etapa fue clave para 

generar un árbol filogenético confiable y estadísticamente soportado, sobre el 

cual se basaron las interpretaciones evolutivas y epidemiológicas del VSR en 

esta investigación. 

Se generó un archivo con extensión treefile que posteriormente fue 

visualizado con FigTree v. 1.4.454 un software especializado en la representación 

gráfica de árboles evolutivos que permite personalizar el diseño para destacar 

relaciones evolutivas y anotaciones relevantes. 

9 

 
OBJETIVO 2: DISTRIBUCIÓN ESPACIOTEMPORAL 

 
Para analizar la señal temporal y la regularidad de la filogenia, se empleó 

TEMPEST v. 1.5.356, una herramienta que evalúa la correlación entre la distancia 

genética de las secuencias y sus fechas de muestreo. Esto permitió confirmar la 

idoneidad de los datos para realizar inferencias filogenéticas calibradas en el 

tiempo. 

Posteriormente, se utilizó la herramienta BEAUti v2.7.657 (la versión más 

reciente disponible al momento del análisis), 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 BEAST58. 

Primero, se agregaron las particiones necesarias para el análisis. La 

primera partición correspondió al archivo FASTA generado a partir del 

alineamiento múltiple de secuencias mediante MAFFT, que incluía un total de 

1841 secuencias, tanto mexicanas como globales. La segunda partición 

correspondió a la información del país de origen de cada una de las secuencias, 

lo que permitió incorporar un enfoque de estructura espacial al análisis 

filodinámico. 

Posteriormente, se importaron las fechas de muestreo de cada secuencia 

mediante un archivo TSV (tab-separated values), lo cual es indispensable para 

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

Para el análisis, se seleccionó el modelo de sustitución GTR (General Time 

Reversible), el cual permite tasas diferentes para cada tipo de cambio entre 

nucleótidos, siendo uno de los modelos más flexibles y completos. Como modelo 

de heterogeneidad de sitios, se empleó Gamma (equal weights) + Invariant sites, 

el cual contempla que: 

Algunos sitios evolucionan a diferentes velocidades (modelo Gamma), con 

una distribución de tasas dividida en 4 categorías para una mejor aproximación 

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 utilizó un reloj molecular estricto, el cual asume una tasa constante de 

evolución a lo largo de todas las ramas del árbol. Este tipo de modelo es 

adecuado cuando no hay evidencia de grandes variaciones en las tasas de 

mutación entre linajes. 

Como tree prior, se seleccionó el modelo Coalescent: Bayesian Skygrid, el 

cual permite modelar cambios en el tamaño poblacional efectivo a lo largo del 

tiempo sin asumir una forma específica de crecimiento o decrecimiento. Este 
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enfoque utiliza múltiples intervalos de tiempo ("rejilla temporal") para estimar la 

variación demográfica de forma flexible, siendo especialmente útil en estudios de 

virus con alta variabilidad genética y dinámica epidémica. 

El modelo Bayesian Skygrid fue configurado con los siguientes parámetros: 

 
 Número de parámetros (grid points): 16 

 
 Tiempo del último punto de transición (time of last transition point): 8 

 
Estos valores se eligieron con base en el rango temporal de las secuencias, 

ya que la muestra más antigua tenía 8 años de antigüedad, y se esperaba que 

hubiese aproximadamente dos muestreos por año, por lo que se definieron 16 

intervalos de tiempo para captar con mayor resolución los cambios en la dinámica 

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 

parámetros para lograr una buena convergencia del análisis. Una vez definidos 

todos los parámetros, se generó el archivo XML, el cual fue utilizado como 

entrada para correr el análisis en BEAST. 

Una vez generado el archivo XML con todos los parámetros y configuraciones 

previamente descritas, se procedió a realizar el análisis filodinámico utilizando el 

programa BEAST, en su versión 2.7.6. 

El archivo alnt_mundo_skygrid_300.xml contenía la información completa del 

análisis, incluyendo las secuencias alineadas, las fechas de muestreo importadas 

desde un archivo TSV, el modelo de sustitución GTR, el modelo de 

heterogeneidad de sitios Gamma con pesos iguales más sitios invariantes (G4+I), 

el reloj molecular estricto, y el modelo coalescente Bayesian Skygrid. Este último 

configurado con un número de parámetros igual a 28 y un tiempo del último punto 

de transición de 14, lo cual permitió capturar adecuadamente las fluctuaciones 

del tamaño poblacional efectivo del virus a lo largo del tiempo, bajo el supuesto 

de dos puntos de muestreo por año durante los 14 años cubiertos por los datos, 

siendo el aislamiento más antiguo del año 2016. Finalmente, la inclusión del 
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operador &> beast.log redirigió tanto la salida estándar como los mensajes de 

error al archivo beast.log, lo cual permitió dar seguimiento al avance del análisis 

y detectar cualquier posible error durante su ejecución. Con esto, el análisis 

filodinámico pudo llevarse a cabo de forma robusta, integrando secuencias 

locales y globales del virus sincitial respiratorio para la inferencia de relaciones 

evolutivas y estimaciones demográficas a lo largo del tiempo. 

Posteriormente a la ejecución del análisis en BEAST, se generaron diversos 

archivos como resultado del proceso de inferencia bayesiana. Entre ellos, el 

archivo de mayor interés para la evaluación inicial del análisis fue el que posee 

la extensión .log, ya que contiene los valores de los parámetros estimados 

durante el muestreo por MCMC (Markov Chain Monte Carlo), incluyendo su 

distribución posterior, medias, desviaciones estándar y, de forma crucial, el 

tamaño efectivo de muestra o Effective Sample Size (ESS). Este archivo fue 

analizado utilizando el programa TRACER59, en su versión más reciente, la 1.7.2, 

el cual es una herramienta ampliamente utilizada en estudios filodinámicos para 

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

Posterior a verificar mediante TRACER que se obtuvo un ESS superior a 200 

en todos los parámetros analizados, lo cual indica una adecuada convergencia y 

calidad en el muestreo de la cadena MCMC, se procedió a realizar el anotado del 

árbol filogenético mediante el uso del programa TreeAnnotator, en su versión más 

reciente (v2.7.6)60, el cual forma parte del paquete BEAST. TreeAnnotator es una 

herramienta diseñada para resumir una colección de árboles generados durante 

un análisis bayesiano y condensarlos en un único árbol representativo, que 

conserva la estructura filogenética más probable de acuerdo con las 

estimaciones posteriores. 

Este árbol anotado facilita la visualización e interpretación de las relaciones 

evolutivas, integrando información clave como las probabilidades posteriores de 

cada nodo (posterior probabilities), alturas de nodo (node heights), intervalos de 

credibilidad y otras métricas relevantes derivadas del análisis bayesiano. Para la 
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generación del árbol final, se utilizaron los siguientes parámetros dentro de 

TreeAnnotator: 

Burnin: 30,000,000, lo cual corresponde al 10% de la cadena total de 300 

millones de pasos. Este parámetro indica que las primeras 30 millones de 

muestras fueron descartadas, ya que al inicio de la cadena las estimaciones aún 

no han alcanzado la estabilidad y podrían sesgar el resultado final. El burn-in es 

un paso crítico 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 árbol, independientemente de su soporte 

posterior. Esto permite conservar toda la estructura filogenética inferida, aunque 

en algunos casos podría incluir nodos con bajo soporte, lo cual debe interpretarse 

con precaución en el análisis visual posterior. 

En cuanto al Target tree type, se seleccionó el Maximum Clade Credibility Tree 

(MCCT). Este tipo de árbol es el que presenta la mayor suma de probabilidades 

posteriores en sus clados y es considerado el árbol más representativo del 

conjunto de árboles muestreados. Su uso es estándar para resumir y presentar 

los resultados filogenéticos bayesianos. 

Finalmente, para el parámetro de Node heights, se eligió la opción Median 

heights, la cual asigna a cada nodo la mediana de las alturas (fechas o tiempos) 

observadas en los árboles de la muestra posterior. Esta elección proporciona una 

estimación robusta y menos sensible a valores extremos, permitiendo 

representar de forma más precisa las divergencias temporales en la evolución 

del virus. 

Con estos parámetros, TreeAnnotator generó el árbol anotado final en formato 

.tree 

 
Este enfoque integrado permitió modelar la evolución del virus en un contexto 

temporal y geográfico, proporcionando información clave sobre su dinámica de 

dispersión y diversificación 
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10 

 
OBJETIVO 3: ANÁLISIS DE TRANSMISIÓN Y DINÁMICA POBLACIONAL 

 
10.1 Análisis de la dinámica poblacional y transmisibilidad 

 
Posteriormente, se aprovechó que durante la preparación del archivo XML 

en BEAUti se seleccionó como modelo de tree prior el enfoque Bayesian Skygrid, 

el cual no solo permite inferir un árbol filogenético, sino también realizar un 

análisis de dinámica poblacional temporal del virus. Este tipo de análisis es 

fundamental para entender cómo ha cambiado el tamaño efectivo de la población 

viral a lo largo del tiempo, lo que puede reflejar patrones de transmisión, brotes 

epidémicos o introducción de nuevas variantes. 

El modelo Bayesian Skygrid es una extensión del modelo Skyline que 

permite una mayor resolución temporal al dividir el intervalo de tiempo en 

múltiples puntos de cambio en la población. Para este análisis, se configuraron 

los siguientes parámetros clave dentro de BEAUti: se estableció un número de 

parámetros igual a 16 y un tiempo del último punto de transición de 8, con el 

objetivo de capturar dos puntos de muestreo por año, en correspondencia con 

los 8 años que abarca nuestro conjunto de datos, ya que la secuencia más 

antigua analizada data del año 2016. Esta configuración permite observar con 

mayor detalle los posibles cambios en la dinámica poblacional del VSR, como 

crecimientos, cuellos de botella o estabilizaciones. 

Luego de haber completado el análisis en BEAST y obtenido los archivos 

resultantes, se utilizó nuevamente el programa TRACER para visualizar y 

analizar la dinámica poblacional inferida. TRACER es una herramienta esencial 

en los análisis bayesianos, ya que permite evaluar la convergencia de parámetros 

mediante el cálculo del Effective Sample Size (ESS), pero además incluye una 

función específica para reconstrucción demográfica. 

En la pestaña Analysis, se seleccionó la opción Skygrid Reconstruction, 

donde se puede visualizar la reconstrucción temporal del tamaño efectivo 

poblacional a lo largo de los años. Se ingresó como fecha de la muestra más 
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reciente el valor decimal 2025.0520, correspondiente a los primeros días del año 

2025. Posteriormente, se ajustaron manualmente los ejes del gráfico para 

delimitar el periodo de análisis desde 2016.9480 hasta 2025.0520, permitiendo 

así observar con claridad la evolución del tamaño poblacional del VSR en los 

últimos 8 años, que incluyen tanto los brotes recientes como posibles 

fluctuaciones causadas por factores epidemiológicos o evolutivos. 

Esta visualización facilitó una interpretación directa de los patrones de 

transmisión del virus, permitiendo inferencias valiosas sobre su comportamiento 

epidémico en México y a nivel global durante el periodo 2015-2025. 
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OBJETIVO 4: IDENTIFICACIÓN DE ADAPTACIONES EVOLUTIVAS 

 
11.1 Análisis de Mutaciones y Resistencia a Tratamientos 

 
El análisis de las secuencias generadas en el laboratorio se llevó a cabo 

utilizando la herramienta en línea 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 comparación con genomas de 

referencia. En este caso, se utilizan como referencia: 

 EPI_ISL_412866 para el subtipo A del virus sincitial respiratorio (RSV-A). 

 EPI_ISL_1653999 para el subtipo B del virus sincitial respiratorio (RSV-B). 

 
Nextclade también proporciona información precisa sobre las ubicaciones de las 

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

Posteriormente, las mutaciones identificadas fueron contrastadas con reportes 

en la literatura científica para determinar si están 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 colaboración con el Servicio 

de Infectología del Hospital Universitario, se observó que el 46% correspondían 

a pacientes del sexo femenino, mientras que el 54% pertenecían a pacientes del 

sexo masculino. Estas muestras cubren un periodo comprendido entre la semana 

epidemiológica 44 del año 2023 y la semana epidemiológica 5 del año 2024, lo 

que refleja la temporada invernal, periodo en el cual se presenta el mayor número 

de casos de infección 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 análisis molecular. Las 57 muestras fueron debidamente 

procesadas, entendiéndose por procesamiento la realización de los siguientes 

pasos: la retrotranscripción del ARN viral a ADNc, seguida por la amplificación de 

las regiones génicas de interés mediante PCR, y finalmente la secuenciación de 

tercera generación para su posterior análisis bioinformático y filogenético. 

Posterior a la retrotranscripción del ARN viral a ADNc, se llevó a cabo una 

etapa de control de calidad esencial para asegurar la viabilidad de las muestras 

en los pasos posteriores. Esta etapa consistió en la cuantificación del ADNc 

obtenido mediante fluorometría, utilizando el equipo Qubit, el cual ofrece una 

medición precisa y sensible de ácidos nucleicos, lo que permite conocer la 

concentración real de ADNc presente en cada muestra obteniendo los siguientes 

resultados: 
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ID Muestra Concentración 

92777 0.222 ng/µL 

93484 11.2 ng/μL 

93557 13.8 ng/ μL 

Tabla 7. Concentración obtenida por cada muestra por medio de fluorometría en el dispositivo 

Qiubit 

Posterior a verificar la presencia y concentración de ADNc en las muestras 

mediante análisis por fluorometría utilizando el equipo Qubit, se continuó con el 

protocolo experimental llevando a cabo la etapa de amplificación del material 

genético mediante PCR a punto final. Esta técnica permitió amplificar regiones 

específicas del genoma del Virus Sincitial Respiratorio, necesarias para su 

posterior análisis genético. 

Una vez completada la amplificación, se procedió 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 función de su tamaño. Técnica 

que nos ayuda a confirmar que la amplificación fue exitosa y que los productos 

generados correspondían al tamaño esperado. Las muestras se visualizaron bajo 

luz ultravioleta tras la tinción con un agente intercalante, permitiendo observar el 

patrón de bandas. Se seleccionaron únicamente aquellas muestras que 

presentaron bandas nítidas y definidas que abarcaran un tamaño estimado entre 

3.5 a 4.5 kilobases (kb), correspondiente al rango esperado del fragmento 

amplificado. Este criterio de selección aseguró que solo las muestras con 

productos de buena calidad y tamaño adecuado fueran consideradas para su 

posterior procesamiento en la etapa de secuenciación. 
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Figura 4. Gel de agarosa al 1%. Patrón de bandas correspondientes con los amplicones. 

 

Posterior a confirmar la presencia de la amplificación esperada, se 

procedió a realizar el protocolo de secuenciación por medio de nanoporo. Tras 

finalizar se realizó 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- 

A/MX/UANL-92777/2023, 

complete genome 

 
800x 

 
99.80% 

Human respiratory syncytial 

virus A isolate 93557, 

complete genome 

 
1536x 

 
99.84% 

Human respiratory syncytial 

virus A isolate 93484, 

complete genome 

 
1536x 

 
99.84% 

Tabla 8. Datos obtenidos de la secuenciación, observando los parámetros de profundidad y 

cobertura por secuencia. 

12.1 Control de Calidad 

 
Posterior a la secuenciación y ensamblado del genoma, se verificó la calidad 

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

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

permitiéndonos ver parámetros como; 

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

detectan múltiples nucleótidos, por ejemplo, A/G o T/C. 

 Private Mutations. Estas son mutaciones que están presentes en una 

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

comparadas. 

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

inserciones o deleciones que no son múltiplos de tres nucleótidos. 

 Stop Codons. Estos son codones que indican el fin de la traducción en una 

proteína. 
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Se obtuvieron los siguientes resultados 

 

Figura 5. Sección de ventana de resultados de análisis realizado por la plataforma Nextclade. 

 

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

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

Nextclade también realiza de manera automática la asignación a clados 

correspondientes de cada muestra, teniendo como resultado la siguiente 

asignación; 

 

Secuencia Clado 

Human respiratory syncytial virus A isolate RSV- 

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

A.D.1.5 

Human respiratory syncytial virus A isolate 93557, 

complete genome 

A.D.1. 

Human respiratory syncytial virus A isolate 93484, 

complete genome 

A.D.1.5. 

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

 

Seguido se realizó el anotado del genoma utilizando el programa VAPiD y 

se enviaron las secuencias para su posterior publicación en GenBank, 

obteniendo los siguientes códigos de acceso: 
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Secuencia Codigo de acceso 

Genbank 

Human respiratory syncytial virus A isolate RSV- 

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

PP790963.1 

Human respiratory syncytial virus A isolate 93557, 

complete genome 

PQ599900.1 

Human respiratory syncytial virus A isolate 93484, 

complete genome 

PQ599899.1 

Tabla 10. Asignación de códigos de acceso al repositorio en línea GenBank. 

 

Posterior a la publicación de los genomas obtenidos en esta investigación 

en la base de datos GenBank, se procedió a complementar el análisis filogenético 

descargando metadatos y secuencias adicionales de la plataforma Nextstrain, 

una herramienta bioinformática interactiva y de código abierto que permite el 

seguimiento en tiempo real de la evolución de patógenos. Nextstrain integra 

secuencias genómicas con datos epidemiológicos y geográficos para ofrecer una 

representación dinámica de la dispersión y evolución de virus como el VSR, 

siendo una plataforma ampliamente utilizada por la comunidad científica para 

monitorear variantes, realizar comparaciones entre regiones geográficas y 

explorar dinámicas evolutivas a lo largo del tiempo. 

Con el objetivo de enriquecer el contexto global de los genomas 

secuenciados en este estudio, se realizó una búsqueda en los metadatos 

obtenidos de Nextstrain enfocada en secuencias del VSR que cumplieran con 

criterios de calidad específicos. Se seleccionaron únicamente aquellas 

secuencias que incluyeran la fecha exacta de recolección, fueran obtenidas en el 

periodo comprendido entre los años 2015 y 2025, presentaran una cobertura 

superior al 99% del gen que codifica para la proteína 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 búsqueda 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 llevó a cabo el alineamiento de las 1841 secuencias 

seleccionadas utilizando el programa MAFFT, reconocido por su alta precisión y 

eficiencia en la alineación de múltiples secuencias genómicas. Durante este 

proceso, se realizó un recorte a aquellas secuencias que correspondían a 

genomas completos o parciales cuyo tamaño excedía el de la región codificante 

para la proteína G del VSR. Este paso fue esencial para homogenizar el tamaño 

de todas las secuencias incluidas en el análisis, permitiendo así una alineación 

más precisa y garantizando la confiabilidad de los análisis filogenéticos 

posteriores. 

Una vez generado el archivo en formato FASTA a partir del alineamiento, 

se utilizó la herramienta ModelFinder, incluida en el paquete IQ-TREE2, para 

determinar el mejor modelo de sustitución de nucleótidos adaptado a los datos. 

ModelFinder selecciona el modelo que mejor se ajusta a las características 

evolutivas de las secuencias, optimizando la precisión de los análisis. El modelo 

de sustitución identificado como el más adecuado fue GTR+F+I+G4, que 

incorpora la matriz generalizada de tasas de sustitución (GTR), frecuencias 

observadas (F), sitios invariantes (I) y una distribución gamma con cuatro 

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

Con el modelo óptimo definido, se procedió a ejecutar nuevamente IQ- 

TREE2, empleando como entrada el archivo FASTA generado por MAFFT, con el 

propósito de construir un árbol filogenético de máxima verosimilitud. Este enfoque 

permite estimar la topología del árbol que maximiza la probabilidad de observar 

los datos bajo el modelo evolutivo seleccionado, proporcionando una 

reconstrucción robusta de las relaciones evolutivas entre las secuencias 

analizadas. 

Una vez generado el archivo con extensión .treefile, se visualizó el árbol 

por medio de FigTree. 
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Figura 6. Árbol filogenético de máxima verosimilitud construido con IQ-TREE2 a partir de 

secuencias del gen G del VSR. Las muestras obtenidas en el estado de Nuevo León, México, 

durante la temporada invernal 2023–2024, se muestran en color rojo. 
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Figura 7. Sección del árbol filogenético de máxima verosimilitud del gen G del VSR, 

generado mediante IQ-TREE2. En esta porción del análisis se observa que una de las 

secuencias obtenidas en Nuevo León, México (en rojo), presenta una alta similitud genética con 

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

 
 

 

 

 
Figura 8. Sección del árbol filogenético de máxima verosimilitud del gen G del VSR, generado 

con IQ-TREE2. Se muestra la relación entre aislados de diferentes regiones geográficas, 

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

En el análisis filogenético por máxima verosimilitud se observó que la 

secuencia PQ599900.1, obtenida en Nuevo León, México, se agrupa dentro de 

un clado junto con otras secuencias provenientes de Estados Unidos. Esta 

cercanía filogenética sugiere un origen común reciente entre estas cepas, lo cual 

podría indicar la circulación de un mismo linaje viral en distintas regiones de 

América del Norte. La presencia de secuencias estrechamente relacionadas en 

zonas geográficas distantes refuerza la hipótesis 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 circulación de variantes que podrían tener 

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

En el segundo árbol filogenético obtenido mediante el método de máxima 

verosimilitud se observa que las dos secuencias provenientes de Nuevo León, 

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 relación filogenética cercana con cepas 

reportadas en Argentina, lo que sugiere una posible conexión epidemiológica o 

circulación común de variantes entre América del Sur y el norte de México. Así 

como con muestras provenientes de Estados Unidos lo que sugiere la circulación 

de un linaje compartido entre el noreste de México y Estados Unidos. 

13 

 
RESULTADOS OBJETIVO 2 

 
Posteriormente, con el objetivo de determinar la señal temporal presente 

en los datos y evaluar la regularidad del reloj molecular dentro de la filogenia 

obtenida, se realizó un análisis utilizando el programa TempEst. TempEst 

(anteriormente conocido como Path-O-Gen) es una herramienta bioinformática 

diseñada específicamente para analizar si existe una correlación adecuada entre 

las fechas de muestreo de las secuencias y su divergencia genética acumulada 

a lo largo del tiempo. Esta evaluación es fundamental antes de proceder con 

análisis bayesianos de inferencia filogenética temporal, ya que permite verificar 

si las secuencias siguen un patrón de evolución que pueda modelarse con un 

reloj molecular. 

TempEst genera un árbol filogenético calibrado en el tiempo, donde no solo 

se representan las relaciones evolutivas entre las secuencias, sino también la 

dimensión temporal asociada a la divergencia genética. Para ello, se estima la 
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distancia genética desde la raíz del árbol hasta cada una de las hojas 

(secuencias) y se correlaciona con el año en que fue recolectada cada muestra. 

Si las secuencias evolucionan de manera relativamente constante en el tiempo, 

se espera una correlación lineal positiva entre estos dos parámetros. 

En este análisis, se obtuvieron los siguientes resultados: 

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

muestra más antigua y la más reciente abarcó aproximadamente 8.1 años. 

 Slope (rate): 1.835E-3, es decir, una tasa evolutiva aproximada de 

0.001835 sustituciones por sitio por año, lo cual es coherente con lo 

observado en estudios anteriores del virus sincitial respiratorio. 

 X-Intercept: 2007.9041, que representa el estimado del momento en el que 

pudo haber divergido la raíz del árbol en términos temporales, es decir, el 

posible origen común más reciente de las secuencias analizadas. 

 Correlation coefficient: 0.658, que muestra una correlación 

moderadamente fuerte entre el tiempo y la distancia genética, sugiriendo 

que existe una señal temporal presente en los datos. 

 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. 

 Residual mean square: 1.7003E-5, un valor que refleja el grado de 

dispersión de los datos alrededor de la línea de regresión, siendo 

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

Estos resultados en conjunto indicaron que las secuencias presentaban una 

señal temporal suficiente para proseguir con análisis filogenéticos con calibración 

temporal, utilizando herramientas bayesianas como BEAST. 
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Figura 9. Árbol visualizado en el programa TempEst, posterior a la elección de Best-fitting root. 

 

 
Figura 10. Gráfico de regresión raíz a punta (root-to-tip) generado en TempEst a partir del 

árbol filogenético inferido del VSR. En el eje X se representa el tiempo (año de muestreo) y en el 

eje Y la distancia genética desde la raíz. Cada punto representa una secuencia individual, 

mientras que las líneas verdes conectan las hojas del árbol con sus respectivas distancias. La 

línea negra indica la regresión lineal ajustada, utilizada para evaluar la señal temporal del conjunto 

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

posteriores. 

 

 
Figura 11. Distribución de residuos del análisis de regresión raíz a punta realizado en 

TempEst para las secuencias del VSR. El gráfico muestra la dispersión de los residuos (diferencia 

entre la distancia genética observada y la esperada) a lo largo de la línea de regresión 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 distribución cercana a la 

simetría sugiere que no existen grandes desviaciones sistemáticas en el ajuste del modelo, lo 

que refuerza la validez de la señal temporal observada y la aplicabilidad de modelos de reloj 

molecular en el análisis filodinámico. 
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Figura 12. Gráfico raíz-a-punta generado en TempEst para las secuencias del VSR. En el eje X 

se representa el año de muestreo de cada secuencia, mientras que el eje Y muestra la distancia 

genética acumulada desde la raíz del árbol filogenético. La línea de regresión indica una 

tendencia lineal positiva entre la divergencia genética y el tiempo, lo que sugiere una señal 

temporal consistente en el conjunto de datos. Esta relación apoya el uso de un modelo de reloj 

molecular para el análisis filodinámico y datación de eventos evolutivos dentro de las secuencias 

analizadas. 

Posteriormente, para realizar la inferencia del árbol de máxima credibilidad 

de clado calibrado en tiempo y espacio, se utilizó el programa BEAST (Bayesian 

Evolutionary Analysis Sampling Trees), una herramienta ampliamente utilizada 

para inferir relaciones filogenéticas considerando tanto la evolución molecular 

como la información temporal de las secuencias analizadas. El objetivo principal 

de este análisis era obtener una reconstrucción evolutiva del VSR que no solo 

representara las relaciones genéticas entre los aislamientos virales, sino también 

cuándo y desde dónde se originaron y dispersaron en el tiempo y el espacio. 

Para iniciar el análisis, primero se preparó el archivo de entrada en formato 

.xml utilizando BEAUti, la interfaz gráfica de BEAST. En esta etapa, se utilizaron 

los parámetros ya descritos previamente, donde se aplicó un modelo de 
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sustitución GTR con un modelo de heterogeneidad de sitios Gamma + Invariant 

sites, cuatro categorías gamma y un reloj molecular estricto. Además, para 

modelar la dinámica poblacional en el tiempo, se seleccionó como modelo de 

prior de árbol el Bayesian Skygrid, con 28 parámetros y un tiempo del último 

punto de transición configurado en 14, ya que se contaba con datos virales 

recolectados a lo largo de aproximadamente 14 años, lo cual permite realizar dos 

muestreos por año para un análisis más fino. Se incorporaron también los países 

de origen de cada una de las secuencias utilizadas, con el fin de reconstruir el 

componente espacial del árbol. 

Una vez finalizada la configuración y generado el archivo .xml, se procedió 

a correr el análisis completo en BEAST. 

Una vez completado el análisis, los resultados fueron visualizados 

utilizando el programa Tracer, una herramienta incluida en el paquete de BEAST 

diseñada para evaluar la convergencia y calidad del análisis bayesiano. Uno de 

los principales indicadores revisados en Tracer fue el ESS. Este valor representa 

cuántas muestras independientes efectivas se obtuvieron de la distribución 

posterior para cada parámetro estimado durante el análisis 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 

están autocorrelacionados. En este estudio, se obtuvo un ESS >200 para todos 

los parámetros, lo cual aseguró que el análisis fue estadísticamente robusto y 

que los resultados obtenidos pueden interpretarse con confianza. 
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Figura 13. Gráfico de convergencia obtenido en Tracer para el análisis bayesiano de la 

reconstrucción filodinámica del VSR. En el eje X se muestra el número de iteraciones del 

muestreo (State) y en el eje Y los valores logaritmos de la verosimilitud (o el parámetro evaluado). 

El análisis mostró una distribución 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 distribución posterior del parámetro conjunto (joint) obtenido 

en Tracer. El eje X representa los valores del parámetro conjunto estimado durante el muestreo 

bayesiano, mientras que el eje Y indica la frecuencia normalizada de dichos valores. La 

distribución 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 análisis. 

Posteriormente, una vez confirmado que todos los parámetros analizados 

en Tracer presentaban un ESS >200, se procedió a realizar el anotado del árbol 

utilizando el programa TreeAnnotator, el cual forma parte del paquete de 

herramientas incluidas con BEAST. TreeAnnotator permite condensar la gran 

cantidad de árboles obtenidos a lo largo del análisis bayesiano en un solo árbol 

representativo, denominado árbol de máxima credibilidad de clado (Maximum 

Clade Credibility tree). Este árbol resume la topología más probable y asigna 

valores a los nodos con base en las frecuencias obtenidas durante la corrida 

MCMC. 

Para este proceso se configuraron los siguientes parámetros: se 

estableció un Burnin de 30,000,000, lo cual representa el 10% del total de 

cadenas del análisis, con la finalidad de descartar las muestras iniciales que 

podrían no representar de manera adecuada la distribución posterior; se fijó un 

Posterior Probability Limit de 0.0, permitiendo así que se consideraran todos los 

nodos sin eliminar aquellos con baja probabilidad; como Target Tree Type se 
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seleccionó Maximum Clade Credibility Tree, lo que indica que se eligió la 

topología con mayor respaldo de nodos según la posterior; y finalmente, se optó 

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 más 

estable la incertidumbre temporal. 

Como resultado del proceso de anotación se obtuvo un archivo con 

extensión .tre, el cual contiene el árbol final anotado con fechas, relaciones 

filogenéticas, probabilidades a posteriori y la información geográfica de cada 

nodo, y posteriormente fue visualizado con el programa FigTree. 

 

 
Figura 15. Árbol filogenético obtenido mediante BEAST y visualizado en FigTree, que 

muestra la extinción de varios clados después de 2020, seguida de una clara diversificación de 

los clados sobrevivientes en los años posteriores. Las secuencias de Nuevo León, México, están 

resaltadas en color rojo. 
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Figura 16. Árbol de máxima credibilidad de clado generado en BEAST y visualizado en 

FigTree. Dos muestras de Nuevo León, México (en rojo) forman un clado exclusivo, cuyo ancestro 

común inmediato corresponde a una secuencia aislada en Argentina (Verde). A su vez, el ancestro 

común más reciente de esta secuencia argentina proviene de una muestra de Estados Unidos 

(azul), lo que sugiere una posible ruta de dispersión 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 estadístico. 
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Figura 17. Árbol de máxima credibilidad de clado generado en BEAST y visualizado en 

FigTree. Se observa que una muestra de Nuevo León, México (Identificada de color rojo) forma 

un clado independiente pero estrechamente relacionado con secuencias de Estados Unidos. El 

ancestro común más reciente de ambos clados corresponde a una secuencia proveniente de 

EUA, lo que sugiere un posible evento de introducción viral desde esa región. Este agrupamiento 

cuenta con una probabilidad posterior de 1, lo que indica un alto nivel de soporte estadístico. 

En el árbol de máxima credibilidad de clado obtenido tras el análisis 

filodinámico, se observó de manera muy clara una gran extinción de diversos 

clados del VSR durante el año 2020. Esta desaparición coincide temporalmente 

con el inicio de la pandemia por SARS-CoV-2 (COVID-19), lo cual sugiere una 

fuerte correlación entre ambos eventos. A partir del año 2021, se evidencia un 

resurgimiento con la supervivencia y diversificación de ciertos clados que 

persisten hasta el año 2025. Este patrón observado refleja un claro cuello de 

botella evolutivo durante el periodo más crítico de la pandemia de COVID-19, con 

una posterior expansión de los linajes supervivientes. 

Al realizar un análisis más detallado, particularmente al observar la tasa 

de sustitución nucleotídica, se identificó que ésta no sufrió 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 año, 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 árbol. 

Esta conservación en la tasa evolutiva sugiere que la extinción de múltiples 

clados no fue producto de una aceleración en el proceso de mutación del virus, 

como podría esperarse si hubiera habido presión selectiva intensa o evolución 

adaptativa abrupta. Por el contrario, lo más probable es que esta extinción masiva 

se deba a factores externos de origen epidemiológico, tales como la reorientación 

de los sistemas de vigilancia y diagnóstico hacia la detección de SARS-CoV-2, lo 

que redujo significativamente la capacidad para detectar otros virus respiratorios 

como el VSR. Asimismo, las estrictas medidas de contención poblacional, 

distanciamiento social, uso de cubrebocas y confinamiento implementadas para 

frenar la transmisión del COVID-19 también habrían impactado fuertemente la 

circulación del VSR, reduciendo las oportunidades de transmisión y causando la 

desaparición de varios linajes virales. 

Otra posible explicación, es que el VSR haya seguido circulando de 

manera focal o subdetectada en regiones o poblaciones donde las medidas de 

contención no se implementaron de manera rigurosa o sostenida, lo que habría 

permitido la continuidad y posterior expansión de ciertos clados. También es 

posible, aunque menos probable dada la estabilidad en la tasa de sustitución que 

los clados supervivientes presentaran ligeras ventajas adaptativas en términos 

de transmisibilidad o evasión inmune que no se reflejan como un aumento en la 

tasa global de sustitución, pero que sí les otorgaron una mayor capacidad de 

persistencia en ambientes de baja circulación viral. 

En conjunto, estos hallazgos ilustran cómo los eventos epidemiológicos 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 dinámica evolutiva sin necesariamente alterar sus tasas de mutación. 
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En el árbol de máxima credibilidad de clado también se puede observar 

que dos de las tres muestras aisladas en el estado de Nuevo León forman un 

clado único y bien soportado, lo que proporciona evidencia clara de una 

circulación local del VSR en esta región durante la temporada invernal analizada. 

La formación de este clado exclusivo sugiere que dichas muestras comparten un 

ancestro común 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 atrás la filogenia de este clado, se observa que el ancestro 

común más cercano a este grupo de muestras de Nuevo León corresponde a un 

aislado originado en Argentina. Este linaje argentino, a su vez, muestra una 

diversificación hacia un clado local en Argentina y, paralelamente, da origen a la 

rama que posteriormente aparece en México, específicamente en Nuevo León. 

Este patrón 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 interconexión global en la 

diseminación del VSR. 

Finalmente, al continuar retrocediendo en el árbol filogenético, se identifica 

que la raíz ancestral del linaje argentino que dio lugar al clado de Nuevo León 

proviene de un aislado en los Estados Unidos. Esto sugiere que el linaje de VSR 

que actualmente circula en Nuevo León tiene un origen evolutivo que involucra 

al menos tres países en su trayectoria filogeográfica: Estados Unidos → 

Argentina → México (Nuevo León). 

Finalmente, la tercera muestra aislada en el estado de Nuevo León 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 común más 

cercano corresponde a un aislado proveniente de Estados Unidos, y al continuar 

hacia atrás en el árbol filogenético, se observa que su raíz también tiene origen 

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

a través de transmisión internacional directa desde territorio estadounidense. 

Cabe mencionar que el soporte estadístico de todos estos clados, medido 

como probabilidad posterior, es superior a 0.95, lo cual indica un alto grado de 

confianza en la resolución de estas relaciones filogenéticas. 

Posterior a este análisis filogenético, y con la finalidad de confirmar las 

observaciones obtenidas en cuanto a los patrones de transmisión y la posible 

importación internacional del virus sincitial respiratorio (VSR) hacia el estado de 

Nuevo León, se utilizó la plataforma Nextstrain. Esta es una herramienta 

bioinformática interactiva y de código abierto que permite la visualización en 

tiempo real de la evolución genética de agentes infecciosos, como virus y 

bacterias, integrando análisis filogenéticos, metadatos epidemiológicos y 

representaciones geoespaciales. Nextstrain ofrece una interfaz dinámica que 

facilita la exploración de árboles filogenéticos, mapas de dispersión global y 

líneas de tiempo, todo ello basado en datos genómicos actualizados y metadatos 

recopilados de diversas fuentes. 

A través de la base de datos disponible en Nextstrain, se exploraron las 

trayectorias de transmisión geográfica del VSR. Al visualizar el mapa interactivo 

proporcionado por la plataforma, fue posible observar de manera clara una 

conexión directa entre los aislamientos de Estados Unidos, México y Argentina, 

en correspondencia con lo observado previamente en el árbol filogenético 

generado mediante BEAST. Esta visualización confirmó de manera 

complementaria que, efectivamente, las secuencias obtenidas en el estado de 

Nuevo León tienen un vínculo filogenético cercano con aislamientos argentinos y 

estadounidenses, lo cual respalda la hipótesis de una introducción internacional 

del virus hacia México, reforzando así la validez de los resultados obtenidos a 

través del análisis temporal y espacial llevado a cabo con herramientas de 

filogenia bayesiana. 
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Figura 18. Mapa geográfico generado en Nextstrain que muestra las líneas de transmisión 

del VSR en América. Se observa un patrón de circulación viral desde Estados Unidos hacia 

Argentina, seguido de una introducción posterior a México, lo que sugiere rutas de diseminación 

transcontinentales 
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RESULTADOS OBJETIVO 3 

 
Para el siguiente objetivo, que consistió en analizar la dinámica 

poblacional del VSR, se aprovechó el archivo .xml previamente generado 

mediante BEAUti, en el cual ya se había configurado el modelo de Bayesian 

Skygrid como tree prior. Este modelo permite estimar los cambios en el tamaño 

poblacional efectivo del virus a lo largo del tiempo, proporcionando una 

representación flexible y no paramétrica de su historia demográfica. 

Para esta configuración, se estableció una resolución temporal de dos 

intervalos por año (es decir, una medición cada 6 meses), cubriendo un total de 

8 años, lo cual resultó en 16 intervalos de estimación. Esta escala temporal fue 

seleccionada para poder capturar con suficiente resolución los cambios 
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poblacionales que hayan ocurrido antes, durante y después de la pandemia por 

COVID-19, sin perder la estabilidad estadística del modelo. 

Con este archivo y los resultados de la corrida en BEAST, se procedió a 

realizar la reconstrucción demográfica en el programa TRACER, el cual forma 

parte del paquete de herramientas complementarias de BEAST. En la sección de 

"Analysis" se utilizó la opción de "Skygrid Reconstruction", ingresando como 

parámetro clave la fecha decimal de la muestra más reciente (2025.0520), y 

ajustando manualmente el eje X del gráfico para que abarque el intervalo de 

tiempo desde 2016.9480 (correspondiente a la muestra más antigua) hasta 

2025.0520. 

 

 

Figura 19. Análisis filodinámico del VSR utilizando el modelo Bayesian SkyGrid en BEAST, 

mostrando cambios en el tamaño poblacional efectivo (Ne) a lo largo del tiempo (escala 

logarítmica en el eje Y). El eje X representa años (2017–2025), con una disminución notable en 

la diversidad genética hacia 2020–2021, seguida de una recuperación 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 podría estar relacionado con la circulación de múltiples linajes virales o un 

aumento en la tasa de transmisión. Posteriormente, entre 2020 y 2021, se 

evidencia una caída en el tamaño poblacional efectivo, coincidente con el inicio 

de la pandemia por SARS-CoV-2, durante la cual se documentó una reducción 

generalizada en la circulación de virus respiratorios estacionales, incluido el VSR. 

Este descenso sugiere un posible cuello de botella poblacional, probablemente 

inducido por las medidas de mitigación de la COVID-19, como el confinamiento, 

el uso de mascarillas y la suspensión de actividades escolares. 

A partir de 2021, se aprecia una recuperación progresiva de la diversidad 

genética efectiva, alcanzando un segundo pico en 2023, lo cual concuerda con 

los reportes de reemergencia del VSR en diversos países tras el levantamiento 

de las restricciones sanitarias. Esta tendencia sugiere una nueva expansión 

poblacional del virus, posiblemente favorecida por la acumulación de individuos 

susceptibles durante el periodo de baja circulación. 

Sin embargo, a partir de mediados de 2024, el modelo muestra una nueva 

caída en el tamaño poblacional efectivo del VSR. Esta disminución puede 

interpretarse como una señal de presión selectiva reciente, posiblemente 

atribuible a la introducción de intervenciones como programas de vacunación o 

el uso extendido de profilaxis con anticuerpos monoclonales. Alternativamente, 

también podría reflejar la dominancia de un número reducido de variantes virales, 

resultado de un proceso de sustitución de linajes con menor diversidad intra- 

clado. 

Cabe destacar que los intervalos de credibilidad se amplían hacia los 

extremos del eje temporal, lo cual es esperable debido a la menor densidad de 

información genética en esas regiones. 
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RESULTADOS OBJETIVO 4 

 
Para el siguiente objetivo, que consistió en identificar potenciales 

adaptaciones evolutivas del VSR, se aprovechó el análisis de la calidad del 

ensamblado de las secuencias de genoma completo obtenidas en el laboratorio. 

Estas secuencias fueron utilizadas, ya que abarcan de manera íntegra el gen que 

codifica para la proteína F, la cual es el principal blanco de los anticuerpos 

monoclonales (mAbs) y de las vacunas actualmente comercializadas para la 

prevención de la infección por VSR. 

El análisis se realizó utilizando la plataforma Nextclade, una herramienta 

bioinformática ampliamente utilizada en estudios de vigilancia genómica 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 comparación con una 

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

Posterior a la obtención del reporte de mutaciones, se procedió a realizar 

una búsqueda intencionada de aquellas mutaciones previamente reportadas en 

la literatura científica como asociadas a resistencia a anticuerpos monoclonales 

y vacunas. 

En el reporte de mutaciones generado por la plataforma Nextclade, se 

observó que las tres secuencias obtenidas en Nuevo León no contenían 

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 podría indicar un 

origen común o una circulación local de una variante particular del VSR en la 

región. 

Las mutaciones compartidas fueron las siguientes: 
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Gen Mutación 

G L142S 

G E224V 

G L298P 

G T320A 

L N143D 

L T179S 

L I1653V 

L K1661N 

L E1725G 

M M43I 

 

 
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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DISCUSIÓN 

 
El análisis filogenético y evolutivo del VSR realizado en esta tesis 

proporciona una visión amplia de la dinámica de transmisión, diversidad genética 

y evolución reciente del virus, con especial énfasis en la circulación de variantes 

en el estado de Nuevo León durante la temporada invernal de 2023-2024. Los 

datos obtenidos permiten reflexionar sobre el impacto de eventos 

epidemiológicos globales, como la pandemia por COVID-19, así como sobre la 

necesidad de una vigilancia genómica sostenida del VSR, especialmente ante la 

reciente introducción de terapias inmunoprevenibles como los anticuerpos 

monoclonales y vacunas dirigidas contra la proteína F. 

En primer lugar, el alineamiento de secuencias mediante MAFFT permitió 

estandarizar los fragmentos genéticos al tamaño correspondiente a la proteína 

G, optimizando así la calidad del análisis filogenético posterior. La selección del 

modelo de sustitución GTR+F+I+G4 mediante IQ-TREE2, y la posterior inferencia 

de árboles de máxima verosimilitud, proporcionaron una base sólida para 

explorar las relaciones evolutivas entre las cepas analizadas. El análisis temporal 

mediante TempEst reveló una correlación moderada (R² = 0.433) entre la 

divergencia genética y el tiempo, con una tasa de sustitución de 1.835E-3, lo cual 

sugiere una señal temporal aceptable para inferencias calibradas en el tiempo. 

Este valor es consistente con reportes previos para VSR12, reafirmando la 

confiabilidad del análisis. 

Uno de los hallazgos más llamativos fue la clara señal de extinción de 

múltiples clados durante el año 2020, coincidente con la pandemia por SARS- 

CoV-2. Esta reducción en la diversidad genética no se asoció con un cambio 

significativo en la tasa de sustitución (2.57E-3), lo cual sugiere que la extinción 

de clados no fue resultado de un cambio evolutivo acelerado del virus, sino más 

probablemente producto de factores externos61,63. Dos hipótesis emergen: 1. una 

menor vigilancia y notificación del VSR durante los años pico de COVID-19 

debido a la focalización de recursos diagnósticos en SARS-CoV-2, y 2. la eficacia 
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de las medidas no farmacológicas implementadas para COVID-19 (como el 

distanciamiento social y uso de mascarillas) en reducir la transmisión de otros 

virus respiratorios como el VSR61-65. 

Tras la relajación de estas medidas, varios países experimentaron brotes 

atípicos, fuera de temporada y con intensidades inusuales, afectando a grupos 

etarios más amplios, incluyendo niños mayores sin inmunidad previa66-70. Esta 

alteración de la estacionalidad y los patrones epidemiológicos del VSR también 

fue documentada en América Latina y México, donde se observó un aumento en 

la proporción de hospitalizaciones en edades mayores a las tradicionalmente 

afectadas61,67,71 

En términos de filodinámica, el análisis en BEAST utilizando un modelo 

Bayesian Skygrid con mediciones cada seis meses durante los últimos ocho años 

permitió visualizar las fluctuaciones en el tamaño poblacional efectivo del virus. 

Los resultados obtenidos en TRACER evidenciaron un cuello de botella en 2020, 

seguido por un aumento paulatino en el tamaño poblacional del VSR a partir de 

2021, apoyando nuevamente la hipótesis de un resurgimiento post- 

pandémico66,67,72 

La vigilancia genómica 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 

acumulación de mutaciones en regiones antigénicas relevantes como las 

proteínas G y F68–70,73,74 

En cuanto a la circulación geográfica, el árbol de máxima credibilidad 

generado por TreeAnnotator mostró que dos de las tres muestras obtenidas en 

Nuevo León formaban un clado único, con alto soporte estadístico (>0.95), lo que 

respalda una circulación local del virus en la región. Este clado compartía un 

ancestro común con un aislado previo de Argentina, sugiriendo un evento de 

importación internacional, y dicho linaje argentino se remontaba 

filogenéticamente a un linaje estadounidense, marcando una posible ruta de 

transmisión EUA → Argentina → México. La tercera muestra de Nuevo León, 
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aunque no pertenecía al mismo clado, también compartía un ancestro cercano 

con un aislado de EUA, lo que refuerza el papel de este país 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 geográficas del virus, confirmando la conexión 

filogeográfica entre EUA, México y Argentina. 

El análisis de mutaciones a partir de los genomas completos ensamblados 

permitió explorar la posibilidad de adaptaciones evolutivas recientes. Aunque no 

se detectaron mutaciones en la proteína F que estuvieran asociadas en la 

literatura con resistencia a vacunas o anticuerpos monoclonales, se identificaron 

varias mutaciones compartidas en las proteínas G, L y M entre las tres muestras 

de Nuevo León: L142S, E224V, L298P y T320A en la G; N143D, T179S, I1653V, 

K1661N y E1725G en la L; y M43I en la M. La presencia compartida de estas 

mutaciones sugiere un linaje circulante común, y aunque su relevancia funcional 

aún no está descrita, podrían representar adaptaciones locales o mutaciones 

neutras que se han fijado por deriva genética69,74,77. Estudios recientes han 

comenzado a esclarecer la relación entre estas mutaciones y la funcionalidad de 

la polimerasa viral, así como su interacción con la proteína de matriz, lo cual 

podría abrir nuevas vías terapéuticas73,77,78. 

En cuanto a la prevención, el uso de anticuerpos monoclonales de larga 

duración como nirsevimab ha demostrado una eficacia significativa en reducir las 

hospitalizaciones por VSR en lactantes, incluso en un contexto de cambios post- 

pandemia. La vacunación materna también ha mostrado resultados alentadores, 

y ambas estrategias han sido recientemente implementadas en algunos países 

como EE. UU.61,79–81. Sin embargo, persisten desafíos importantes en América 

Latina, como la desigualdad en el acceso a diagnóstico molecular, terapias y 

nuevas herramientas preventivas61,71. 

Desde el punto de vista metodológico, diversos estudios han documentado 

la adaptación de protocolos como Illumina CovidSeq™ y PCR multiplex para la 

vigilancia genómica eficiente del VSR, incluso en contextos con baja carga viral, 
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facilitando la secuenciación y análisis en tiempo real69,70,76,82. Estas innovaciones 

permiten una respuesta más rápida ante brotes y una mejor caracterización de la 

diversidad viral circulante. 

En conjunto, los resultados de esta tesis no solo permiten contextualizar la 

evolución del VSR en un periodo post-pandémico, sino que también refuerzan la 

necesidad de mantener una vigilancia molecular activa que incorpore 

herramientas bioinformáticas robustas, filodinámica calibrada en el tiempo y 

análisis funcional de variantes. Esto cobra aún mayor relevancia ante la reciente 

disponibilidad de vacunas y terapias inmunológicas específicas, las cuales 

podrían ejercer una presión selectiva significativa en las poblaciones virales 

circulantes. 
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CONCLUSIÓN 

 
El virus sincitial respiratorio en el noreste de México mostró una alta 

diversidad genética con múltiples introducciones transcontinentales, destacando 

una posible ruta de transmisión EUA → Argentina → México. Durante el periodo 

2020–2021, se identificó un cuello de botella genético asociado a la pandemia de 

COVID-19, seguido por una recuperación parcial de la diversidad viral. Esta 

dinámica estuvo más influenciada por factores sociales y epidemiológicos que 

por presión evolutiva, ya que no se observaron cambios en la tasa de sustitución 

ni mutaciones asociadas a resistencia a vacunas o terapias inmunoprevenibles. 

Se identificaron mutaciones compartidas en proteínas G, L y M entre los 

aislamientos locales, que podrían representar adaptaciones locales o eventos de 

deriva genética, aunque su impacto funcional aún no ha sido descrito. Asimismo, 

se detectó un clado local con alto soporte estadístico, lo que evidencia circulación 

autóctona del VSR en la región. 

El uso de secuenciación de tercera generación y herramientas 

bioinformáticas permitió un análisis robusto, mientras que el enfoque filodinámico 

reveló fluctuaciones poblacionales concordantes con eventos epidemiológicos 

recientes. En conjunto, estos hallazgos reafirman la importancia de una vigilancia 

genómica sostenida, especialmente ante la introducción de nuevas estrategias 

preventivas como los anticuerpos monoclonales y las vacunas dirigidas contra la 

proteína F. 
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19 

 
ANEXOS 

 
19.1 Ejecución de alineamiento múltiple de secuencias en entorno Linux 

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

para realizar un alineamiento múltiple de secuencias: 

mafft alnt_mafft1.fasta > alnt_mafft2.fasta 

 

Este comando corresponde a la ejecución del programa MAFFT (Multiple 

Alignment using Fast Fourier Transform), una herramienta bioinformática 

ampliamente utilizada para la alineación múltiple de secuencias de ADN, ARN o 

proteínas. En este caso, el archivo de entrada alnt_mafft1.fasta contiene las 

secuencias a alinear, y el resultado del alineamiento se redirige al archivo 

alnt_mafft2.fasta. 

19.2 Selección del modelo evolutivo mediante IQ-TREE 2 

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

como parte del análisis filogenético para determinar el modelo evolutivo más 

adecuado: 

iqtree2 -T AUTO -m TESTONLY -s alnt_mafft2.fasta 

 

Esta instrucción ejecuta el programa IQ-TREE 2, una herramienta 

reconocida por su eficiencia y precisión en la inferencia de árboles filogenéticos. 

El parámetro -s alnt_mafft2.fasta especifica el archivo de entrada que contiene el 

conjunto de secuencias previamente alineadas. La opción -m TESTONLY indica 

que se debe realizar únicamente la selección del modelo evolutivo más 

adecuado, sin proceder a la construcción del árbol filogenético. Finalmente, la 

opción -T AUTO permite que IQ-TREE detecte automáticamente el número 

óptimo de núcleos de procesamiento disponibles, optimizando así el rendimiento 

computacional. 
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19.3 Inferencia filogenética utilizando IQ-TREE 2 

 
Una vez identificado el modelo de sustitución más adecuado, se procedió 

a inferir el árbol filogenético a partir del alineamiento de secuencias mediante la 

siguiente línea de comando en el sistema operativo Ubuntu: 

iqtree2 -s alnt_mafft2.fasta -m TEST --mset beast1 -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 opción -m TEST permite realizar una reevaluación del 

modelo de sustitución, mientras que --mset beast1 restringe la búsqueda a los 

modelos compatibles con el software BEAST1, lo cual resulta útil en caso de que 

se planeen análisis filodinámicos posteriores con dicha herramienta. 

Los parámetros -B 1000 y -alrt 1000 indican que se debe realizar un 

análisis de soporte estadístico del árbol utilizando 1,000 réplicas de bootstrapping 

ultrarrápido (UFBoot) y 1,000 réplicas del test de razón de verosimilitud 

aproximado (aLRT), respectivamente. Por último, -T AUTO permite al programa 

detectar automáticamente el número óptimo de núcleos de procesamiento 

disponibles, optimizando así el uso de recursos computacionales durante la 

inferencia del árbol. 

19.4 Ejecución del análisis bayesiano con BEAST utilizando aceleración por 

GPU 

nohup beast -beagle_cuda alnt_mundo_skygrid_300.xml &> 

beast.log & 

Esta línea de comando permitió ejecutar BEAST aprovechando la 

aceleración por GPU mediante la biblioteca BEAGLE con soporte CUDA, lo cual 

incrementó significativamente la velocidad de cómputo. Adicionalmente, el uso 

de nohup aseguró que el proceso continuara ejecutándose incluso si la terminal 

era cerrada, lo que es especialmente útil en entornos de cómputo remoto o en 

servidores. El resultado principal del análisis fue almacenado en un archivo de 
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log (beast.log), además de archivos secundarios que contenían los árboles 

filogenéticos generados en cada paso del muestreo bayesiano. 


