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0.Resumen

El virus sincicial respiratorio (RSV) es una de las principales causas de enfermedades
respiratorias en nifios, asi como en la poblacion vulnerable: adultos mayores y
embarazadas. Se convierte en un virus de gran interés en epidemiologia molecular debido
a su alta tasa de mutacién y diversidad. El RSV tiene una gran importancia en la salud
publica, sin embargo, en México los estudios sobre su evolucién y dindmica circulante son
escasos. En este estudio se realiz6 un andlisis filogenético y evolutivo del RSV en los tipos
A y B utilizando secuencias gendémicas de distintas regiones del mundo, incluyendo a
Meéxico, y se examindé como la selecciéon natural, influye en su diversidad genética. Se
utilizaron diversas técnicas bioinformdticas para evaluar: Demografia, ancestria,
reconstruccion filogenética, y eventos de seleccion natural (penetrante y episddica). Con el
objetivo de comprender mejor la evolucién del virus.

Es importante implementar medidas de monitoreo para anticipar futuras adaptaciones del
virus y su impacto en la salud publica, tanto local como globalmente. Ya que el estudio
demostré que el RSV particularmente en México ha evolucionado bajo fuertes presiones
selectivas con variantes Europeas, por tanto, el identificar sitios especificos bajo selecciéon
natural y episddica incorpora la idea de que el virus estd en constante adaptacion debido a
cambios en el ambiente, asi como, en su presién inmunolégica. La vigilancia genémica del
RSV es esencial para comprender su evolucion, estrategias de control (epidemiologia) y

disefios en la vacunacioén a pesar de que ya existe un avance en ello.
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1. Introduccién
1.1 Historia del RSV
El virus sincicial respiratorio (RSV, por sus siglas en inglés) fue identificado por primera
vez en 1956, y desde entonces es considerado como una causa importante de infecciones
respiratorias, cuyos sintomas incluyen resfriados, bronquiolitis y neumonia principalmente
en bebés y nifios. A lo largo de los afios, se han realizado avances en la comprension de su
epidemiologia, biologia y tratamientos, ya que pese a tener una tasa menor de letalidad
que otros virus respiratorios, como la influenza, el RSV sigue siendo de preocupacién en la
salud publica debido a su alta tasa de incidencia a nivel mundial (Branche et., al 2021). Los
nifios con enfermedad pulmonar crénica, cardiopatia congénita y prematuridad tienen
tasas de letalidad mas altas (0-37%) en comparaciéon con los nifios por lo demds sanos
(<1%) ( Welliver et al., 2010 ). Los nifios inmunodeprimidos también tienen un mayor
riesgo de malos resultados, incluida la mortalidad ( Asner et al., 2013 ). La mortalidad
relacionada con el RSV en los EE. UU. es variable, con tasas de letalidad que oscilan entre el
0-1,7% para el RSV y el 0-0,17% para la bronquiolitis por todas las causas ( Bylsma et al.,
2022 ). Ademas, se observan tasas de mortalidad mas altas entre los bebés prematuros, los
ingresados en unidades de cuidados intensivos y los nifios con seguro publico ( Bylsma et
al., 2022).
El RSV es un virus con un genoma de RNA monocatenario de sentido negativo de 15.2 kb,
perteneciente al género Orthopneumovirus de la familia Pneumoviridae (Human
Orthopnuemovirus). Este virus fue aislado por primera vez en 1955 de un chimpancé con
una infeccion respiratoria del tracto superior (Nair.H Lancet, 2010). Su genoma codifica
para diez genes que se traducen en once proteinas. Existen dos subgrupos antigénicos de
este virus (A y B) que se diferencian en la regién hipervariable del gen que codifica para la
glicoproteina de superficie, llamada proteina G.
Ademas, las nuevas variantes RSV son una de las principales causas de infecciones del
tracto respiratorio inferior, lo que presenta un desafio importante en el desarrollo de
terapias efectivas (Jorquera, 2017). Si bien las variantes especificas y su impacto no se
analizan en la literatura disponible, la necesidad de tratamientos especificos es clara.

También se destaca el potencial de la terapia antiviral combinada para contrarrestar la
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aparicion de mutantes de escape del RSV. El Palivizumab y Ribavirina son opciones
disponibles para el tratamiento de la infecciéon (Jorquera, 2017). Cabe mencionar, que un
estudio retrospectivo en pacientes pedidtricos de alto riesgo, demostré que la terapia
combinada de palivizumab intravenoso y ribavirina fue bien tolerada, ademas de asociarse
con una reduccion significativa en la mortalidad, en comparacion con los resultados
reportados en estudios previos (Chavez-Bueno et al., 2007). Por otra parte, el grupo de
consenso sueco recomienda el uso de Palivizumab como profilaxis en ciertos bebés
prematuros y sugiere considerar la administracion de Ribavirina por inhalacién en
lactantes de alto riesgo que presenten sintomas graves de infeccién por RSV. Asimismo,
proponen la combinacién de ribavirina con inmunoglobulina intravenosa como
tratamiento para pacientes trasplantados que desarrollan neumonia leve a moderada
causada por RSV (Ewald, 2001). La reinfeccién por el RSV en adultos conlleva el riesgo de
generar enfermedades de relevancia clinica, y aunque las terapias antivirales exhiben
beneficios limitados, la perspectiva mas alentadora para mitigar su impacto radica en
estrategias de inmunizacion (Walsh, 2011). La mayoria de los casos presentan sintomas
leves, su gravedad en grupos vulnerables subraya la necesidad de comprender su dindmica
evolutiva. Asimismo, aunque se han desarrollado sistemas de detecciéon y se realizan
investigaciones prometedoras en diagndstico clinico y vigilancia epidemioldgica, la
implementacion de estos avances en la practica clinica contintia siendo un desafio
significativo (Babbage 2013).

De acuerdo a la literatura, el namero de infecciones y muertes por RSV ha aumentado
significativamente, particularmente en las naciones en vias de desarrollo (Hall, 2010). El
RSV es un patégeno importante en adultos, con aproximadamente 11,000 a 17,000 muertes
al afio en los EE. UU. (Walsh, 2012). En los adultos mayores, la infeccién por RSV causa
aproximadamente 10,000 muertes cada afio en EE. UU (Falsey, 2005). En los bebés, el RSV
hospitaliza a entre el 1% y el 2% cada invierno y, a nivel mundial, es la tercera causa mas
importante de neumonia infantil mortal (Meng, 2014). Estos hallazgos sugieren un
aumento sustancial de los casos y muertes por RSV en diferentes grupos de edad. Las
estadisticas de mortalidad indican que el RSV representa una causa significativa de
fallecimiento en la infancia debido a IRAB (Infecciones Respiratorias Agudas Bajas),
ubicindose detrds de la neumonia neumocécica y el Haemophilus influenzae tipo b en

términos de incidencia letal. En lo que respecta a México, las estadisticas de mortalidad
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por el virus RSV son limitadas pero en un estudio realizado por Rodriguez Auad en 2012,
se encontré que el RSV causaba altas hospitalizaciones e ingreso a unidades de cuidados
intensivos, particularmente en nifios con enfermedades subyacentes (cdncer, VIH,
obesidad, tuberculosis, etc.) y lactantes (aquellos comprendidos desde el nacimiento hasta
sus dos afios de edad), asimismo, el estudio reporté 14 muertes de infantes, directamente
atribuidas a la infeccion por RSV. Estos estudios resaltan la necesidad de investigacion y
vigilancia continua del RSV y otros virus respiratorios en México. También, es necesario
impulsar con prontitud la formulacién de nuevas estrategias de prevencién y abordaje

terapéutico como una prioridad estratégica (Nair, H., 2010).

1.2 Generalidades moleculares del RSV

El RSV es un virus de RNA de cadena sencilla y polaridad negativa, que contiene
aproximadamente 15,000 nucleétidos y pertenece a la familia Prneumoviridae y al género
Orthopneumovirus. Su genoma posee 10 marcos de lectura abiertos. Al igual que otros virus
de RNA, el RSV presenta una alta tasa de mutacion, atribuida a que su RNA polimerasa
dependiente de RNA carece de mecanismos de correcciéon y edicion. Esta caracteristica
intrinseca del virus permite la acumulacién de mutaciones durante la replicacién genémica
lo que ha resultado en la apariciéon de variaciones genéticas y antigénicas que dificultan su
control y prevencion (Falsey, A. R. & Walsh, E. E., 2000).

El RSV se clasifica en dos subgrupos: tipo A (RSV-A) y tipo B (RSV-B). Esta clasificacién se
fundamenta en su variabilidad antigénica, un fenémeno que se refiere a las diferencias en
las proteinas virales que permiten al RSV evadir la respuesta inmunolégica del hospedero
permitiendo que ocurran reinfecciones.

1.2.1: Estructura de la particula viral

El RSV es un virus con estructura esférica o pleomoérfica, con un didmetro promedio de
150-200 nm. Esta rodeado por una bicapa lipidica derivada de la célula huésped, en la cual
se encuentran las proteinas de superficie G, F y SH que facilitan la entrada del virus en las
células epiteliales del huésped y contribuyen a la evasion inmunoldgica. Debajo de la
envoltura se encuentra la proteina de matriz (M), que proporciona soporte estructural y
participa en el ensamblaje viral. El interior del genoma viral consiste en RNA
monocatenario negativo (-ssRNA) asociado con proteinas como: la fosfoproteina (P) y

RNA polimerasa (L), que forman el complejo de replicacién; y las proteinas regulatorias
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M2-1 y M2-2, involucradas en la transcripcion y replicacion viral, como se muestra en la
Figura 1. Esta organizacién estructural permite al RSV infectar eficientemente el tracto

respiratorio, replicarse y evadir las defensas del hospedero.

M2-1M22 .
| s TH
HNsTHNs2H N H P H M 6 H F H M2 Y pepron i
139 124 391 241 256 64 298 574 284 s
Ribonucleocapsid
proteins kigenienvelops
N: Mucleoprotein M: Matrix
P: Phosphoprotein
L: Large polymerase Envel
nvelope
proteins

~——F: Fusion protein
—— G: Attachment protein

SH: Small hydrophobic protein

(-)ssRNA

Figura 1. Esquema del genomay estructura de la particula viral RSV. (a) Genes codificados por el genoma de RSV, que
se traducen en 11 proteinas. (b) Representacion esquematica del virién del RSV que muestra la organizacion de sus
principales componentes. La bicapa lipidica contiene las proteinas de superficie: G (glicoproteina de adhesién), F
(proteina de adhesién) y SH (proteina hidrofébica pequefia). Debajo de la envoltura se encuentra la proteina de matriz
(M), que da el soporte estructural al virién. En el interior, se encuentra el genoma de RNA monocatenario negativo
(-ssRNA) esta asociado con la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P) y la RNA polimerasa (L). Imagen tomada de:
Coérdova-Davalos, L. E., Herndndez-Mercado, A., Barrén-Garcia, C. B., Rojas-Martinez, A., Jiménez, M., Salinas, E., &

Cervantes-Garcia, D. (2022).

Las proteinas codificadas por el genoma viral de RSV y sus caracteristicas se resumen en la
Tabla 1.
Tabla 1. Proteinas del RSV

Proteina Tipo Caracteristica

N estructural Se une al RNA \viral,

formando el complejo de
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ribonucleoproteina (RNP).
Protege el RNA vy sirve
como andamio para la
replicaciéon y transcripcion

viral.

estructural

Acttia como cofactor de la
RNA polimerasa
dependiente = de  RNA
polimerasa (proteina L). Es
esencial para la sintesis de
RNA, uniendo la proteina y
el complejo RNP.

estructural

Subunidad catalitica de la
RNA polimerasa
dependiente de  RNA.
Impulsa la replicaciéon del
genoma viral y la

transcripcién del mRNA.

M2: M2-1 / M2-2

estructural

M2-1: Garantiza que la
polimerasa viral
permanezca unida a la
plantilla de RNA durante la
transcripcion, lo que
permite la sintesis de
mRNAs de longitud
completa.

M2-2: Regula el cambio de

la transcripciéon viral a la
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replicacion modulando la

actividad de la polimerasa.

estructural

Organiza los componentes
virales durante el
ensamblaje, media en las
interacciones entre el
complejo RNP y las
proteinas de la envoltura (F,

G, SH).

estructural

Media la entrada viral
fusionando la envoltura
viral con las membranas de
la célula huésped.
Desencadena la formaciéon
de sincitios (fusion
célula-célula), ayudando a

la evasion inmune.

estructural

Se une a los receptores de la
célula huésped (CX3CR1)
para la unién inicial.
Altamente glicosilado,
contribuyendo a la evasion
inmune al enmascarar sitios

antigénicos.

SH

estructural

Forma canales i6nicos en las

membranas del huésped,
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alterando el  equilibrio
iénico celular. Puede inhibir
la apoptosis y reducir la

deteccién inmune.

NS1

no estructural

Suprime la sefializacion del
interferén (IFN) del
huésped y las respuestas
inmunes innatas. Inhibe la
expresion de genes
antivirales para promover la

replicacion viral.

NS2

no estructural

Funciona  sinérgicamente
con NS1 para bloquear la
produccién y sefalizacion
de IFN. También altera la
funcién mitocondrial para
limitar la apoptosis de las

células infectadas.
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1.3 Ciclo replicativo

El ciclo replicativo del RSV incluye varias etapas clave: primero, el virién se adhiere a
receptores especificos en la superficie de células epiteliales bronquiales y alveolares del
tracto respiratorio mediante sus proteinas F y G (adsorcién). Luego, ingresa a la célula
hospedera por endocitosis mediada por receptores (entrada). Una vez dentro, el RNA viral
es liberado y replicado en el citoplasma (descapsidacién y liberacién del genoma viral). La
replicacion y transcripciéon, son mediadas por una RNA polimerasa viral, y generan RNA
gendmico y subgenémico; este dltimo sirve de templado para la sintesis de proteinas
virales. Estas proteinas se producen en el citoplasma y se ensamblan en complejos de
replicaciéon y transcripcion (sintesis de proteinas virales). Posteriormente, las nuevas
particulas virales se ensamblan en la membrana celular y son liberadas mediante gemacion,
causando dafio a la célula huésped (ensamblaje y liberacién). Finalmente, las particulas

virales liberadas infectan células vecinas y repiten el ciclo (propagacioén) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion grafica del ciclo replicativo del virus RSV. (1) El virién se une a la superficie de la célula
huésped mediante la interaccién de las glucoproteinas G y F con sus receptores CX3CR1, TLR4, heparina e ICAM-1 (2) La
proteina de fusion (F) expone el péptido de fusion y adopta una conformacién que facilita la fusion de la membrana viral
con la membrana celular, liberando la nucleocapside en el citoplasma (3) El genoma viral se dirige a las inclusiones
citoplasmaticas, donde ocurre la transcripcion primaria para generar RNA mensajero (4) Estos RNA virales se traducen en
los ribosomas citoplasmaéticos, produciendo las proteinas estructurales y no estructurales (5) A continuacion, se lleva a
cabo la replicacion del genoma viral (6) Las proteinas de superficie (SH, F y G) se procesan a través del reticulo
endoplasmico. (7) Posteriormente, son transportadas al aparato de golgi para su maduracién (8) Finalmente, las proteinas
virales y el genoma se ensamblan en filamentos virales en la superficie celular, lo que da lugar al proceso de gemaciéony a
la liberacién de nuevos viriones. Imagen tomada de: Cérdova-Davalos, L. E., Hernandez-Mercado, A., Barrén-Garcia, C.

B., Rojas-Martinez, A., Jiménez, M., Salinas, E., & Cervantes-Garcia, D. (2022).

Las células infectadas por RSV pueden fusionarse a través de las proteinas F expuestas en
la membrana plasmatica, formando los sincitios caracteristicos de la infeccién por RSV. Se

considera que las proteinas de superficie F y G son los mejores blancos para una vacuna,
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especialmente para la induccién de anticuerpos neutralizantes ( E. Kinnear & Ryan F.
Russell 2021). EI RSV es capaz de replicarse en las células epiteliales del tracto respiratorio,
lo que provoca inflamacién y dafio tisular caracteristico de las infecciones por este virus. La
replicacion viral y la respuesta inmunitaria del hospedero pueden contribuir a los sintomas
clinicos de la infeccion. Por tanto, el ciclo replicativo del RSV implica la unién a receptores
en células del tracto respiratorio, la entrada en la célula, la replicacion y transcripcion del
RNA viral, la sintesis de proteinas virales, el ensamblaje y la liberacion de particulas virales
asi como la propagacion a otras células. La replicacion del RSV puede causar enfermedades
respiratorias en el hospedero, especialmente en nifios pequefios y en personas con sistema

inmunolégico comprometido.
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1.4 Respuesta inmunolégica
La infeccién por RSV desencadena una compleja interaccion con la respuesta inmune innata
y adaptativa, aunque su capacidad para evadir parcialmente estas respuestas contribuye a

su persistencia y a la alta incidencia de reinfecciones.
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Figura 3. La respuesta inmune frente a la infeccién por RSV. En la fase inicial (1a) de la infeccién, durante los primeros
tres dias, el RSV activa la respuesta inmune innata en las células epiteliales de la mucosa a través de las proteinas virales F
y G. Estas proteinas interactdan con los receptores TLR-4 y CX3CRI1, respectivamente, estimulando células ciliares,
macroéfagos y células dendriticas para producir interferén tipo 1 alfa/beta (IFN-a/ ). Este proceso también activa factores
que inducen la produccién de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6
(IL-6), interleucina-8 (IL-8) e interleucina-1-beta (IL-1p). Durante (1b) las células dendriticas presentes en la via aérea
transportan diversos antigenos del RSV a sitios activos del sistema linfatico asociado a mucosas (BALT) donde se refuerza
la respuesta innata con un aumento en la migracién de células a la mucosa. En la segunda fase, presentacion de antigenos;
(2) a través deeste primer contacto del virus con el sistema inmune se orquesta la respuesta efectora adaptativa especifica
de LT CD4, LT CD8 y LB desde el dia siete. Esta respuesta adquirida, contribuye a la eliminacién de la infeccién,
especialmente por accién de linfocitos T CD8 e IFNy induciendo la respuesta mediada por anticuerpos (3) y células T

sensibilizadas que protegeran contra futuras reinfecciones (Russell, C. D., Unger, S. A., Walton, M., & Schwarze, J. (2017).
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1.5 Epidemiologia de RSV

Factores como la exposicion al humo del tabaco y enfermedades subyacentes, como
cardiopatias congénitas, aumentan la gravedad de las infecciones por RSV (Wong-Chew et
al., 2017; Rodriguez-Auad et al., 2012). En México, investigaciones multicéntricas han
detectado al RSV en un 25.7% de nifios con neumonia adquirida (Wong-Chew et al., 2017).
A nivel mundial, las infecciones por el RSV presentan un patrén estacional que varia segtin
las condiciones climaticas de cada region. En zonas templadas, los picos de infecciéon suelen
registrarse durante el invierno, mientras que en regiones tropicales estas infecciones
alcanzan su punto maximo durante la temporada de lluvias (Law et al., 2002). En la figura
5 se muestra el porcentaje de infecciones por este virus en el punto maximo durante la

temporada de influenza estacional, dentro de la Republica Mexicana.

ENTEROV/RHINOVIRUS 32.8%
METAPNEUMOVIRUS 5.4%
PARAINFLUENZA I‘% 5.3%
ADENOVIRUS 4.6%

coronanies [ 27
Bocavirus | 12%
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Figura 4. Distribucion porcentual de los principales virus respiratorios detectados durante la temporada de influenza
estacional 2023-2024 en la Republica Mexicana. El Virus Sincicial Respiratorio representa el mayor porcentaje de
detecciones (47,0%), seguido por Enterovirus/Rinovirus (32,8%), Metapneumovirus (5,4%), Parainfluenza (53%),
Adenovirus (4,6%) y Coronavirus NL63 (2,7). %), Bocavirus (1,2%), Coronavirus OC43 (0,8%) y Coronavirus 229E (0,1%).
Imagen tomada de: SINAVE/DGE/ Vigilancia Epidemiolégica de Enfermedad Respiratoria Viral,2023.

En condiciones normales, el patron estacional del virus es predecible; sin embargo, la
pandemia de COVID-19 alter¢ significativamente esta dinamica. Durante este periodo, se

observaron brotes atipicos de RSV en el verano de algunas regiones, lo cual se atribuye a la
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relajacion de las intervenciones no farmacéuticas implementadas para controlar la
pandemia (Herndndez-Rivas et al., 2021; Stein y Zar, 2023).

1.5.1 Factores de riesgo asociados a la infeccion grave por RSV

La gravedad de las infecciones por el virus sincicial respiratorio (RSV) esté influenciada por
diversos factores, entre los que destacan la edad, el entorno y las condiciones subyacentes
de los individuos afectados.

Entre los principales factores de riesgo, se encuentra una edad menor de 3 meses,
especialmente en lactantes prematuros y menores de 6 meses, quienes presentan una mayor
susceptibilidad debido a la inmadurez de su sistema inmunolégico (Lucién et al., 2014).
Adicionalmente, algunas condiciones médicas subyacentes como las enfermedades
cardiacas o pulmonares cronicas, asi como inmunodeficiencias, incrementan
significativamente el riesgo de complicaciones graves en infecciones por RSV.

El entorno también juega un papel importante. Factores como el sexo masculino, el
nacimiento durante la primera mitad de la temporada de RSV, el hacinamiento y la
exposicion a otros lactantes e infantes que puedan portar el virus en guarderias aumentan
la probabilidad de infecciones severas (Bont et al., 2016). Asimismo, la exposicién al humo
del tabaco, ya sea activa o pasiva, es un factor critico que agrava las infecciones por RSV en

los nifios.

1.5.2 Clinica de la infeccion por RSV

Los factores mencionados en el apartado anterior destacan la necesidad de estrategias
preventivas especificas para los grupos de riesgo, particularmente en los contextos
pediatricos y de poblaciones vulnerables. Aunque las tasas de letalidad son generalmente

bajas (<0,5%), el RSV sigue siendo una carga importante para los sistemas de atencién de

salud ( Bont et al., 2016).

Las manifestaciones clinicas pueden abarcar desde sintomas leves en las vias respiratorias
superiores hasta enfermedades graves en las vias respiratorias inferiores, como
bronquiolitis y neumonia (Rostad, 2019). Cabe destacar que los lactantes y los recién
nacidos son quienes experimentan las manifestaciones clinicas mas graves (Jiang et al.,

2023).
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El dafio se concentra principalmente en los bronquiolos debido a la toxicidad directa por la
infeccién viral, lo que provoca lesién del epitelio bronquial y alveolar, acompafiado de
compromiso intersticial, edema de la mucosa e hipersecrecién. Estos procesos conducen a
una obstruccién bronquial difusa, hiperinsuflacién pulmonar y/o atelectasia. Es comtn que
se presente una alteracion en la relaciéon ventilacion/perfusiéon (V/Q), lo que resulta en

hipoxemia e hipercapnia, es decir, a una insuficiencia respiratoria.

Outcomes Effect (95% CI) 12 (%) Pvalue Mumber of included studies
Mild 0.51(0.39-0.64) 100.0 <0.001 14
Cough 0.92(0.88-0.95) 97.9 <0.001 10
Masal congestion 0.58(0.4-0.76) 98.6 <0.001 5
Rhinorrhea 0.53(0.05-1.00) 100.0 <0.001 5
Fever 0.41(0.34-0.49) 98.2 <0.001 13
Vomiting 0.22(0.11-0.32) 99.2 <0.001 4
Diarrhea 0.20(0.12-0.27) 98.1 <0.001

Moderate 0.37(0.30-0.45) 100.0 <0.001 20
Shortness of breath 0.50(0.31-0.69) 99.8 <0.001

Dyspnea 0.47(0.05-0.88) 99.8 <0.001 4
Wheezing 0.39(0.30-0.48) 99.6 <0.001 16
Pneumonia 0.28(-0.06-0.62) 100.0 <0.001 6
Oxygen supplementation 0.26 (- 0.01-0.54) 100.0 <0.001

Otitis media 0.13(0.12-0.15) 0.0 0.642 2
Severe 0.07(0.07-0.08) 99.8 <0.001 19
Respiratory failure 0.29(0.16—0.41) 98.8 <0.001 5
Sepsis 0.10(- 0.03-0.23) 99.4 <0.001 3
ICU admission 0.09(0.07-0.10) 99.8 <0.001 15
Mechanical ventilation 0.02(0.02-0.03) 99.1 <0.001 8

RSV respiratory syncytial virus, CI confidential interval, ICU intensive care unit

Tabla 2. Sintomas comtnmente asociados a la infeccién por RSV. En esta tabla se muestran los sintomas mas comunes
que se asocian con la infeccion por el virus respiratorio sincicial (RSV) los cuales incluyen tos (92 %), congestién nasal (58
%), rinorrea (53 %), dificultad para respirar (50 %) y disnea (47 %). Datos tomados de: Jiang, MY., Duan, YP,, Tong, XL. et al.
2023.

-Estrategias de prevencion de la infecciéon por RSV

Las estrategias actuales para prevenir la infeccién por RSV comprenden un conjunto de
medidas destinadas a reducir su transmisién y proteger a los grupos vulnerables. Entre
estas medidas, destacan las practicas de higiene estrictas, la promocién de la lactancia
materna y la inmunizacién pasiva mediante el uso de palivizumab, un anticuerpo
monoclonal (mAb) indicado especificamente para lactantes con alto riesgo de
complicaciones graves (Messina et al., 2022; Esposito et al., 2022). Sin embargo, la

aplicacion de palivizumab presenta limitaciones significativas debido a su costo y
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disponibilidad, lo que resulta en una proteccién insuficiente para la mayoria de los
lactantes (Esposito et al., 2022).

En respuesta a estas limitaciones, las estrategias emergentes de prevencion han
evolucionado con el objetivo de proporcionar una cobertura mas amplia, particularmente
durante la primera temporada de exposicion al RSV. Dentro de estas estrategias, la
inmunizacién materna y el desarrollo de anticuerpos monoclonales de accién prolongada
han emergido como enfoques altamente prometedores debido a su capacidad para ofrecer
proteccion pasiva extendida y reducir la incidencia de infecciones severas (Esposito et al.,
2022). Asimismo, otras lineas de investigacion incluyen el disefio de vacunas dirigidas a
lactantes mayores y nifios, el desarrollo de anticuerpos monoclonales con mayor afinidad y
eficacia, asi como la implementaciéon de tratamientos antivirales especificos (Weisman,
2002; Glowinski et al., 2021).

Resulta inevitable continuar con la investigacion y el desarrollo de estrategias preventivas
que no solo sean eficaces y seguras, sino también accesibles y escalables para proteger a
toda la poblacion pediatrica susceptible (Esposito et al., 2022). De acuerdo con la Sociedad
Canadiense de Pediatria se deben adoptar diferentes estrategias atendiendo a diversos
tipos de grupos prioritarios, tal como se muestra en la figura 5 . En esta figura se detallan
dos enfoques principales: el uso de Nirsevimab, anticuerpo monoclonal, y la vacuna

RSVpreF (ABRYSVO) para la prevencién de la infeccion.
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Children entering, or born during, their first

RSV season
) . * Who are at increased risk of severe RSV disease, including those born at <37
Pr|0r|ty 1* weeks gestation (Box 1)
OR
TargETS * Whose transportation for severe RSVis complex, and/orwhose risk of severe
children at highest risk RSV disease intersects with established social and structural health

determinants such as those experience by some Indigenous communities

Child’s Season 2

Offer to children with ongoing risk
N | I'SGVIIT'Ia b = Childrenwith underlying medical conditions (Box 1)

RSV
Prevention
Strategy

Priority 2* Child’s Season 1
Targets all children Allinfants born during RSV season OR
<8 months of age at start of RSV season

Pregnant Persons

May individually considerimmunization at 32-36 weeks gestation

* Babies DO NOT need nirsevimab UNLESS there is an underlying medical risk
factor (Box 1) OR born <2 weeks after RSVpreF administration

Universal program is not currently recommended

RSVpreF vaccine

Imagen tomada de: Friedman JN, Rieder MJ, Walton JM; Sociedad Canadiense de Pediatria 2021.
Figura 5. Diagrama esquemaitico de las estrategias de prevencién para la infeccién por RSV. Las estrategias de
prevencién para la infeccién por RSV se estructuran en dos niveles de prioridad. La prioridad 1 esta orientada a nifios con
mayor riesgo de resultados adversos graves; durante la primera temporada de exposicién al RSV, incluye a lactantes con
factores de riesgo como condiciones médicas subyacentes, prematuridad (<37 semanas de gestaciéon) o determinantes
sociales y estructurales que limitan el acceso a cuidados criticos. En temporadas subsecuentes, esta prioridad se extiende a
nifios con riesgo persistente debido a condiciones médicas preexistentes. Por otro lado, la prioridad 2 se dirige a todos los
lactantes, incluyendo a los recién nacidos durante la temporada de RSV o a menores de 8 meses al inicio de esta
temporada. Ademads, se contempla la inmunizacién materna con la vacuna RSVpreF (ABRYSVO) entre las semanas 32 y
36 de gestacion como un enfoque individualizado, aunque su implementacién como programa universal no esta
actualmente recomendada. Cabe sefialar que los lactantes nacidos menos de dos semanas después de la administracién de
esta vacuna o aquellos con factores de riesgo subyacentes podrian requerir la administraciéon de Nirsevimab para

garantizar una protecciéon adecuada.

2. Antecedentes particulares

2.1 Importancia del Virus Respiratorio Sincicial (RSV)

A nivel mundial, se estima que el RSV causa alrededor de 33 millones de infecciones graves
cada afio, resultando en més de 3 millones de hospitalizaciones y 120.000 muertes,
principalmente en paises de ingresos bajos y medios (Rodriguez-Auad et al., 2012) .
Ademas,

representa una carga significativa para los sistemas de salud debido al manejo clinico de

casos severos y la falta de tratamientos especificos de bajo costo.
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2.2 Estudios filodinamicos y diversidad genética

Los estudios filodindmicos han proporcionado informacién valiosa sobre la dindmica
evolutiva del RSV. Martinelli (2014) y Tan (2012) encontraron evidencia de la diversidad
genética y las tasas evolutivas de RSV A y B, identificando al gen G como un objetivo
importante de la seleccion diversificadora. Estos estudios resaltan la importancia de
monitorear los cambios en las secuencias codificantes del RSV para la identificaciéon de
cepas endémicas y el desarrollo de vacunas. Martinelli (2014) explor6 la estabilidad del
RSV, encontrando que su estructura secundaria y terciaria son labiles al pH y a la
temperatura, con estabilidad 6ptima cerca del pH neutro y temperatura. Por altimo, Stec
(1991) analiz6 exhaustivamente al gen L, que codifica para la polimerasa del RSV,
revelando sus relaciones evolutivas con otros Paramixovirus. Estos hallazgos subrayan la
compleja interaccién entre la diversidad genética, la estabilidad y la dindmica evolutiva del
RSV, elementos clave para futuras investigaciones.

El RSV exhibe una notable diversidad genotipica, evidenciada por la identificacion de
multiples cepas (Cane, 2001). Desde una perspectiva de epidemiologia molecular, los
estudios han identificado patrones de agrupamiento geografico y una evoluciéon continua
de las cepas de RSV (Tabor et al., 2020). En particular, los genotipos ON1 y BA9 han sido los
subtipos A y B del RSV, respectivamente (Tabor et al., 2020; Canta-Flores et al., 2022).

2.3 Evolucién molecular y seleccién natural

El RSV es un virus con una alta tasa de mutacion, lo que lo convierte en un patégeno
genéticamente diverso y evolutivamente dindmico. Este fendmeno es impulsado
principalmente por errores durante la replicacién viral, debido a la falta de una actividad
correctora de su polimerasa viral (Hause et al., 2017). La evolucién molecular del RSV se
manifiesta en cambios genéticos en sus proteinas clave, como la proteina de fusiéon (F) y la
glicoproteina G, que desempefian roles esenciales en la infeccién viral y la evasion del

sistema inmunolégico.
2.3.1 Variabilidad genética en la proteina G

La glicoproteina G es una de las principales dianas de la seleccién diversificadora debido a
su exposicién al sistema inmunoldgico del huésped. Estudios han identificado multiples

sitios bajo selecciéon positiva en esta proteina, lo que permite al RSV adaptarse
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continuamente a las presiones inmunolégicas. En particular, el RSV-B muestra una mayor
frecuencia de cambios genéticos en comparacién con el RSV-A, lo que podria explicar las
diferencias en la prevalencia y severidad de los brotes causados por ambos subtipos (Yu et

al., 2021).

Las mutaciones en la glicoproteina G también afectan su funcién en la adhesién celular, ya
que esta proteina es responsable de la unién inicial del virus a las células epiteliales del
tracto respiratorio. La alta plasticidad genética de la proteina G no solo facilita la evasién
inmunolégica, sino que también plantea desafios para el desarrollo de vacunas basadas en

esta proteina (Martinelli et al., 2014).
2.3.2 Seleccién natural en la proteina F

La proteina de fusién (F) es otro componente esencial del RSV que ha sido objeto de
intensos estudios evolutivos. Esta proteina desempefia un papel crucial en la entrada viral,
mediante la fusiéon de la membrana del virus con la célula huésped. Los estudios han
identificado que los sitios de prefusion de la proteina F estdn bajo una fuerte seleccion

positiva, lo que indica su importancia en la adaptacion viral (Yu et al., 2021).

Ademas, las mutaciones en la proteina F pueden influir en la antigenicidad del RSV,
afectando la eficacia de las respuestas inmunolégicas inducidas por infecciones previas o
vacunas. Por ejemplo, los estudios de (Yu et al, 2021) reportaron una frecuencia de
mutaciones del 100 % en estos sitios en cepas recientes de RSV-B, lo que resalta la necesidad

de un seguimiento continuo de estas variantes.
2.3.3 Tasas evolutivas del RSV

La tasa evolutiva del RSV se ha estimado que oscila en un rango de 1.48 x 10%a1.92 x 103
sustituciones de nucleétidos por sitio por afio, dependiendo del subtipo y las regiones
gendmicas analizadas (Hause et al., 2017; Sullender, 2000 ). Estas tasas son comparables a
las de otros virus de RNA respiratorios como el virus de la influenza, lo que sugiere que el

RSV tiene una alta capacidad de adaptacion en entornos diversos.

2.4 Implicaciones para el desarrollo de vacunas y terapias
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La evoluciéon molecular del RSV tiene importantes implicaciones para el disefio de
estrategias de prevencion y tratamiento. Las mutaciones en las proteinas F y G no sélo
complican el desarrollo de vacunas, sino que también influyen en la efectividad de los
anticuerpos monoclonales y otros tratamientos dirigidos. Por esta razén, la vigilancia
genética global del RSV es crucial para identificar variantes emergentes y anticipar cambios

en la antigenicidad viral (Adhikari et al., 2022).

Ademas, los avances en herramientas bioinformaticas y analisis filogenéticos han
permitido rastrear la diseminacién de cepas especificas en tiempo real. Estas herramientas
no solo facilitan la identificacion de variantes relevantes, sino que también ayudan a
comprender como las presiones selectivas y los cuellos de botella poblacionales afectan la
evolucién del RSV. Se ha reportado que, la secuenciaciéon del genoma completo ha revelado
la cocirculacién de multiples clados del RSV a nivel mundial, predominando los genotipos
A23 y B6 en los ultimos afios ( Pangesti et al., 2023 ). Por otra parte, se han desarrollado
nuevos esquemas de secuenciaciéon basados en amplicones para el RSV A y B, lo que
permite una secuenciacién de alto rendimiento y un andlisis filogenético en diferentes
paises ( Maloney et al., 2024 ). Estos métodos han demostrado una agrupaciéon geografica
minima de las secuencias del RSV, lo que enfatiza la propagacién global del virus. Las
estimaciones de la tasa evolutiva para los genomas del RSV A y B se han calculado en
aproximadamente 6,72 x 10-4 y 7,69 x 10-4 sustituciones/sitio/afio, respectivamente ( Bose

etal., 2015).

2.4.1 Avances de la vacunacién contra el RSV

A lo largo de los afios, se han realizado avances significativos en la comprensién de la
epidemiologia, biologia y tratamientos del virus respiratorio sincicial (RSV), lo que ha
llevado al desarrollo de nuevas herramientas preventivas dirigidas a las poblaciones més
vulnerables. Recientemente, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por
sus siglas en inglés) aprob6 varias intervenciones preventivas, incluidas vacunas y
anticuerpos monoclonales, que representan un hito en la lucha contra esta enfermedad. En
particular, la vacuna Abrysvo, desarrollada por Pfizerm, ha sido autorizada tanto para
mujeres embarazadas, permitiendo conferir inmunidad a los recién nacidos mediante
inmunizacién materna, como para adultos mayores de 60 afios (Howes, 2023; Ellis y Weiss,

2023). En el caso de las gestantes, esta vacuna se administra entre las semanas 32 y 36 de
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gestacion, alcanzando una eficacia del 82% en la prevencién de infecciones graves de las
vias respiratorias inferiores en los bebés durante los primeros 90 dias de vida (Ellis y Weiss,
2023). Por otra parte, Arexvy, desarrollado por GSKm, también esta indicado para adultos
mayores de 60 afios y ha demostrado eficacia en la prevencién de enfermedades del tracto
respiratorio inferior relacionadas con el RSV (Swathi, 2024). Ambas vacunas se dirigen a la
forma prefusion de la proteina F viral, un objetivo clave en el desarrollo de inmunizaciones
contra este patogeno, y requieren una dosis tinica para inducir inmunidad (Lee et al., 2023;
Ellis y Weiss, 2023). Durante el ensayo clinico de fase 3 RENOIR, Abrysvo demostré una
eficacia del 67% en la proteccién de adultos mayores contra infecciones graves por RSV
(Ellis y Weiss, 2023).

Ademas, para la protecciéon de infantes, la FDA aprobé el uso del anticuerpo monoclonal
Beyfortus (nirsevimab), disefiado especificamente para proteger a los recién nacidos y
lactantes, incluidos los prematuros tardios, contra infecciones graves del tracto respiratorio
inferior asociadas al RSV. Este tratamiento mostré una eficacia del 83% en la prevencion de
hospitalizaciones durante el primer afio de vida, segiin los resultados del ensayo clinico
HARMONIE (Abubakar Nazir et al., 2023; Howes, 2023; Ellis y Weiss, 2023). Nirsevimab
estd indicado para bebés nacidos a partir de las 35 semanas de gestacion (Lee et al., 2023).
Entre los efectos secundarios comunes de Arexvy se incluyen dolor en el lugar de la
inyeccion, fatiga, mialgia, cefalea y artralgia (Swathi, 2024). En conjunto, estas innovaciones
destacan como herramientas cruciales para abordar la carga global del RSV, un patégeno
responsable de aproximadamente 60,000 muertes anuales en nifios pequefios a nivel
mundial (Ellis y Weiss, 2023).

La disponibilidad de nuevas opciones preventivas refuerza la importancia de implementar
estrategias integrales para reducir el impacto de esta enfermedad en los grupos de mayor

riesgo, incluyendo nifios pequefios y adultos mayores
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Immunogenicity and Potential
or Actual** Clinical Outcomes

Vaccine Platform Target population

Disproportionate increase in binding
antibody with poor neutralization capacity.
ERD following natural infection
resulting in severe iliness and two
deaths

FI-RSV

No induction of adaptive immunity.
Transferred antibody provides passive
protection from severe illness.

F-specific mAb

Induction of mucosal antibody and T cell

responses. Prevention of severe upper

and lower respiratory tract disease, and
potential for sterilizing immunity.

Live-attenuated
and Chimeric

Induction of both antibody and T cell
responses and prevention of upper and
lower respiratory tract disease.

Nucleic Acid

Induction of both antibody and T cell
responses and prevention of upper and
lower respiratory tract disease.

Vector-based

Increase in antibodies to moderately
neutralization-sensitive sites. Failure to
meet primary efficacy objectives in
several clinical trials.

Post-F Subunit*

Increase in antibodies to highly
neutralization-sensitive sites and

Stabilized Pre-F improved serum neutralizing potency.

Subunit*
Increase in antibodies that neutralize virus
G Subunit by binding central conserved domain or
block immunomodulatory effects.
SH Subunit Induction of SH-binding antibodies that

mediate ADCC.

Figura 6. Enfoques de vacunacién contra el RSV y poblacién objetivo: Se muestran diversas estrategias de vacuna,
disefiadas para poblaciones pediétricas, maternas y de edad avanzada. Estas incluyen plataformas basada en proteinas de
subunidad (pre-F o post-F), vectores virales, acidos nucleicos y virus atenuados vivos, asi como anticuerpos
monoclonales. Los ensayos clinicos en curso aprovechan las lecciones aprendidas de la vacuna FI-RSV y de la profilaxis
pasiva, buscando principalmente la generacion de anticuerpos neutralizantes potentes y en paralelo respuestas de células
T adecuadamente dirigidas en lactantes y mayores de edad. Los enfoques utilizan particulas similares a virus (VLP) y
nanoparticulas con proteinas pre-F o post-F para mejorar la inmunogenicidad a través de la multimerizacién. Las letras en
negritas, resaltan los resultados reales de la vacuna FI-RSV y los estudios de eficacia clinica a gran escala. Imagen tomada

de: Tracy J. Ruckwardt, Kaitlyn M. Morabito, Barney S. Graham (2019).

2.5.5 Consideraciones futuras

En el contexto de la evolucion molecular, es fundamental desarrollar estrategias integrales
que combinen estudios filodindmicos, vigilancia epidemiolégica y desarrollo de
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inmunizaciones efectivas. A medida que surgen nuevas tecnologias, como la edicién
genética y la vacunologia estructural, se abren oportunidades para abordar los desafios

planteados por la alta tasa de evolucion del RSV.
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3. Justificacion

No existen estudios sobre los genotipos circulantes de RSV en México ni su distribucién, y
las secuencias reportadas hasta ahora son escasas. Esta falta de datos representa una
barrera significativa para comprender la dindmica evolutiva y epidemioldgica del virus en
el pais.

Por lo tanto, se propone realizar un analisis de datos de secuenciacioén viral de ambos tipos
RSV A y B, con el objetivo de determinar su dindmica circulante. Las metodologias
bioinformaticas, en particular el andlisis filogenético, han demostrado ser cruciales para
comprender la evolucién de virus de RNA como el RSV (Shi 2010, Moya 2004). Estos
métodos han revelado la diversidad genética y la dindmica de transmisién del RSV,
arrojando luz sobre su historia evolutiva y su impacto epidemiolégico (Shi 2010).

Dado que los virus de RNA, como el RSV, presentan una alta tasa de mutacion, se
convierten en modelos valiosos para estudiar la evolucién viral. Las herramientas
bioinformaticas han sido fundamentales para estas investigaciones (Moya 2004). Ademas,
la filogenética en epidemiologia molecular ha proporcionado informacién clave sobre los
origenes, la evolucion y la propagaciéon del RSV dentro de las poblaciones humanas (Lam
2010). Sin embargo, la aplicacién de métodos filogenéticos avanzados en la investigaciéon

del RSV sigue siendo limitada a especialistas en el campo (Lam 2010).
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4. Hipotesis

Los sitios que han evolucionado bajo seleccién positiva en la proteina G del RSV se

encuentran en regiones altamente glicosiladas.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar el papel de la selecciéon natural en la evolucién del virus sincicial respiratorio
de los tipos Ay B

5.2 Objetivos especificos
1. Determinar la filogenia del RSV Ay B

2. Analizar el papel de la seleccién natural penetrante en la evolucion del RSV de los
tipos Ay B

3. Analizar el efecto de la seleccién natural episédica en el RSV de los tipos A y B
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A 4

Andlisis de datos
demogrificos

Lenguaje R

6. Estrategia Experimental

—————————— Andlisis del virus RSV-A y RSV-B

1

Extraccién de secuencias de
poblacién mexicana, (Base
de Datos)

A 4

Curacién y control de secuencias
(SCRIPTS PYTHON)

A 4

I

OBJETIVO 1
Recontruccidn filogentica
(Software IQ-TREE y Lenguaje R)

4

Anélisis de ancestria (Software PastML)

Alineamientos (Aliview) con
secuncias de referencia.

v
OBJETIVO 2
Andlisis de seleccién
natural penetrante en
RSV-Ay RSV-B
(Software FEL)

OBJETIVO 3

Anélisis de seleccién
episédica en RSV-Ay

RSV-B (Software
MEME)

Figura 7 . Estrategia de trabajo para llevar a cabo este proyecto “in silico”.
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7. Metodologia

7.1 Analisis de datos demograficos

Se llevo a cabo un estudio exhaustivo de las caracteristicas demogréficas de los pacientes
cuyas muestras fueron incluidas en este andlisis. Los datos analizados incluyen
informacién relativa a la edad y al sexo de los pacientes, aspectos que se consideran
determinantes para comprender patrones epidemiolégicos asociados con los subtipos de
este virus. Se generaron dos gréficas de barras para RSV-A y RSV-B utilizando la libreria
ggplot2 (Wickham H 2016.), del lenguaje de programaciéon R version 3.3.0 R Core Team
(2016). Este anélisis se hizo con el propésito de identificar y analizar posibles diferencias
demograficas entre los pacientes infectados por los diferentes tipos del virus respiratorio
sincicial (RSV). Los metadatos originales recopilados se presentan en detalle
correspondiente del Anexo III, los cuales representan un conjunto de datos crudos
fundamentales para contextualizar y sustentar este andlisis. A fin de garantizar un enfoque
estructurado y simplificado para su interpretacién, los datos utilizados fueron
seleccionados Anexo IV, especificamente para incluir las variables mencionadas,
excluyendo cualquier otro factor no relevante a los objetivos planteados en este apartado
del estudio. Finalmente en el Anexo V se presenta el script utilizado para la realizacién y

visualizacion de este analisis.

7.2 Obtencién y Seleccion de Secuencias

A partir de 203 muestras de pacientes hospitalizados en México, se obtuvieron secuencias
completas del gen G correspondientes a los subgrupos A y B del virus respiratorio sincicial
(RSV). Adicionalmente, para complementar los anélisis, se descargaron 1,963 secuencias de
RSV disponibles en la base de datos GISAID (https://gisaid.org/). De estas secuencias 971
corresponden al tipo A y 992 al tipo B.

Debido al formato original proporcionado por la base de datos, se realizaron
modificaciones en los nombres de las secuencias con el objetivo de homogeneizarlas y
organizarlas de manera mas estructurada. En el Anexo I se presenta la tabla de metadatos
generada a partir de las muestras analizadas, mientras que en el Anexo II se detalla la

organizacion de los nombres de las secuencias por region.
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7.3 Alineamiento multiple de secuencias
Con el fin de garantizar la calidad de las secuencias analizadas, se llevd a cabo un
alineamiento ~ mdltiple  utilizando la  herramienta = MAFFT,  version 7

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/source.html). Las secuencias se alinearon

contra referencias de alta calidad correspondientes a: NC_038235.1: Human
orthopneumovirus Subgrupo A, genoma completo y NC_001781.1: Human orthopneumovirus
Subgrupo B, genoma completo.

Posteriormente, el alineamiento fue revisado en el software Aliview. Durante este proceso,
se eliminaron aquellas secuencias que presentaban mas del 5% de nucleétidos no
determinados ("N"). Ademas, las secuencias fueron recortadas para incluir tnicamente la

region codificante del gen G.

NC_038235. 1/Human orthopneumovir
R 1 IEX-29/2007|EPT_ISL
VEX EPLISL

REV/AM H
ARSV/A/M: HCO-041C75258
hRSV/AMexicoN-CO-0388_5255
RSV/AMexicoN-CO-035C_5255
RSV/AMexico/N-JA-025D 5185
hRSV/AMexico/N-JA-030D_5 136
hRSV/AMexico/N-PC-096-C_5197

NC_001781. 1 Human orthopneumovir »,
hREV B /Mexico /MEX-24/2005|EPT_ISL
RSV /B /Mexico/MEX-20/2004|EPT IS0
RSV /5 /Mexico /MEX-51/2008 [EPT_ISL
RSV /5 /Mexico/1856/20 14/EFT_ISL_2
EPIISL|412864|2015-06-23|S00th Am
EFIISL | 1074290| 2015-06-23 South Ar
EPIISL[412461|2015-06-02|South Am
EPIISL [6494972]2012-12-06 |Europe
EPIISL |2575515]2012-12-06 |Europe
FRTTEI 1A484aR812M1 21 1-14IF rane.

Con el propésito de evitar posibles errores en el marco de lectura, se realiz6 una btsqueda

adicional en la base de datos NCBI ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificar y
confirmar el marco de lectura correcto en ambas cepas con los siguientes nameros de
acceso, en RSV- A:NC_ 002288.3 y RSV-B:NC_007598.2. Este analisis permiti6 eliminar
codones de paro prematuros presentes en las secuencias. Finalmente, el alineamiento fue
ajustado para conservar exclusivamente las regiones correspondientes a la proteina G

codificante.

7.4 Reconstruccion filogenética

Se llevaron a cabo reconstrucciones filogenéticas de los subtipos RSV-A y RSV-B,
utilizando el enfoque de maxima verosimilitud implementado en el software IQ-TREE}
(Bui Quang,2020).
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Las secuencias gendémicas empleadas fueron previamente alineadas y sometidas a un
proceso de curacién, con el propésito de garantizar la integridad y calidad de los datos asi
como la precisién en los resultados.

Los arboles filogenéticos generados se visualizaron utilizando la versién 4.3.1 del lenguaje
de programacion R, R Core Team (2023) y el software especializado FigTree V1.4.4
(Rambaut, A. 2018). En el Anexo VI se incluye el script detallado empleado para la
construccion y visualizacion de los arboles filogenéticos, proporcionando el flujo de trabajo.
El objetivo principal de este analisis fue inferir las relaciones filogenéticas de los subtipos
estudiados. Las representaciones graficas obtenidas revelan nodos que corresponden a
ancestros comunes y ramas que reflejan distancias genéticas, aportando informacion
valiosa sobre los patrones de propagacion geografica, eventos de introducciéon y
divergencias evolutivas. Estos hallazgos ofrecen una perspectiva integral de las dindmicas

evolutivas del virus en diferentes regiones geograficas, incluido México.

7.5 Analisis de ancestria de cepas de RSV
Con el alineamiento curado de las secuencias de ambas cepas, y solo con la proteina G de
interés, se realizO un andlisis de ancestria en el servidor web PASTML

(https:/ /pastml.pasteur.fr/) con la finalidad de representar la evolucién o el flujo de

variantes de las secuencias a través del tiempo y el espacio, en este caso entre los
continentes y/o regiones: South América, Oceania, Europa, Asia, Africa, North America y
Meéxico. Los circulos y hexagonos representan nodos que corresponden a grupos de las
secuencias. El tamafio de los nodos indica el numero de secuencias de ese grupo. Los nodos
mas grandes representan un ntimero mayor de secuencias. Finalmente los colores en los
nodos representan y/o estan relacionados con la region de origen de las secuencias, por

tanto, cada uno representa su region.

7.6 Analisis de seleccion natural penetrante en RSV-A y RSV-B
Con el propésito de determinar el papel de la selecciéon natural penetrante en la evolucion

de los subtipos de RSV, se realizaron andlisis, utilizando la herramienta bioinformatica FEL

(Fixed Effects Likelihood) de la plataforma Datamonkey (https://www.datamonkey.org/).
Este enfoque permite identificar sitios especificos bajo seleccion positiva diversificante o

seleccion purificadora mediante la comparacién de tasas de sustitucién sindénimas y no
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sinénimas en secuencias alineadas. Previo a la utilizacién de la plataforma, se utiliz6 el
servidor web CD-HIT disponible en
(https:/ /github.com/weizhongli/cdhit/blob/master/doc/cdhit-user-guide.wiki) con la

finalidad de eliminar redundancia y duplicado de las secuencias a utilizar, ya que, FEL solo
permite un namero limitado de secuencias. Por lo tanto, se incluyeron un total de 236
secuencias de RSV-A y 414 de RSV-B. Posteriormente FEL determiné y/o evalué los sitios
no invariantes para identificar presiones de seleccion positiva diversificante (p < 0.1) y

seleccion purificadora (p < 0.1).

7.7 Analisis de seleccién natural episédica en RSV-A y RSV-B
Para analizar el efecto de la seleccion natural episdédica del RSV se utiliz6 la herramienta
bioinformatica MEME (Mixed Effects Model of Evolution) de la plataforma Datamonkey

(https:/ /www.datamonkey.org/), esta herramienta permite identificar sitios especificos en

las secuencias gendmicas bajo presion de seleccion positiva episddica, es decir, sitios que
experimentan eventos de selecciéon positiva de manera intermitente a lo largo del tiempo
y/o de su historia evolutiva. Las secuencias que se utilizaron, son las mismas que se
emplearon en el anterior objetivo. Los resultados generados por MEME fueron descargados
en formato JSON y se analizaron a través de la herramienta de visualizacion
complementaria (http://vision.hyphy.org/MEME). De esta manera se permiti6 interpretar
graficamente los sitios bajo seleccién positiva, facilitando el andlisis comparativo entre los

subtipos A y B del virus.
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8. Resultados

8.1 Analisis de datos demograficos

Distribucion de pacientes RSV-A por edad y sexo

10
Sexo
. Femenino
. Masculing
B s

5

0 III “\I\II‘II‘I III III III

0 5 10 15
Edad

Cantidad de pacientes

Figura 8. Distribucion de pacientes positivos para RSV-A por rango de edad y género. Esta figura muestra
las diferencias demograficas de pacientes infectados por RSV-A. El color rojo corresponde al sexo femenino y
el color verde corresponde al masculino, el color azul corresponde a: SN (género no especificado). En el eje Y
se observa la cantidad mientras que en el eje X las edades de los pacientes. Gréfica de barras construida con el

software R version 3.3.0.

En la figura 8 podemos observar que la mayoria de los pacientes son nifios entre 0 y 5 afios.
En este grafico los pacientes de sexo femenino son mas frecuentes en el rango de edad de 0
a 2 afios. En nifios mayores de 5 afios parece haber un ligero aumento en la proporcién de
pacientes del género masculino. SN da referencia a género no especificado de la base de

datos y estd presente en pacientes entre 5y 10 afios.
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Distribucién de pacientes RSV-B por edad y sexo
30
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Sexo
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Figura 9. Distribucién de pacientes positivos para RSV-B por rango de edad y género. Esta figura muestra
las diferencias demograficas de pacientes infectados por RSV-B. El color rojo corresponde al sexo femenino y
el color azul corresponde al masculino. En el eje Y se observa la cantidad mientras que en el eje X las edades

de los pacientes. Gréfica de barras construida con el software R version 3.3.0.

En la figura 9 se observa que, para la cepa RSV-B, parece haber una mayor proporcioén de
pacientes masculinos en los rangos de 2 a 6 afios, mientras que, en el caso de RSV-A, se
identifica un ligero aumento en la frecuencia de pacientes femeninos.Cabe destacar que,
tanto para RSV-A como para RSV-B, la mayor cantidad de infecciones se presenta en

edades tempranas, principalmente en infantes menores de 5 afios.

8.2 Reconstruccion filogenética de secuencias de RSV
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Figura 10. Reconstruccion filogenética en RSV-A.Arbol construido con un método de méaxima verosimilitud
con la region gendmica correspondiente de la proteina G. Se muestra la filogenia construida con IQTREE,

utilizando el modelo de sustitucion GTR+F+R3, escalado por fecha de recoleccién. Los colores muestran la

region de origen de las secuencias.

En la figura 10 se observan varios clados definidos entre los diferentes continentes, lo que
podria estar relacionado con la propagacién de divergencias geograficamente. Ademas, se
observa que las secuencias de México (azul claro) parecen estar mas dispersas en el arbol,
sugiriendo asi que las cepas de RSV en esta regiéon han tenido multiples eventos de
introduccién, asi como una evolucién independiente. En cuanto a la distancia genética en
este arbol (RSV-A), las longitudes de las ramas parecen maés largas, especialmente en los
extremos derechos (no asociados a una parte del genoma, sino, a las secuencias mas
divergentes o més alejadas de la raiz).Esto indica que las cepas han acumulado una mayor
cantidad de diferencias genéticas, probablemente debido a divergencias evolutivas

prolongadas.
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Figura 11. Reconstruccién filogenética en RSV-B. Arbol construido con el método de maxima verosimilitud
con la regién correspondiente de la proteina G. Se muestra la filogenia construida con IQTREE, utilizando el

modelo de sustitucion GTR+F+R4, escalado por fecha de recoleccién. Los colores muestran la regiéon de

origen de las secuencias.

En la figura 11 se observa una gran diversidad en las secuencias representadas por los
puntos de colores que indican los diferentes continentes. Las secuencias de las distintas
regiones parecen estar agrupadas en distintas subramas, lo que sugiere que existe
diferenciacion evolutiva por region, por tanto, los agrupamientos parecen ser relativamente
claros, indicando divergencias evolutivas consistentes y posiblemente debido a la
propagacion geografica y la evolucion independiente de cada regién. En cuanto a la
distancia genética en este arbol (RSV-B) la longitud de las ramas indica el nimero de
cambios de nucleétidos. Las secuencias mas cercanas a la raiz (parte izquierda) son mas
similares al ancestro comtn, mientras que las que tienen ramas largas (parte derecha) han
experimentado més divergencias evolutivas. Las distancias parecen relativamente cortas
para la mayoria de las secuencias, pero en algunos grupos la mayor longitud de las ramas
indica mayor divergencia genética dentro de esos grupos.

De manera general, en ambos d&rboles, el hecho de que los puntos de colores
correspondientes a diferentes regiones no se mezclen completamente indica que, aunque
existe transmision global, las cepas tienden a evolucionar dentro de las areas geogréficas

especificas.
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8.3 Ancestria de cepas de RSV
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Figura 12.Reconstruccién de Estados Ancestrales del Sitio de Muestreo de RSV-A. En esta figura se
presenta la reconstruccion de los sitios de muestreo correspondientes a las secuencias de RSV-A calculado con
PastML. Los colores corresponden a la region de origen geografica de las secuencias, el tamafio de los nodos
corresponde al nimero de secuencias (entre més grande el nodo, mayor niimero de secuencias). Finalmente el
hexagono (nodo interno) corresponde al ancestro comtn de las secuencias. Rojo (secuencias de Oceania ),

Verde Claro(secuencias de Europa), Verde oscuro (secuencias de México ), Azul claro(secuencias de Africa),
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Azul oscuro (secuencias de Asia), Rojo claro (secuencias de North América) y Naranja claro (secuencias de

South América).

Como se observa en la figura 12 hay una gran distribucién de las secuencias entre Africa,
Oceania y Europa, representados por nodos relativamente grandes. Los nodos de México
aparecen en verde mds oscuro y estdn conectados con Europa, lo que sugiere que las
secuencias que pertenecen a México estdn genéticamente mds relacionadas con las
variantes europeas. Las conexiones entre los nodos (lineas) indican las trayectorias
evolutivas, si una linea conecta dos nodos significa que hay una relacién evolutiva entre
esas secuencias. Se puede observar que hay una conexiéon fuerte entre los nodos que

representan a las regiones geograficas de México y Europa.
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Figura 13. Reconstruccion de Estados Ancestrales del Sitio de Muestreo de RSV-B. En esta figura se
presenta la reconstruccion de los sitios de muestreo correspondientes a las secuencias de RSV-B calculado con
PastML. Los colores corresponden a la region geografica de origen de las secuencias, el tamafio de los nodos
corresponde al nimero de secuencias (entre mas grande el nodo, mayor nimero de secuencias). Finalmente el
hexagono (nodo interno) corresponde al ancestro comun de las secuencias. Rojo claro (secuencias de México),
Verde claro (secuencias de Europa), Azul claro(secuencias de Africa), Morado (secuencias South América y

Naranja oscuro (secuencias de Oceania) y Naranja claro (secuencias de North América)

Como se observa en la figura 13 , los nodos correspondientes a secuencias de México estan
conectados con secuencias provenientes de Europa y en menor medida, con nodos de
Africa y Oceania. Los nodos europeos aparecen agrupados con otras secuencias, lo que
sugiere una posible influencia significativa de Europa en la distribucién de variantes. Este
patrén contrasta con lo observado en el grafico correspondiente a RSV-B, donde la

influencia de Europa parece menos marcada.

Por tanto, en ambos arboles de reconstruccion ancestral en RSV-A y RSV-B México parece
estar principalmente conectado con Europa, lo que puede indicar que las variantes en
Meéxico han tenido una fuerte influencia europea. También hay una presencia significativa
de conexiones con Oceania y Africa, lo que sugiere un intercambio genético con esas
regiones. Las reconstrucciones de nodos ancestrales muestran propagacién evolutiva entre
las regiones geogréficas, en donde Europa se muestra como un punto importante de origen

o relacionado con el resto de las regiones.
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8.4 Seleccién natural penetrante en cepas de RSV

En seleccién positiva diversificante se detectaron 15 sitios en RSV-A y 18 sitios en RSV-B.
Estos sitios indican una presién evolutiva que favorece la variabilidad en estas posiciones,
lo que podria estar relacionado con mecanismos de evasién inmune o adaptacién a nuevas
condiciones ambientales. Mientras que, en seleccién purificadora se identificaron 72 sitios
en RSV-A y 112 sitios en RSV-B. Estos resultados se observan en las tablas 3 y 4 Analisis
de seleccion positiva sitio por sitio en ambas subtipos de RSV, y nos sugieren que
mutaciones en estas posiciones podrian ser deletéreas, lo que lleva a la conservacion de
secuencias esenciales para la funcién viral. Asimismo, Las tablas 3 y 4 sugieren que varios
sitios especificos en los genomas de los subtipos RSV-A y RSV-B estdn bajo presion selectiva

positiva.
8.4.1 Presion selectiva en RSV-A

En el andlisis de las regiones codificantes de las secuencias del subtipo RSV-A, los
siguientes codones que presentan presion selectiva positiva: Codon 278: p-Value = 0.0001,
Codon 327: p-Value = 0.0004 y Codén 289: p-Value = 0.0046. son los que presentan los
valores de p mas bajos, indicando alta significancia estadistica. Estos codones estan sujetos
a una fuerte presion selectiva positiva, particularmente los codones 278 y 327, que
muestran una significancia estadistica excepcionalmente alta. Si estos codones se
encuentran en regiones criticas de las proteinas F o G, es posible que las mutaciones en
estas posiciones estén promoviendo alteraciones funcionales, como la variacién en las

regiones de interaccién con receptores celulares o anticuerpos del huésped.

Tabla 3. Analisis de seleccion positiva: sitio por sitio en RSV-A

Particion | Codén Tasa de Tasa de Sitios que Prueba de Nivel de Longitud total clase
sustituciones | sustituciones | pueden estar razén de significancia de larama
sinénimas no sinénimas | bajo seleccién | verosimilitud (P-Value)
(Alpha) (Beta) positiva o (LRT)
purificadora
(Alpha=Beta)
1 20 0.000 0.955 0.522 3.617 0.0572 1.078 Diversificadora
1 106 0.000 1.165 0.968 3.350 0.0672 1.998 Diversificadora
1 108 0.000 0.663 0.968 3.372 0.0663 0.634 Diversificadora
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120 0.300 1.391 0.958 2.895 0.0889 1.978 Diversificadora
127 0.259 1.370 0.883 3.575 0.0586 1.822 Diversificadora
260 0.000 2.488 1.070 11.746 0.0006 2.209 Diversificadora
278 0.305 5.023 2.696 16.514 0.0000 5.565 Diversificadora
279 1.805 5.981 4.711 4.987 0.0255 9.725 Diversificadora
289 0.000 1.342 0.689 8.038 0.0046 1.422 Diversificadora
302 0.269 2.968 1.620 9.614 0.0019 3.344 Diversificadora
303 1.112 3.424 2.790 2.907 0.0882 5.758 Diversificadora
313 0.829 2.757 1.978 3.030 0.0817 4.084 Diversificadora
319 0.680 3.545 2.451 7.134 0.0076 5.060 Diversificadora
326 0.000 3.003 2.395 3.190 0.0741 4.943 Diversificadora
327 0.385 5.057 3.033 12.643 0.0004 6.260 Diversificadora

8.4.2 Presion selectiva en RSV-B

En el andlisis de las regiones codificantes de las secuencias del subtipo RSV-B, los

siguientes codones que presentan presion selectiva positiva: Codén 159: p-Value = 0.0035,

Codén 257: p-Value = 0.0358,Codén 222: p-Value = 0.0005 y Codén 273: p-Value= 0.0003 son

los que presentan los valores de p mas bajos. Entre estos, los codones 222 y 296 destacan

por su alta significancia estadistica. En particular, el codén 222 ha sido asociado en otros

estudios con cambios en las propiedades de unién al receptor lo que podria influir en la

interaccién del virus con los receptores celulares del huésped. (Chutinimitkul et al., 2010 ;

Belser et al., 2011).Las mutaciones en estas posiciones, especialmente por su localizacion en

la proteina F, podrian afectar directamente la eficiencia de fusién del virus y su capacidad

para infectar nuevas células. Aunque los codones 257 y 159 muestran menor significancia

estadistica, también estan bajo seleccion positiva.

Tabla 4 . Analisis de seleccion positiva: sitio por sitio en RSV-B.

Particiéon

Codoén

Tasa de
sustituciones
sinénimas

(Alpha)

Tasa de
sustituciones
no sinénimas

(Beta)

Sitios que pueden
estar bajo
seleccion positiva
o purificadora

(Alpha=Beta)

Prueba de
razon de
verosimilitud

(LRT)

Nivel de
significancia

(P-Value)

Longitud total

de la rama
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9 0.000 0.942 0.509 4.904 0.0268 1.833 Diversificadora
17 0.000 0.328 0.158 2.922 0.0874 0.567 Diversificadora
20 0.000 0.541 0.225 3.498 0.0615 0.810 Diversificadora
95 0.000 1.237 0.797 7.055 0.0079 2.866 Diversificadora
103 0.368 1.672 1.050 5.043 0.0247 3.780 Diversificadora
159 0.000 1.162 0.493 8.548 0.0035 1.775 Diversificadora
198 0.000 0.541 0.225 3.493 0.0616 0.811 Diversificadora
222 0.479 4.094 2.888 16.184 0.0001 10.391 Diversificadora
236 0.000 2.245 1.885 3.139 0.0765 6.783 Diversificadora
257 0.938 4.812 4.304 4.406 0.0358 15.489 Diversificadora
270 0.726 3.922 3.425 4.756 0.0292 12.325 Diversificadora
273 0.964 3.918 2.682 13.098 0.0003 9.652 Diversificadora
286 0.195 1.168 0.518 2.900 0.0886 1.865 Diversificadora
290 0.278 5.612 3.676 23.578 0.0000 13.28 Diversificadora
296 0.000 0.931 0.508 4.869 0.0273 1.827 Diversificadora
308 0.193 1.818 1.137 8.593 0.0034 4.093 Diversificadora
315 0.481 1.581 1.190 3.124 0.0772 4.282 Diversificadora
319 0.173 1.048 0.642 4.226 0.0398 2.310 Diversificadora

8.4.3 Implicaciones evolutivas y funcionales de las cepas de RSV

Los sitios identificados bajo selecciéon positiva en ambos subtipos de RSV, particularmente

aquellos con valores de significancia estadistica extremadamente alta (278, 327, 222 y 296),

son de gran interés. Estas posiciones podrian estar desempefiando un papel clave en la

adaptacion del virus a las presiones del entorno, incluyendo la interaccién con el sistema

inmune del huésped. Ademads, se ha planteado que estas mutaciones podrian generar

cambios estructurales y funcionales en las proteinas F y G, impactando directamente en la

capacidad del virus para evadir el sistema inmune y aumentar su eficiencia de transmision.

(Huong et al., 2024 ).
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8.4.4 Interpretacion de los resultados entre RSV-A y RSV-B

Ambos subtipos de RSV presentan sitios bajo seleccién positiva y purificadora, lo que

refleja un equilibrio entre las presiones adaptativas y la conservaciéon funcional en el

genoma viral. Sin embargo, el subtipo RSV-B mostr6 un mayor namero de sitios bajo

seleccion purificadora, lo que sugiere una mayor estabilidad y conservacién en ciertas

regiones gendémicas en comparacion con RSV-A. Este patrén podria estar asociado con

diferencias en las estrategias evolutivas y funcionales entre los subtipos, lo que refuerza la

importancia de la investigaciéon de los procesos de seleccién natural en la evolucién

diferencial de ambos. Por lo tanto, los resultados subrayan el papel central de la seleccién

natural en la adaptacién del RSV y destacan la necesidad de profundizar en el andlisis de

los sitios identificados, con el fin de comprender mejor los mecanismos evolutivos y

desarrollar intervenciones maés efectivas contra este virus.

8.5 Seleccion episddica en cepas de RSV

Tabla 5. Analisis de seleccion natural episddica en sitios especificos de RSV-A.

Sitio | Particion Tasa de Tasa de Porcion | sitio esta La proporcion Estadistico de Valor de #Ramas #Longitud
sustitucion sustitucion de bajo de ramas esta prueba de significancia bajo total de las
sinébnima no sinénima ramas | seleccién experimentand | razén de estadistica seleccion ramas
(ds) (a) (dn) (B-) (p-) positiva o seleccion verosimilitud asociada al
(B+) positiva en ese | (LRT) LRT
sitio. (P-value)
(p+)
260 | 1 0.0 0.0 0.0 10.44 1.0 11.75 0.0 4.0 0.0
302 |1 01.07 0.56 0.0 24.19 1.0 9.64 0.0 0.0 0.0
168 |1 01.06 0.3 0.0 101466 | 1.0 10.18 0.0 1.0 0.0
278 | 1 1.21 0.1 0.0 20.16 1.0 16.52 0.0 10.0 0.0
327 |1 1.83 0.74 0.0 2477.76 | 1.0 50.59 0.0 11.0 0.0
78 1 0.9 0.12 0.0 7581.09 |1.0 07.04 0.01 3.0 0.0
289 |1 0.0 0.0 0.0 5.41 1.0 08.05 0.01 5.0 0.0
319 |1 2.68 0.23 0.0 14.19 1.0 713 0.01 0.0 0.0
326 |1 0.0 0.0 0.0 78.47 1.0 5.83 0.02 3.0 0.0
279 |1 7.28 0.15 0.0 24.49 1.0 4.98 0.04 5.0 0.0
255 | 1 02.05 0.0 0.0 60.63 1.0 4.35 0.05 6.0 0.0
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291 1.69 0.0 0.0 50.48 1.0 4.2 0.06 5.0 0.0
183 7.54 0.0 0.0 202.52 1.0 4.24 0.06 20 0.0
127 01.03 0.06 0.0 5.49 1.0 3.58 0.08 0.0 0.0
20 0.0 0.0 0.0 3.77 1.0 3.62 0.08 2.0 0.0

Tabla 5. Analisis de seleccion natural episddica en sitios especificos de RSV-A. Este analisis se realizé con

la herramienta MEME de Datamonkey, se muestran los parametros de seleccion natural episédica para
diferentes sitios en las secuencias de RSV-A. (a) Tasa de sustitucion sinénima dS que representa la tasa de

evolucién bajo selecciéon purificadora o neutral), (B-) tasa de sustituciéon no sinénima dN cuando se asume
que el sitio estd bajo seleccion purificadora o neutral,(p-) porcién de ramas que siguen el modelo B->a
seleccion negativa o neutralidad (B+) Tasa de sustitucion no sindénima cuando el sitio esta bajo seleccion
positiva,(LRT) Estadistico de prueba de razén de verosimilitud utilizado para evaluar si hay evidencia de
seleccion positiva en un sitio determinado(P-value)Valor de significancia asociado al LRT, que indica si la

seleccion positiva es estadisticamente significativa en ese sitio

En la tabla 5 se observa, que el sitio 20 (sombreado) es estadisticamente significativo (p <
0.05) y presentan posiciones bajo presiéon de selecciéon episédica positiva. Por lo tanto, el
analisis muestra que el sitio 20 tiene un p-value significativo (0.08), lo que indica que este
sitio estd influenciado por seleccion positiva episddica en al menos algunas ramas del arbol
filogenético, que arroja también MEME. Este fenémeno sugiere que el sitio puede ser clave
en procesos evolutivos y que confieren ventajas adaptativas intermitentes, posiblemente
relacionadas con interacciones especificas con el huésped o la evasiéon de la respuesta
inmune. El valor elevado de beta+ (3.77) refuerza esta idea, indicando tasas de sustituciéon
no sinénima positivas en este sitio, comparativamente mayores que las tasas de sustitucion

sinénima.
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Gréfico del anilisis de seleccion episddica en sitios especificos en RSV-A
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Figura 14. Grafico del analisis de seleccion episddica en sitios especificos en RSV-A. En esta figura se
muestra la distribucién de los valores de selecciéon episédica en cada sitio analizado. El eje X representa la
posicion del sitio de secuencia, mientras que, el eje Y indica la magnitud del pardmetro de seleccién positiva
episodica (betat). Los picos corresponden a sitios con mayores tasas de sustitucion no sinénimas bajo

seleccion positiva episddica en cada sitio.

El grafico de la Figura 14 muestra una distribucién heterogénea de seleccién natural
episddica a lo largo de los sitios de las secuencias del subtipo RSV-A, ademads, con varios
picos prominentes que reflejan sitios sometidos a presiones selectivas. Los sitios con valores
altos de beta+ como se muestra en la figura, son aquellos cercanos a las posiciones 250 y
327, sugiriendo que se trata de regiones gendmicas que experimentan cambios adaptativos,
ahora bien, los picos menores que se observan, sugiere que, otras posiciones también
contribuyen a la evolucion adaptativa del virus, aunque de forma menos consistente.
Dependiendo de factores como el sistema inmune del hospedero, o de las condiciones
ambientales, este patrén es consistente con virus altamente dindmicos que enfrentan
presiones selectivas especificas. Estos resultados nos sugieren que, las regiones
identificadas podrian tener relacién con funciones biolégicas con el virus (interaccién con

receptores del hospedero, y/o evasion de la respuesta inmunoloégica).
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Tabla 6. Analisis de seleccion natural episddica en sitios especificos de RSV-B.

Sitio | Particion | Tasa de Tasa de Porcién | sitioestd | Laproporcién | Estadisticode | Valor de #Ramas | #Longitud
sustitucion | sustitucion | deramas | bajo de ramas estd | prueba de significancia | bajo total de las
sin6nima | no sinénima (p-) seleccion | experimentan | razén de estadistica | seleccion ramas
(ds) (a) (dn) (B-) positiva | doseleccion | verosimilitud | asociada al
(B+) positiva en ese | (LRT) LRT
sitio. (P-value)
(p+)
273 | 1 4.54 0.18 0.0 18.53 1.0 13.1 0.0 0.0 0.0
290 | 1 1.31 0.1 0.0 26.53 1.0 23.58 0.0 13.0 0.0
222 (1 2.3 0.14 0.0 19.37 1.0 16.18 0.0 11.0 0.0
308 |1 0.89 0.0 0.0 100.93 1.0 12.28 0.0 12.0 0.0
230 (1 9.39 1.95 0.0 1384.59 | 1.0 8.14 0.01 14.0 0.0
158 |1 3.17 0.0 0.0 9472.75 | 1.0 8.32 0.01 1.0 0.0
317 |1 4.14 0.0 0.0 140.55 1.0 7.36 0.01 8.0 0.0
159 |1 0.0 0.0 0.0 5.7 1.0 8.55 0.01 5.0 0.0
95 1 0.0 0.0 0.0 5.77 1.0 07.05 0.01 8.0 0.0
103 [ 1 1.77 0.61 0.0 39.18 1.0 6.34 0.02 1.0 0.0
9 1 0.0 0.0 0.0 4.53 1.0 4.9 0.04 3.0 0.0
270 |1 3.46 0.37 0.0 18.57 1.0 4.76 0.04 0.0 0.0
236 |1 0.0 0.0 0.0 74.96 1.0 5.14 0.04 8.0 0.0
296 | 1 0.0 0.0 0.0 448 1.0 4.87 0.04 4.0 0.0
257 |1 4.46 0.37 0.0 22.78 1.0 4.41 0.05 0.0 0.0
254 |1 1.89 0.3 0.0 44.35 1.0 4.42 0.05 12.0 0.0
119 |1 5.2 0.0 0.0 158.05 1.0 4.59 0.05 3.0 0.0
319 | 1 0.84 0.2 0.0 4.91 1.0 4.22 0.06 7.0 0.0
315 | 1 2.22 0.58 0.0 146.27 1.0 04.08 0.06 9.0 0.0
161 [ 1 2.46 0.0 0.0 2396.71 | 1.0 3.75 0.07 2.0 0.0
198 [ 1 0.0 0.0 0.0 2.61 1.0 3.49 0.08 2.0 0.0
20 1 0.0 0.0 0.0 5.61 1.0 3.51 0.08 2.0 0.0

Tabla 6 Analisis de seleccién natural episddica en sitios especificos de RSV-B: En la la tabla se muestran

los resultados obtenidos mediante MEME de Datamonkey, donde se muestran los pardmetros de seleccion
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episédica para diferentes sitios en las secuencias de RSV-B. (a) Tasa de sustituciéon sinénima dS que
representa la tasa de evolucién bajo selecciéon purificadora o neutral), (B-) tasa de sustitucién no sinénima dN
cuando se asume que el sitio esta bajo seleccién purificadora o neutral,(p-) porcién de ramas que siguen el
modelo B->a seleccién negativa o neutralidad (B+) Tasa de sustitucién no sinénima cuando el sitio esta bajo
seleccion positiva,(LRT) Estadistico de prueba de razén de verosimilitud utilizado para evaluar si hay
evidencia de seleccién positiva en un sitio determinado(P-value)Valor de significancia asociado al LRT, que

indica si la seleccién positiva es estadisticamente significativa en ese sitio

En la tabla 6 se obserava que el sitio 9 muestra un valor estadisticamente significativo
(p=0.04) y un valor de beta+ elevado (4.53) asi como, el sitio 20 con un valor significativo
(p=0.08) con un valor de betat+ de (5.61). Lo que nos indica que ambos sitios estan bajo
seleccion episddica positiva. Cabe mencionar que, aunque los sitios proximos también se
pueden considerar bajo selecciéon positiva sitio 103 (beta+=39.18, p=0.02) y el 273

(beta+=18.53, p=0.00), su significancia no es tan alta.

Grafico del anilisis de seleccion episddica en sitios especificos en RSV-B
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Figura 15. Grafico del analisis de seleccion episddica en sitios especificos en RSV-B. En esta figura se
muestra la distribucién de los valores de selecciéon episédica en cada sitio analizado. El eje X representa la
posicién del sitio de secuencia, mientras que, el eje Y indica la magnitud del pardmetro de seleccion positiva
episodica (betat). Los picos corresponden a sitios con mayores tasas de sustituciéon no sinénimas bajo

seleccion positiva episddica en cada sitio.
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En la figura 15 se observa que la gréfica destaca varios picos a lo largo de los sitios
gendmicos, indicando regiones sometidas a una fuerte seleccién positiva episédica, en el
sitio 200 y 250 los valores son maés altos, y permiten inferir que estan relacionados a
funciones o adaptaciones del virus, particularmente en RSV-B. Aunque hay varios picos
sobresalientes, a diferencia de RSV-A, muchos sitios muestran valores bajos o nulos, lo que
sugiere que la seleccion episddica es puntual y especifica en ciertas regiones gendmicas.

Ambas graficas tanto en RSV-A como en RSV-B apoyan los resultados tabulados,
identificando visualmente los sitios bajo presion selectiva. Se hace mencién de los valores

de beta+, ya que estos son de interés para estudios funcionales o estructurales.
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9. Discusion
En el presente estudio se aporta evidencia importante sobre la dinamica evolutiva del RSV

en México, un pais con escasa representacion en estudios genémicos globales.

-Dinamica evolutiva y diversidad genética

Las reconstrucciones filogenéticas muestran que las cepas de RSV-A y RSV-B presentan
maltiples introducciones desde Europa, con evolucién independiente posterior. Este patron
concuerda con estudios globales que identifican a Europa como un nodo critico en la
dispersion de variantes de RSV, favorecido por la conectividad geografica y flujos
poblacionales. (Nair et al., 2010; Agoti et al., 2015). Sin embargo, la dispersién observada en
clados de las secuencias mexicanas sugiere adaptaciones locales, un fenémeno reportado
previamente en paises con alta diversidad viral como Brasil y Sudafrica (Roca et al., 2001).
La mayor longitud de ramas en RSV-A (Figura 10) respalda su tasa evolutiva mas acelerada
(~6.72 x 10 sustituciones/sitio/afio) comparada con RSV-B (~7.69 x 10™), consistente con

la plasticidad genética descrita para este subtipo (Bose et al., 2015; Pangesti et al.,2023).

-Seleccién natural en proteinas clave

Se identificaron 15 y 18 sitios bajo seleccién positiva diversificante en RSV-A y RSV-B,
respectivamente, localizados predominantemente en la proteina G. Sitios como el codén
278 (RSV-A) y 222 (RSV-B) mostraron significancia estadistica excepcional (p> 0.001),
coincidiendo con regiones hipervariables asociada a evasién inmune (Falsey & Walsh, 200;
Yu et al, 2021). Estos resultados validan estudios funcionales que demuestran que
mutaciones en la proteina G alteran la unién a receptores CX3CR1 y reducen la
neutralizacion por anticuerpos (DeFord et al, 2019; Krivitskaya et al., 2021).
Particularmente, el sitio 327 en RSV-A (B+ = 2477.76) se localiza en un dominio de
glicosilacién, mecanismo que enmascara epitopos inmunodominantes, tal como se observé

en variantes ON1 y BA9 (Tabor et al., 2020; Cantu-Flores et al., 2022).

-Seleccién episddica y presiones ambientales
Los andlisis con MEME detectaron seleccién positiva episddica en sitios como el codén 20
(RSV-A) y 273 (RSV-B), asociados a brotes estacionales. Esto refleja adaptaciones

intermitentes a cambios en la inmunidad poblacional o condiciones climaticas, un
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fenémeno documentado durante la pandemia de la COVID-19, donde relajaciones en
medidas sanitaria alteraron la estacionalidad del RSV (Hernandez et al., 2021; Stein & Zar
2023). Estudio en Kenia y Australia han vinculado estos patrones a fluctuaciones en la
humedad y temperaturas, que modulan la transmisibilidad viral (Pitzer et al., 2015;

Maloney et al., 2024).

-Otros hallazgos: Implicaciones para vacunas y terapias

La identificaciéon de sitios bajo seleccion positiva en las proteinas G y F refuerza la
necesidad de disefiar vacunas multivalentes que abarquen variantes circulantes. Los
avances recientes, como la vacuna Abrysvo (dirigida a la prefusién de F), han demostrado
eficacia del 82% en lactantes (Fleming-Dutra et al., 2023), pero su eficacia a largo plazo
podria verse limitada por la deriva antigénica en los sitios aqui identificados. Esto subraya
la urgencia de integrar vigilancia genémica en programas de inmunizacion, tal como se ha
implementado para influenza (GISAID,2023). Ademads, el éxito de anticuerpos
monoclonales como el Nirsevimab (83% de eficacia) resalta el potencial de terapias

combinadas que ataquen tanto F como G (Nazir et al., 2023).
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10. Conclusiones

Los resultados de este estudio enfatizan la importancia de implementar sistemas de
vigilancia genética para monitorear la evolucién del RSV y su impacto en la salud publica.
La influencia predominante de las variantes europeas en México sugiere que las estrategias
de control deben considerar la conectividad global y la posibilidad de reintroduccién de
variantes desde otras regiones.

A nivel local, la falta de estudios sisteméticos sobre la diversidad genética y los patrones
filogenéticos del RSV en México representa una limitacion significativa. Los resultados
obtenidos destacan la necesidad de establecer programas de investigacién y vigilancia que
permitan identificar y caracterizar las variantes circulantes en el pais. Esto no solo
contribuiria a una mejor comprensién de la dindmica evolutiva del virus, sino que también
abonard al disefio de intervenciones adaptadas a las necesidades locales. Los resultados de
este estudio proporcionan evidencia robusta sobre la importancia de la diversidad genética
y las presiones selectivas en la evoluciéon del RSV. Estos hallazgos no solo enriquecen
nuestra comprensién del virus, sino que también subrayan la necesidad de estrategias de
vigilancia y control integrales que consideren tanto el contexto global como las

particularidades locales, sobre todo en México.
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12. Anexos

Anexo I. Tabla de metadatos

Vingnama Subtype Accession ID Callaction data Lacation Hogt Additional location | Sampling sategy ~ Gender Patient age Patiant gatue Lagtvaccinated  Pasmge
hRSV/B/Mexicalun- B EPI_ISL_17215898 20200227 Morth America / Mex Human unknawn unknown unknown Qriginal
hRSV/AMexico/un-£ & EPI_ISL_17216168 20200802 Morth America / Mex Human unknawn unknown unknown Qriginal
hRSV/B/Mexico/un-< B EPI_ISL_17216264 2020-02-21 North America [ Mex Human unknown unknown unknown Original
hRSV/B/Mexico/un-: B EPI_ISL_17216744 20200213 North dmerica / Mex Human unknawn unknown unknown Original
hRSV/B/Mexico/un- B EPI_ISL_17216938 20200503 North America / Mex Human unknawn unknown unknown Original
hRSV/B/Mexico/un- B EPI_ISL_17218141 20170302 North America / Mex Human unknawn unknown unknown Original
hRSV/B/Mexica/un-: B EPI_ISL_17218532 2020-03-02 North &merica / Mex Human unknawn unknown unknown Original
hRSV/B/Mexicalun-: B EPI_ISL_17220103 20200502 Morth America / Mex Human unknawn unknown unknown Orginal
hRSV/B/Mexicalun- B EPI_ISL_17220636 20200225 Morth America / Mex Human unknawn unknown unknown Qriginal
hRSV/B/Mexicalun- B EPI_ISL_17221016 20200502 Morth America / Mex Human unknawn unknown unknown Qriginal
hRSV/B/Mexicalun- B EPI_ISL_17221108 20200602 Morth America / Mex Human unknawn unknown unknown Qriginal
hRSV/A/Mexico/ME? A EPI_ISL_2543967 2004-12-24 North America [ Mex Human Male 16 months unknown Original
hRSV/B/Mexico/ME} B EPI_ISL_2544137 2005-12-13 North &merica / Mex Human Female 30 months unknown Original

Anexo II.

E TABLARSVB # B & 0 7
Archivo Editar Ver Insertar Formato Datos Herramientes Extensiones Ayuda
QA 6 e @ 100% v € % O 09 123 Predet. v | — +'B I 5 A %@ Al i
< - | &
A s c ° 3 r
1 SECUENCIAS CONTINENTE
2 NC_001781.1 Human orthopneumoirus Subgroup B, complete genome. North America
B LISt Mexico
. LISt Mexico
s LISt Mexico
. LISt Mexico
7 EPISL41286412015.06-23| South America
8 EPISLI1074290/2015-06-23] South America
o EPIISLIAT246112015.06.02 South America
10 EPIISLIBA0497212012-1206 Europe
1 EPISLI2575516[2012-12.08 Europe
12 EPIISL|6494989]2013-11-14 Europe
13 EPIISLIZ5755172013-11-14 Europe
14 EPIISLIB49496912012-12-06 Europe
15 EPIISL|2575515|2012-12-06 Europe
16 EPIISL|2561008/2011 Asia
17 EPIISLI256100912011 Asia
18 EPIISLI2561010]2011 Asia
19 EPIISLI2575431/2012-11-23 Europe.
20 EPIISL|6494961/2012-11-23 Europe
21 EPIISL|6494934|2010-11-16 Europe.
22 EPIISL|17673357|2011-01 North America
23 EPIISL|17673358/2011-01 North America
24 EPIISL|2584635/2014-01-21 North America
25 EPIISL|1074082|2015-07-20 South America
26 EPIISL|1074251/2015-06-03 South America
27 EPIISL|1074218|2014-08-05 ‘South America
28 EPIISL|1074288|2015-06-08 South America
29 EPIISL|1074221|2015-07-17 South America
30 EPIISL|1074078|2015-05-26 South America
31 EPIISL|1074080|2015-06-26 South America
32 EPIISL|18005923]2012-03-10 Europe
33 EPIISL|18005924|2011-02-11 Europe
34 EPIISL|2584560/2012-12-10 North America
35 EPIISLI107417712015-06-03 South America
3 EPIISLI07417812015-06-12 South America
7 EPIISL257728812012-01.23 Europe
5 EPIISLI1074119]2015-06-30 South America
59 EPIISLI1074130/2015-07-23 South America
TABLARSVA # B & D E & compartir

Archivo Editar Ver Insertar Formato Datos Herramientas Extensiones Ayuda

QU © e & F 100% ~ € % % 0 123 Pedet. v | —[10]+ | B I % |\ :

At - | fc SECUENCIAS
A s c o 3 F

316 EPIISL|6495004|2014-01-06 Europe
317 EPIISL|1074272|2015-06-03 South America
318 EPIISL|156120677|2014-11-17 Africa
319 EPIISL|15120676|2014-12-31 Africa
320 | EPIISL|15120682|2015-02-27 Africa
321 EPIISL|15120690|2015-02-26 Africa
322 EPIISL|15120680|2015-02-10 Africa
323 EPIISL|15120683|2015-03-03 Africa
324 EPIISL|17995669|2014-02-03 Europe
325 | EPIISL|2588303]2014-01-27 North America
326 EPIISL|1074150]2014-06-23 South America
327 EPIISL|1074184|2014-06-26 South America
328 EPIISL|1074190|2014-07-03 South America
329 EPIISL|15120678|2015-01-07 Africa
330 | EPIISL|15120679|2015-02-03 Africa
331 EPIISL|1074260|2015-07-15 South America
332 EPIISL|6494792|2014-12-16 Europe
333 EPIISL|17995674|2015-01-20 Europe
334 EPIISL|2595605/2014-08-06 Oceania
335 | EPIISL|2544038]2015-06-24 Ocearia
336 EPIISL|2585312|2015-06-22 Oceania
337 EPIISL|2582653|2016-01-16 North America
338 EPIISL|2582648|2016-01-20 North America
339 EPIISL|2582650]2016-01-19 North America
340 | EPIISL|2544039]2013-05-08 Ocearia
341 EPIISL|2587396|2013-04-30 Oceania
342 EPIISL|2587398|2013-05-08 Oceania
343 | EPIISL|1074227|2015-05-26 South America
344 EPIISL|2585316/2015-06-18 Oceania
345 | EPIISL|2585318[2015-06-20 Ocearia
346 EPIISL|2578713|2014-11-24 North America
347 EPIISL|2578714|2014-11-24 North America
348 EPIISL|15120729|2016-03-14 Africa
349 EPIISL|17995641|2016-02-02 Europe
350 | EPIISL|2582646/2015-07-08 Ocearia
351 EPIISL|1074145/2015-07-02 South America
352 EPIISL|1074228|2015-07-06 South America
353 EPIISL|2543939|2013-03-04 Asia
354 EPIISL|2582849|2015 North America
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Anexo III. Metadatos de los anadlisis demograficos

# o Loc Fecha de llenado Fecha de nacimiento Patdgena 1 €T Patdgena 1 Patégeno 2 ©T Patégana 2

1 1 COMX 10/27/2021 44470 VSRE 34,1

2 2 COMX 102712021 43473 VSRB 23,2

3 3 COMX 10272021 44466 VSRB 315 HRY

4 4 COMX 10/28/2021 43298 VSRE 255 sP

5 5 COMX 104282021 A4444 VSRB 21,7 HRY

6 7 COMX 10/28/2021 44193 HRY VSR A 28,76

7 B COMX 11372021 44485 VSRB 4,13

8 10 COMX 11/3/z021 43732 VSR A 201 sP

a n COMX 11502021 43528 VSREB 245 HRY

10 15 COMX 11/8/z021 43633 HRY VSRB 37.28

11 18 COMX 1101172021 44163 VSRE 2748 HRY

12z 13 COMX 162021 44186 VSRB 24,75 HI

13 20 ComMx 11018/z021 44305 VSRB 2233

14 23 COMX 11182021 44138 VSREB 43,32

15 24 COMX 110182021 43448 VSRB 38,96 HI

16 25 COMX 111182021 44488 VSRE 24,54

17 26 COMX 110182021 43541 VSRB 24,04 sP

18 28 ComMx 110182021 43981 VSRB 29,38 HI

19 23 COMX 112352021 44447 HRV VSR B 36,65

20 Kl COMX 11/25/2021 42832 VSRB 3313 HI

21 az COMX 11/26/2021 42715 VSRE 34,54 sP

22 a3 COMX 11/z23f2021 44473 HRV VSR B 3348

23 34 COMX 11282021 44482 VSRE 40,04 HRY

24 45 COMX 1112352021 44251 VSRB 46,62 HRY

25 a7 COMX 12/z/z021 44477 VSRB 31,35

26 a1 COMX 12/7/2021 44303 VSRE 38,08

27 48 COMX 120182021 43998 VSRB 5228 5P
I o

Anexo IV. Tablas filtrada RSV-A y RSV-B

¥ Loc Patégeno Sexo Fecha de nacimiento Edad .
1/CDMX RSVA Masculino 24/09/2019 5 50/JAL RSVA Femenino 2100712022 2
2/comx RSVA Masculino 2210112019 5 .
E{CON XIS VA oo [P Z 51JAL RSVA Femenino 250812022 2
4/COMX RSVA Femenino 25/02/2022 2
SOONK RSUA Masaine I T 0102011 3
BloDMY [RSvA— [hsodie 2uraznis s BUAL RS Masculno 14011201 3
9/CDMX RSVA Femenino 11/12/2019 5 )
10/CDMX RSVA Masculino 130812022 2 54 JAL RSVA Femenino 0111012020 4
11/ CDMX RSVA Masculino 15/09/2022 2
12/CDMX RSVA Femenino 14/09/2022 2 i
13 CDMX RSVA Femenino 05/10/2019 5 5 AL RSVA Femenino 230042020 4
14/CDMX RSVA Femenino 111112022 2 .
15 CDMX RSVA Femenino 15/10/2022 2 56UAL RSVA Masculino 20032021 3
16/CDMX RSVA Femenino 05/10/2021 3 :
17 SLP RSVA Femenino 0410412020 4 57 JAL RSVA Masculino 141102022 2
18/SLP RSVA Masculino 01/03/2016 8 .
19 SLP RSVA Masculino 30/04/2008 16 58 JAL RSVA Femenino 18/05/2019 5
20/DUR RSVA Masculino 08/10/2018 6
21 DUR RSVA Femenino 18/09/2021 3 :
22/coL RSVA Femenino 02/11/2021 3 S9UAL RSVA Femenino 20052022 2
2oL InsA_ [Femenino e ;B RSVA  [Femenino 11112020 4
25 coL RSVA Masculino 09/06/2014 10 :
26/coL RSVA Masculino 01/08/2022 2 61 JAL RSVA Masculino 1200612022 2
27.coL RSVA Masculino 21/09/2022 3
28/COL RSVA Masculino 23/08/2022 2 62 JAL RSVA Masculino 1000712022 ?
29 CoL RSVA Femenino 15/08/2021 3
oo RS Femenne w2z geniX RSA Maswino 4110018 5
T S—T pets s GACOMX  RSVA  Mascuino 060912022 2
34/JAL RSVA Femenino 31/07/2021 3 ;
35 JAL RSVA Femenino 03/09/2021 3 65 COMX RSVA Masculino 211082022 2
36/ JAL RSVA Masculino 10/05/2021 3
T RSV Jecaie ZIRE < 66/ COMX RSVA Masculino 13102017 7
38 JAL RSVA Femenino 24/11/2020 4
WA FSAFemenno siomE s o RS Maswlno 28082021 3
41JAL RSVA Femenino 07/05/2019 5 "
42/UAL RSVA SN 05/10/2018 6 68/ CDMX RSVA Masculino 05102021 3
43/JAL RSVA Femenino 071212021 3 -
44JAL RSVA Masculino 16/05/2018 6 69 CDMX RSVA Femenino 201042016 8
45/JAL RSVA Femenino 23/06/2021 3
46/JAL RSVA Masculino 14/08/2022 2 t
FE TR — e ——— O 11 )
48/JAL RSVA Femenino 18/09/2022 2 .
i - T R 2 71 COMX RSVA Masculino 19/04/2023 1
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[ Lo [Patogeno[Sexo |Fecha de racimiento __|Edad |

1 CDMX
2 CDMX
3 CDMX
4 CDMX
5 CDMX
6 CDMX
7 CDMX
8 CDMX
9 CDMX
10 CDMX
11 CDMX
12 CDMX
13 CDMX
14 CDMX
15 CDMX
16 CDMX
17 CDMX
18 CDMX
19 CDMX
20 CDMX
21 CDMX
22 CDMX
23 CDMX
24 CDMX
25 CDMX
26 CDMX
27 CDMX
28 CDMX
29 CDMX
30 CDMX
31 CDMX
32 CDMX
33 CDMX
34 SLP
35 SLP
36 SLP
37 SLP
38 SLP
39 SLP
40 SLP
41 SLP

RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB

Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino

84 JAL
85 JAL
86 JAL
87 JAL
88 JAL
89 JAL
90 JAL
91 JAL
92 JAL
93 JAL
94 JAL
95 JAL
96 JAL
97 CDMX
98 CDMX
99 CDMX
100 CDMX
101 CDMX
102 CDMX
103 CDMX

RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB

01/10/2021
08/01/2019
27/09/2021
17/07/2018
05/09/2021
26/09/2021
301122019
28/11/2020
01/12/2020
19/04/2021
03/11/2020
14/12/2018
20/10/2021
11/01/2020
30/05/2020
07/04/2017
1111212016
13/10/2021
24/02/2021
08/10/2021
1710412021
16/06/2020
21/02/2020
05/01/2021
231122021
26/07/2018
11/05/2019
07/05/2019
11/03/2021
211102019
24/01/2022
26/08/2022
15/08/2022
04/12/2019
02/07/2021
18/11/2020
04/05/2021
30/11/2020
02/01/2020
14/10/2021
06/10/2021

Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino

W W A AW B WO NN O WO O W W R DWW W W oo N AW o W R AW W W oW

42 SLP
43 SLP
44 SLP
45 SLP
46 SLP
47 SLP
48 SLP
49 SLP
50 SLP
51 SLP
52 SLP
53 DUR
54 DUR
55 DUR
56 DUR
57 DUR
58 COL
59 JAL
60 JAL
61 JAL
62 JAL
63 JAL
64 JAL
65 JAL
66 JAL
67 JAL
68 JAL
69 JAL
70 JAL
71 JAL
72 JAL
73 JAL
74 JAL
75 JAL
76 JAL
77 JAL
78 JAL
79 JAL
80 JAL
81 JAL
80 JAL
83 JAL

RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB
RSVB

30/08/2019
03/098/2021
21/01/2020
05/05/2021
11/11/2020
03/08/2021
04/12/2021
31/07/2017
23/12/2021
15/05/2022
30/06/2022
28/05/2022
01/02/2021
17/11/2021
01/02/2022
09/04/2019
06/03/2020
18/09/2021
12/04/2020
10/08/2020

Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Femenino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Femenino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Masculino
Femenino
Femenino
Masculino

Hob WA N WWNRNN®NWWDSWR WO

05/01/2020
00/09/2021
01/10/2021
22/05/2021
29/12/2016
18/05/2020
23/10/2021
29/10/2021
1411012021
26/09/2021
1211112021
15/08/2021
1011172021
09/09/2018
02/08/2021
07/05/2020
27/07/2021
21/08/2021
05/01/2019
06/12/2017
25/08/2021
12/04/2021
1710412021
15/08/2021
07/10/2021
11102021
25/04/2021
1710712021
27/04/2018
19/04/2021
12/09/2020
29/09/2021
29/09/2017
11/09/2021
27/05/2020
27/08/2021
18/11/2020
30/08/2021
131102020
17/09/2021
09/10/2021
31/01/2021

W W AW R W R W N W R WD W WWWWWW WSO WRA WO WWWWWWwW oW W
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Anexo V.Script del software RStudio, para la realizacién de las graficas de los analisis

demograficos.

e Instalacién y carga de paqueterias
if (Irequire(ggplot2)) install.packages("ggplot2", dependencies = TRUE)
if (Irequire(dplyr)) install.packages("dplyr", dependencies = TRUE)

library(ggplot2)
library(dplyr)
setwd("~/Desktop/ graficas")
datos <- read.csv("A.csv")
head(datos)
e Datos agrupandos por Edad y Sexo, y contando el ntiimero de pacientes
datos_resumidos <- datos %>%
group_by(Edad, Sexo) %>%
summarise(Conteo = n()) %>%
ungroup()
e Visualizacion de los datos resumidos
head(datos resumidos)
e Creacion del grafico de barras
ggplot(datos_resumidos, aes(x = Edad, y = Conteo, fill = Sexo)) +
geom_bar(stat = "identity", position = "dodge") +
labs(title = "Distribucion de Pacientes RSV-A por Edad y Sexo",
x = "Edad",
y = "Cantidad de Pacientes",
fill = "Sexo") +
theme_minimal()
e Se guarda el grafico como un archivo
ggsave "distribucion_pacientes_rsva.pdf”

library(ggplot2)
library(dplyr)
setwd("~/Desktop/ graficas")
datos <- read.csv("B.csv")
head(datos)
e Datos agrupandos por Edad y Sexo, y contando el namero de pacientes

datos_resumidos <- datos %>%

group_by(Edad, Sexo) %>%

summarise(Conteo = n()) %>%

ungroup()

72



e Visualizacién de los datos resumidos
head(datos resumidos)
e Creacion del grafico de barras
ggplot(datos_resumidos, aes(x = Edad, y = Conteo, fill = Sexo)) +
geom_bar(stat = "identity", position = "dodge") +
labs(title = "Distribucion de Pacientes RSV-B por Edad y Sexo",
x = "Edad",
y = "Cantidad de Pacientes",
fill = "Sexo") +
theme_minimal/()
e Se guarda el grafico como un archivo
ggsave "distribucion_pacientes_rsvb.pdf”

Anexo VILScript del software R, con la paqueteria tree para la visualizacion de los
arboles filogenéticos RSV-A y RSV-B
library(ggtree)
library(treeio)
library(ggplot2)
library(ggpubr)
library(ggnewscale)
addSmallLegend <- function(myPlot, pointSize = 1, textSize =8, spaceLegend = 0.5) {
myPlot +
guides(shape = guide_legend(override.aes = list(size = pointSize)),
color = guide_legend(override.aes = list(size = pointSize))) +
theme(legend.title = element_text(size = textSize),
legend.text = element_text(size = textSize),

legend.key.size = unit(spaceLegend, "lines"))

tree<-read.tree("RSVAY7 .fasta.treefile nwk")

state<- read.csv('TABLAA.tsv', sep ='\t', head =T)
stateSCONTINENTE<- as.factor(statefCONTINENTE)

pl <- ggtree(tree, size =0.5, color="grey", as.Date=TRUE) + theme_tree2()
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pl <- p1%<+%state + geom_tippoint(aes(color=CONTINENTE))

pl
library(ggtree)
library (treeio)
library(ggplot2)
library(ggpubr)
library(ggnewscale)
addSmallLegend <- function(myPlot, pointSize = 1, textSize =8, spaceLegend = 0.5) {
myPlot +
guides(shape = guide_legend(override.aes = list(size = pointSize)),
color = guide_legend(override.aes = list(size = pointSize))) +
theme(legend.title = element_text(size = textSize),
legend.text = element_text(size = textSize),
legend.key.size = unit(spaceLegend, "lines"))

tree<-read.tree("RSVB7 fasta.treefile.nwk")

state<- read.csv('TABLAB.tsv', sep ='\t', head = T)
statepCONTINENTE<- as.factor(statebCONTINENTE)

pl <- ggtree(tree, size =0.5, color="grey", as.Date=TRUE) + theme_tree2()
pl <- p1%<+%state + geom_tippoint(aes(color=CONTINENTE))

pl
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