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RESUMEN

En esta tesis se presenta la caracterizacion gendmica mas extensa realizada en Panama de
dos virus respiratorios de alto impacto, el Virus Sincitial Respiratorio humano (VSRh) y el
Metapneumovirus humano (MPVh). El estudio incluy6 el andlisis de 311 y 187 genomas
completos, respectivamente, recolectados a través de la Red Nacional de Vigilancia en
Panama entre 2006 y 2025. Esta cobertura temporal permiti6 reconstruir con alta resolucion
la dinamica de circulacion, introduccion, diversificacion y reemplazo de linajes en el pais.
En VSR, los datos evidencian una circulacion sostenida de ambos subgrupos a lo largo de
casi dos décadas, con eventos sucesivos de reemplazo que se intensificaron en los afios
recientes (2018-2024), periodo en el cual el subgrupo A se diversifico en al menos once
linajes (incluyendo A.D, A.D.1.7, A.D.2.2, A.D.2.2.1, AD.3.2, AD.3.3, AD.5y AD.5.2),
mientras que el subgrupo B estuvo dominado inicialmente por el linaje B.D.4.1.1 y
posteriormente por B.D.E.1, que emergié como linaje predominante a partir de 2021.
Complementariamente, un panel representativo de aislamientos nacionales fue sometido a
ensayos de neutralizacion con anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteina F,
demostrando una elevada sensibilidad frente a nirsevimab/MEDI8897*, AMI14 vy
motavizumab, lo que respalda la eficacia potencial de estas inmunoterapias frente a las
variantes actualmente circulantes en Panama. En MPVh, el conjunto de genomas analizados
documenta casi veinte afios de circulacién continua con patrones claros de reemplazo entre
los grupos A y B; destaca un marcado predominio de variantes del grupo A que portan
duplicaciones en el gen G (A2.2.2-111dup y A2.2.2-180dup), las cuales representan
aproximadamente el 77% de las secuencias dentro de este grupo, mientras que el grupo B
estuvo conformado por los linajes Bl y B2, mostrando fluctuaciones estacionales y
reemplazos periddicos. A pesar de esta dindmica gendmica y epidemiologica, la proteina de
Fusion se mantuvo notablemente conservada a lo largo de todo el periodo analizado, con
divergencias minimas tanto entre subgrupos como entre linajes, lo que refuerza su estabilidad
evolutiva. Estos hallazgos ofrecen el marco gendémico maés sélido disponible sobre la
evolucion reciente de VSRh y MPVh en un entorno tropical, fortalecen la comprension de
los patrones de reemplazo viral asociados a cambios epidemioldgicos y presiones
inmunitarias, y proporcionan evidencia critica para optimizar la vigilancia gendmica,
anticipar la aparicion de nuevas variantes y orientar la implementacion de estrategias de
inmunizacion y terapias basadas en anticuerpos en Panama.
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ABSTRACT

This thesis presents the most extensive genomic characterization conducted in Panama
of two high-impact respiratory viruses, Human Respiratory Syncytial Virus (RSV) and
Human Metapneumovirus (hMPV). The study included the analysis of 311 and 187
complete genomes, respectively, collected through the National Surveillance Network in
Panama between 2006 and 2025. This temporal coverage enabled the high-resolution
reconstruction of viral circulation, introduction, diversification, and lineage replacement
dynamics in the country. For RSV, the data reveal sustained circulation of both subgroups
over nearly two decades, with successive replacement events that intensified in recent
years (2018-2024). During this period, subgroup A diversified into at least eleven
lineages (including A.D, A.D.1.7, A.D.2.2, A.D.2.2.1, A.D.3.2, A.D.3.3, A.D.5, and
A.D.5.2), while subgroup B was initially dominated by lineage B.D.4.1.1 and later by
B.D.E.1, which emerged as the predominant lineage from 2021 onward. In parallel, a
representative panel of national isolates was evaluated in neutralization assays using
monoclonal antibodies targeting the F protein, demonstrating high sensitivity to
nirsevimab/MEDI8897*, AM14, and motavizumab. These results support the potential
effectiveness of these immunotherapies against the RSV variants currently circulating in
Panama. In hMPV, the set of analyzed genomes documents nearly two decades of
continuous circulation with clear patterns of replacement between groups A and B. A
striking predominance of group A variants carrying duplications in the G gene (A2.2.2-
111dup and A2.2.2-180dup) was observed, representing approximately 77% of sequences
within this group, whereas group B consisted of lineages B1 and B2, showing seasonal
fluctuations and periodic replacements. Despite this genomic and epidemiological
dynamism, the Fusion protein remained remarkably conserved over the entire study
period, with minimal divergence across subgroups and lineages, reinforcing its
evolutionary stability. Together, these findings provide the most robust genomic
framework available for understanding the recent evolution of RSV and hMPV in a
tropical setting. They enhance our comprehension of viral replacement patterns driven by
epidemiological shifts and immune pressures, and they offer critical evidence to
strengthen genomic surveillance, anticipate the emergence of new variants, and guide the
deployment of immunization strategies and antibody-based therapies in Panama.
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ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

e 4PL: Four-parameter logistic model; modelo sigmoidal usado para ajustar curvas de
neutralizacion.

e A.D: Clado del subgrupo A del VSRh correspondiente al genotipo ON1.

e AEC: 3-amino-9-etilcarbazol; sustrato cromogénico para inmunohistoquimica.

e AMG&P: Area Metropolitana y Periferia.

e AMI14: Anticuerpo monoclonal dirigido principalmente al sitio antigénico IV de la
proteina F del VSRh.

e AM22: Anticuerpo monoclonal dirigido al sitio antigénico @ de la proteina F del
VSRh.

e ARN: Acido ribonucleico.

e ARNm: ARN mensajero.

e B.D: Clado del subgrupo B del VSRh segtin clasificacion gendmica.

e BSA: Bovine Serum Albumin; albumina sérica bovina.

e CDC: Centers for Disease Control and Prevention; agencia de salud publica de
Estados Unidos.

e cDNA: ADN complementario generado a partir de ARN por transcriptasa inversa.

e CHAPS: 3-[(3-colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato; detergente
zwitterionico para solubilizar membranas.

e COVID-19: Coronavirus Disease 2019; enfermedad causada por el virus SARS-
CoV-2.

e Ct: Cycle threshold; numero de ciclo en la RT-qPCR en el que la sefial cruza el
umbral de deteccion.

e DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; medio de cultivo celular.

e DMSO: Dimetilsulféxido; disolvente utilizado en biologia molecular.

e DS7: Anticuerpo monoclonal dirigido al sitio antigénico I de la proteina F del
MPVh.

e EpiRSV: Mddulo RSV de la plataforma GISAID para datos de VSRh.

¢ ER: Reticulo endoplésmico.

e ETI: Enfermedad Tipo Influenza.



F: Glicoproteina de Fusion en VSRh 'y MPVh.

Fastp: Programa de filtrado y recorte de lecturas de secuenciacion de nueva
generacion.

FASTQ: Formato estandar de archivos de lecturas de secuenciacion NGS.

FFU: Focus-Forming Units; unidades formadoras de focos infecciosos.

G: Glicoproteina G en VSRh y MPVh.

GenBank: Base de datos de secuencias genéticas del NCBI.

GISAID: Global Initiative on Sharing All Influenza Data; plataforma para
intercambio de secuencias virales.

HEp-2: Linea celular epitelial humana usada para aislamiento de VSRh.

HNF: Hisopado nasofaringeo.

HRP: Horseradish peroxidase; peroxidasa de rabano picante.

ICso: Concentracion inhibitoria media.

ICGES: Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud.
INFLUMIKA: Estudio clinico-epidemioldgico de infecciones respiratorias virales
en Panama.

IRA: Infeccion Respiratoria Aguda.

IRAG: Infecciones Respiratorias Agudas Graves.

iTOL: Interactive Tree of Life; herramienta web para visualizar y anotar arboles
filogenéticos.

LRTI: Lower Respiratory Tract Infection; infecciones respiratorias bajas.
mADbs: Monoclonal antibodies; anticuerpos monoclonales.

MAFFT: Multiple Alignment using Fast Fourier Transform; programa para
alineamiento multiple de secuencias.

MEDI8897*: Version de laboratorio precursora del anticuerpo monoclonal
nirsevimab.

MF14: Anticuerpo monoclonal anti-F de metapneumovirus humano.

MINSA: Ministerio de Salud de Panama.

MPES: Anticuerpo monoclonal de amplio espectro dirigido al sitio antigénico III de

la proteina F.
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MPVh: Metapneumovirus humano.

NCBI: National Center for Biotechnology Information; centro nacional de
informacion biotecnologica de EE. UU.

NGS: Next-Generation Sequencing; secuenciacion de nueva generacion.

NIC: National Influenza Center; Centro Nacional de Influenza.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OpenEpi: Plataforma en linea de cddigo abierto para analisis epidemioldgicos y
calculos estadisticos.

PATH: Program for Appropriate Technology in Health; organizacion dedicada a
tecnologias apropiadas en salud.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

FRNT: Focus Reduction Neutralization Test; ensayo de neutralizacion por
reduccion de focos.

PS: Polisacarido; componente de algunas vacunas conjugadas.

RBD: Receptor Binding Domain; dominio de unién al receptor.

RNA: Ribonucleic acid; acido ribonucleico.

RT-PCR: Reverse Transcription PCR; reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa.

SSIV: SuperScript IV First-Strand Synthesis System; sistema de sintesis de primera
cadena de cDNA.

VLP: Virus-Like Particle; particula tipo virus utilizada en vacunas y estudios
inmunologicos.

VSRh: Virus Sincitial Respiratorio humano.

WB: Western blot; técnica de inmunoblot para deteccion de proteinas.

WGS: Whole Genome Sequencing; secuenciacion de genoma completo.
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INTRODUCCION

La presente introduccidn ofrece una revision sintética y actualizada del estado de arte sobre
el VSRh y el MPVh. Su objetivo es proporcionar un marco claro y actualizado que permita
comprender la dindmica, la biologia y el impacto sanitario de estos virus. A continuacion, se
presentan los principales hitos desde su descubrimiento, junto con los aspectos
fundamentales de su morfologia, organizacion gendémica y funciones proteicas, elementos
clave para entender los mecanismos de infeccion, replicacion y evasion inmune que

caracterizan a ambos patdogenos.

Asimismo, se describen los sistemas de clasificacion vigentes, destacando la transicion desde
enfoques centrados en la proteina G hacia esquemas filogenomicos maés robustos y
armonizados. Se resumen también los patrones epidemioldgicos, incluyendo prevalencia,
estacionalidad y linajes circulantes, asi como los factores que modulan su transmisiéon en
distintos contextos geograficos y poblacionales. Posteriormente, se detallan las
manifestaciones clinicas en los grupos de riesgo mas afectados y los principales métodos

diagnosticos utilizados para su deteccion, sefialando sus aplicaciones y limitaciones.

Finalmente, se ofrece una vision general de las estrategias preventivas y terapéuticas
disponibles o en desarrollo, abarcando anticuerpos monoclonales (mAbs), vacunas de
diversas plataformas y antivirales emergentes, asi como la situacion actual del VSRh y del
MPVh en Panama en un escenario de reciente implementacion de nuevas intervenciones y
necesidad de actualizacion gendmica. Esta introduccién proporciona la base conceptual

necesaria para contextualizar los andlisis desarrollados en los capitulos siguientes.
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1. HISTORIA: DESDE EL DESCUBRIMIENTO A LA ACTUALIDAD

1.1 VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO
El VSR fue descubierto en 1956 por Morris, Blount y Savage durante la investigacion de un
brote respiratorio en chimpancés de laboratorio, aislandose inicialmente el denominado
Chimpanzee Coryza Agent (CCA) (Morris et al., 1956). Poco después, Chanock y
colaboradores demostraron su capacidad patdgena en nifios hospitalizados con bronquiolitis
y neumonia, rebautizdndolo como Virus Sincitial Respiratorio humano (VSRh), en alusién a
la formacion de sincitios inducida por la fusion celular (Chanock & Finberg, 1957).
Durante la década de 1960, el VSRh se consolidé como el principal agente etiologico de
infeccion respiratoria aguda infantil y una de las mayores causas de hospitalizacion en
lactantes (Jha et al., 2016). El intento temprano de desarrollar una vacuna inactivada con
formalina culmind en 1966 con resultados adversos graves, incluyendo hiperreactividad
pulmonar y muertes tras la infeccion natural (Kim et al., 1969). Este evento historico marcéd
el inicio de un largo periodo de prudencia en el desarrollo vacunal contra el VSRh y
establecié el concepto de ‘“vaccine-associated immune enhancement”, fendmeno que
décadas después se comprendid como resultado de una respuesta inmunitaria desbalanceada.
(Castilow et al., 2007; Kim et al., 1969)
Posteriormente, la vigilancia epidemiologica evidencié que el VSRh también afecta a adultos
mayores € inmunocomprometidos, con una carga de enfermedad comparable a la influenza
estacional (Shi et al., 2017). Desde los anos 2000, la incorporacién de PCR en tiempo real y
secuenciacion genomica ha permitido caracterizar con mayor precision su transmision,
variabilidad genética y patrones estacionales (Jha et al., 2016).
En el siglo XXI, el VSRh se reconoce como un patdogeno respiratorio de alta carga

hospitalaria global (Hanage & Schaffner, 2025). El desarrollo de plataformas de
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secuenciacion y herramientas bioinformadticas ha impulsado una nueva etapa en su estudio,
integrando epidemiologia molecular, caracterizacion filogenética y vigilancia de mutaciones
relevantes para vacunas y anticuerpos monoclonales (Asseri, 2025; Wang et al., 2022). Tras
siete décadas de investigacion, el VSRh se sitia hoy en una nueva era de prevencion e
inmunoprofilaxis.
1.2 METAPNENUMOVIRUS HUMANO (MPVh)

El MPVh fue descubierto en 2001 en los Paises Bajos al analizar muestras respiratorias
pediatricas con clinica compatible con VSRh, pero sin agente etiologico identificado,
permitiendo reconocer un “nuevo virus” (van den Hoogen et al., 2001). Estudios serolégicos
retrospectivos demostraron que ya circulaba desde la década de 1950, evidenciado por
anticuerpos detectados en sueros recolectados en 1958, lo que indica que habia permanecido
inadvertido durante varias décadas (van den Hoogen et al., 2001). Anélisis filogenéticos
posteriores sugieren que el MPVh evolucion6 a partir del metapneumovirus aviar hace al
menos 200 afios, tras un evento zoonotico de adaptacion al ser humano que dio origen a los
genotipos y sublinajes actualmente reconocidos (de Graaf et al., 2008; Jesse et al., 2022).
Durante las ultimas dos décadas, la investigacion sobre el MPVh ha avanzado notablemente,
desde su caracterizacion molecular inicial hasta la comprension de su impacto
epidemioldgico global y las estrategias de prevencion y control. Para la década del 2000, se
consolidd el aislamiento viral, la descripcién gendmica y su asociacion con cuadros de
bronquiolitis y neumonia infantil, demostrando su papel como un importante patdégeno
respiratorio pediatrico (Panda et al., 2014). Para el periodo 2010-2020, se produjeron avances
sustanciales en el conocimiento molecular y epidemiologico del virus, impulsados por nuevas
herramientas de biologia molecular y gendmica que permitieron ampliar la comprension de

su diversidad y mecanismos de infeccion (Heim et al., 2025). En el ltimo lustro, el MPVh
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ha adquirido mayor relevancia sanitaria, con brotes reportados por la OMS, incluido el de
2024 en China, cuyo impacto fue comparable al del VSRh y la influenza, subrayando la
necesidad de fortalecer la vigilancia gendmica global (Goya et al., 2025; Mohammadi et al.,

2025).

2. ESTRUCTURA VIRAL: MORFOLOGIA Y ORGANIZACION GENOMICA

Las particulas del VSRh y del MPVh son pleomorficas, adoptando tanto formas esféricas
como filamentosas de longitudes variables (Figura 1) (Béchi & Howe, 1973; van den Hoogen
et al., 2001). Ambos son virus envueltos pertenecientes a la familia Pneumoviridae, aunque

se clasifican en géneros distintos: Orthopneumovirus para el VSRh y Metapneumovirus para

el MPVh (Rima et al., 2017).

Figura 1. Morfologia de la familia Pneumoviridae (Rima et al., 2017; van den Hoogen et al., 2001). (A) Virion
integro de VSRh obtenido por microscopia electronica de contraste negativo, mostrando particulas esféricas y
filamentosas con proyecciones glicoproteicas. (B) Particulas de MPVh visualizadas por microscopia
electronica, exhibiendo morfologia filamentosa caracteristica. (C) Nucleocapsides helicoidales de VSRh
observadas mediante crio-tomografia, con un didmetro aproximado de ~15 nm y un paso helicoidal de ~6.8 nm.
El genoma del VSRh esté constituido por una molécula de ARN monocatenario de sentido
negativo, no segmentada, de aproximadamente 15.2 kb, que codifica 11 proteinas tanto

estructurales como no estructurales, dispuestas en el orden 3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-

M2-L-5" (Figura 2), flanqueadas por regiones lider (3') y trailer (5') que regulan la
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transcripcion y replicacion mediadas por la ARN polimerasa viral (Bergeron & Tripp, 2021;
Collins et al., 2013). En contraste, el MPVh presenta un genoma mas corto, de alrededor de
13.3 kb, que carece de los genes no estructurales NS1 y NS2, pero mantiene una organizacion
similar: 3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5" (Figura 2). Este genoma codifica ocho genes que
expresan nueve proteinas (Biacchesi et al., 2007; van den Hoogen et al., 2002). Las regiones
terminales lider y trailer cumplen funciones regulatorias equivalentes a las del VSR,
coordinando la transcripcion y replicacion del genoma por la ARN polimerasa dependiente
de ARN.

La ausencia de NS1 y NS2 en MPVh influye en su interaccion con el hospedero, ya que estas
proteinas del VSRh actiian como antagonistas potentes de la respuesta interferon, modulando
la evasion inmune (Ditt et al., 2011; Van Royen et al., 2022). A pesar de estas diferencias,
ambos virus comparten la morfologia pleomorfica, la estructura gendémica lineal no
segmentada y la dependencia de la misma maquinaria replicativa, lo que los consolida como
pneumovirus estrechamente relacionados dentro de la familia Pneumoviridae.

J % r roTeA

< » PROTENAF Orthopneumovirus - human respiratory syncytial virus A2 (15,222 nt)

{[
N rorwes S HHINTHEHW HHIGHIE]2 C s
D ()sSRNA ( h (h NS1NS2 SH
M / \ { A———‘ PROTEINA M2.1
y | 2
! \ / PROTEINA M2.2 Metapneumovirus - human metapneumovirus A1 (13,330 nt)
" e 3N [P M F Hvefsi{ G} L ks

PROTEINA M

Figura 2. Organizacion genémica comparada y representacion estructural del VSRhy del MPVh. A laizquierda,
esquema de la particula viral envuelta que ilustra las principales proteinas estructurales y el genoma de ARN
monocatenario de sentido negativo, creado con BioRender.com. A la derecha, representacion del orden génico
de los dos principales miembros humanos de la familia Pneumoviridae. E1 VSRh presenta los genes no
estructurales NS1 y NS2, ausentes en MPVh, y ubica SH entre los genes M y G. En MPVh, en cambio, SH se
localiza entre M2 y G. A pesar de estas diferencias puntuales, ambos virus conservan la organizacion central
N-P-M-F-M2-L caracteristica de los neumovirus (Rima et al., 2017).
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3. PROTEINAS VIRALES: ESTRUCTURA Y FUNCIONES EN LA INFECCION Y
EVASION INMUNE

Las proteinas virales cumplen funciones especificas en la infeccion, replicacion y evasion

del sistema inmunitario. Estas proteinas desempefan papeles esenciales en la union viral, la

fusion de membranas, la replicacion del ARN, el ensamblaje del virién y la modulacion de

la respuesta inmune del hospedero.

3.1 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES: NS1Y NS2

Las proteinas NS1 y NS2 son exclusivas del VSRh y se denominan no estructurales porque
no se incorporan al virion maduro (Van Royen et al., 2022). A diferencia de otros virus del
orden Mononegavirales, el VSRh si codifica estas proteinas, las cuales representan una
diferencia estructural y funcional clave dentro de la familia Pneumoviridae (Battles &
McLellan, 2019; Van Royen et al., 2022). Estas proteinas han evolucionado para adquirir
mecanismos sofisticados que suprimen la produccion y senalizacion del interferon tipo I
(IFN), constituyéndose en factores determinantes de evasion inmunitaria (Van Royen et al.,
2022).

Ambas proteinas bloquean la maduracion de las células dendriticas, interfiriendo con su
capacidad de presentar antigenos y activar linfocitos T (Bohmwald et al., 2016; Liljeroos et
al., 2013). En células epiteliales bronquiales humanas, la expresion de NS1 y NS2 reduce la
polarizacion de linfocitos hacia los fenotipos Thl, Th2 y Th17, mediante una modulacion
indirecta del microambiente de citocinas (Bohmwald et al., 2016; Liljeroos et al., 2013).
Ademas, la presencia de NS1 y NS2 se ha asociado a una menor produccion de IFN y mayor

susceptibilidad celular al dafio por infeccidon respiratoria, evidenciando su papel como
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potentes factores de virulencia que desarticulan las defensas antivirales innatas y facilitan la
replicacion viral (Van Royen et al., 2022).

Se ha propuesto que NS1 y NS2 actian en conjunto para antagonizar la maduracion de las
células dendriticas, alterar la sefalizacion del interferon tipo I y evitar la activacion de
linfocitos T, contribuyendo asi a la persistencia del virus y a la diseminacion en el epitelio
respiratorio (Thornhill & Verhoeven, 2020; Van Royen et al., 2022).

En contraste, el MPVh carece de NS1 y NS2, y su mecanismo de evasion del interferon
depende principalmente de las funciones moduladoras de las proteinas G y M2-2, que
suprimen parcialmente la sefializacién de IFN y regulan la replicacion viral (Bao, Liu, et al.,

2008; Ribo-Molina et al., 2025).

3.2 PROTEINAS DE SUPERFICIE: G, FY SH
3.2.1 GLICOPROTEINA G (ADHESION)
La glicoproteina G del VSRh, con una longitud variable de aproximadamente 289 a 322
aminodcidos, constituye la principal proteina de adhesion del virion y media la unién del
virus a las células epiteliales ciliadas del tracto respiratorio, iniciando el proceso infeccioso
(Bohmwald et al., 2016; Collins et al., 2013). Fue descrita inicialmente por Seymour Levine
como una proteina fuertemente glicosilada de 80 kDa presente en viriones purificados
producidos en células HeLa (Levine, 1977), demostrando que los anticuerpos dirigidos
contra G impedian la unidn del virus a las células huésped (Levine, 1977).
El esqueleto proteico de G estd extensamente modificado con 30-40 glicanos O-ligados y 4-
5 N-ligados, representando alrededor del 60 % de su masa molecular (Figura 3) (Satake et
al., 1985; Wertz et al., 1985). Estos glicanos, ricos en serina y treonina, confieren a la proteina

una naturaleza similar a las mucinas respiratorias, aunque de menor tamafio (Collins &
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Mottet, 1992). La glicosilacion y palmitoilacion de G son esenciales para su funcion de
anclaje a la membrana y su correcta conformacion (Collins & Mottet, 1992).
Estructuralmente, G puede presentarse como mondmero o dimero con tres regiones
funcionales: dos regiones O-glicosiladas con caracteristicas tipo mucina (mucin-like),
altamente variables y localizadas en los extremos N- y C-terminal, y una region central
conservada que incluye cuatro cisteinas (Cys173, Cys176, Cys182 y Cys186) conectadas por
puentes disulfuro (Figura 3) (Gorman et al., 1997). Esta region contiene un dominio de uniéon
a heparan sulfato (HBD) que facilita la interaccioén con glucosaminoglicanos de la superficie
celular y la entrada en las células (Feldman et al., 1999). Flanqueando esta zona, los dominios
mucinosos contribuyen a la alta variabilidad de G, siendo esta la proteina mas variable del
VSRh, un rasgo ampliamente aprovechado en estudios evolutivos (Collins et al., 2013;
Garcia et al., 1994; Goya et al., 2020; Martinez et al., 1999; Trento et al., 2003, 2015).

La G se expresa en dos formas: una forma unida a membrana (mG) y una forma soluble (sG)
(Bukreyev et al., 2008; Van Royen et al., 2022). Aproximadamente el 80 % de la G
sintetizada se libera como sG al medio extracelular, mientras que el 20% restante se incorpora
a la envoltura viral (Bukreyev et al., 2008). La forma sG, generada por el inicio de traduccioén
alternativo en el segundo codon AUG (Roberts et al., 1994), carece del dominio
transmembrana y actia como sefluelo antigénico, uniéndose a anticuerpos neutralizantes y
reduciendo la eficacia de la respuesta inmune (Bukreyev et al., 2008, 2012).

Ademas, la G contiene un motivo CXsC que imita la quimiocina fractalcina (CXsCL1) y
compite por el receptor CXsCR1 en monocitos y linfocitos, interfiriendo con la migracion y
el reclutamiento celular (Figura 3) (Bohmwald et al., 2016; Tripp et al., 2001).

Estudios moleculares demostraron que, a pesar de la alta tasa de mutacion del gen G, la region

central que contiene las cisteinas permanece altamente conservada y mantiene su

19



antigenicidad (Trento et al., 2015). No obstante, se han identificado duplicaciones en la
region distal del ectodominio que generan repeticiones parciales de aminoacidos y aumentan
la longitud y glicosilacion de la proteina (Eshaghi et al., 2012; Trento et al., 2003). Estas
duplicaciones otorgan ventajas adaptativas al facilitar el enmascaramiento antigénico y
modificar la exposicion de epitopos neutralizantes, sin alterar la funcion conservada de

adhesion e inmunomodulacion (Trento et al., 2003, 2015).

Central Heparin
Conserved CX3C  Binding
Domain Motif  Domain

N-term ™ Mucin-like region | \ / / ] Mucin-like region Il

% | e7 164 D186 224 208

Met 48 Cysteine
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Figura 3. Organizacion estructural y representacion tridimensional de la glicoproteina G del VSRh (McLellan,
Ray, et al., 2013). (A) Esquema lineal de la proteina G del VSRh que ilustra la disposicion de sus dos regiones
tipo mucina altamente glicosiladas, el dominio central conservado que contiene el motivo CXsC y el lazo de
cisteinas estabilizado por puentes disulfuro. Se indican también el dominio transmembrana y las regiones N-y
C-terminal. (B) Modelo tridimensional obtenido mediante dindmica molecular, que muestra la conformacion
general de G y la distribucion espacial aproximada de los glicanos N- y O-ligados, reflejando la alta densidad
de glicosilacion que caracteriza a esta proteina.
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Por otra parte la glicoproteina G del MPVh tambien tiene una longitud variable, entre
aproximadamente 219 y 279 aminoacidos, segun el linaje, que cumple un papel
multifuncional en la interaccion virus-hospedero, combinando funciones de adhesion con una
marcada capacidad inmunomoduladora (Chakraborty, 2025; van den Hoogen et al., 2002;
Velayutham et al., 2022). Similar a su homoéloga del VSRh, su ectodominio es rico en
residuos de serina y treonina, se encuentra extensamente O-glicosilado, lo que le confiere
una naturaleza similar a las mucinas respiratorias y contribuye al enmascaramiento
antigénico y a la evasion de la respuesta humoral (van den Hoogen et al., 2001; Velayutham
et al., 2022). En este dominio se localizan regiones hipervariables en el extremo C-terminal,
donde se concentran las duplicaciones y deleciones que modifican la longitud y glicosilacion
de la proteina, un fenémeno comparable al descrito para la glicoproteina G del VSRh siendo
también clave para estudios evolutivos (Goya et al., 2020; Groen et al., 2023; van den Hoogen
et al., 2002).

Diversos estudios han identificado a la G de MPVh como un importante factor de virulencia,
capaz de suprimir las vias antivirales del hospedero. Esta glicoproteina puede modular el
microambiente inflamatorio pulmonar al favorecer el reclutamiento de neutr6filos mediante
la induccion de quimiocinas como CXCL2, CCL3 y CCLA4, asi como la produccion de IL-17
y TNF, contribuyendo a la inmunopatologia caracteristica de la infeccion por MPVh (Garg
et al., 2025). En modelos murinos, la delecion del gen G genera un fenotipo atenuado, con
replicacion restringida, menor inflamacion pulmonar, escasa expresion de citocinas
proinflamatorias y ausencia de enfermedad clinica, aunque conserva la capacidad de inducir

anticuerpos neutralizantes protectores (Velayutham et al., 2022).
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La glicoproteina G del MPVh constituye un componente esencial para la virulencia y
persistencia del virus, al combinar un papel estructural de anclaje con sofisticados

mecanismos de supresion de la respuesta inmune innata y adaptativa.

3.2.2 GLICOPROTEINA F (FUSION)

La glicoproteina F de VSRh es de 574 aminoécidos, ademas de ser la principal proteina de
fusion del VSR, es el antigeno neutralizante mas importante del virion (Bohmwald et al.,
2016). Es una proteina de clase I, altamente conservada con menos del 10 % de divergencia
en su secuencia, y su estructura trimérica es esencial para la infectividad (Bohmwald et al.,
2016).

Esta proteina se sintetiza inicialmente como un precursor inactivo Fo, el cual se ensambla en
trimeros en etapas tempranas de maduracién. Durante su transito por el aparato de Golgi, una
proteasa tipo furina escinde cada mondmero en dos subunidades, Fi y F2, unidas por dos
puentes disulfuro, liberando ademés un péptido intermedio de 27 aa (pep27) (Figura 4)
(Collins et al., 1984; Gonzalez-Reyes et al., 2001). Este procesamiento genera el trimero
maduro de tipo I de membrana integral. El extremo N-terminal de F: contiene el péptido de
fusion (FP), un dominio hidrofébico que se inserta en la membrana celular durante la fusion
(Figura 4).

Cada mondmero Fi/F2 esta glicosilado con 5-6 N-ligandos, esenciales para su estabilidad
conformacional y antigenicidad (P. Li et al., 2007; Zimmer et al., 2001). El trimero funcional
puede adoptar dos conformaciones estructurales: prefusion (pre-F) y posfusion (post-F). La
pre-F es un estado metastable y altamente inmunogénico, donde se exponen epitopos
conformacionales criticos para la neutralizacion, incluyendo los sitios antigénicos @, I, 11,

I, IV y V, (Figura 4) y al menos un sitio cuaternario dependiente de la escision y del
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ensamblaje trimérico (Gilman et al., 2015, 2016; McLellan, Chen, Leung, et al., 2013). El
sitio @, localizado en el apice del trimero, es exclusivo de la conformacion pre-F y desaparece
tras la reorganizacion al estado post-F. Los sitios II y IV, en cambio, son regiones mas
conservadas que pueden reconocerse tanto en pre-F como en post-F. En los ultimos afios, se
identificaron los sitios IIl y V en la region media del dominio Fi, cuya exposicion depende
de la orientacion de las hélices a2-a5 y de las asas P3-Pf4, estructuras que sufren
desplazamientos significativos durante el reordenamiento conformacional (Figura 4)
(Gilman et al., 2016).

Ademas de estos epitopos monoméricos, el andlisis estructural de la proteina F trimérica
revel6 la existencia de un epitopo cuaternario, formado por la interaccion entre protdmeros
adyacentes del trimero y ausente en la forma monomérica o no escindida (Gilman et al.,
2015). Este sitio involucra regiones del dominio F: situadas entre la zona media y proximal
de la molécula, cuya formacién depende estrictamente de la trimerizacion y escision por
furina, procesos que facilitan el reacomodo estructural necesario para su exposicion (Gilman
etal., 2015).

Durante la entrada viral, la activacion de F por interaccidon con receptores desencadena un
cambio irreversible de pre-F a post-F, en el cual las hélices HRA y HRB, dos regiones con
repeticiones heptadicas caracteristicas de las proteinas de fusion de clase I, se reconfiguran
para formar un haz de seis hélices (6HB) que aproxima las membranas viral y celular. Este
reordenamiento elimina los epitopos @, V y el cuaternario, consolidando la transicion
estructural propia de las proteinas de fusion de clase I (McLellan et al., 2011; Zhao et al.,
2000).

La glicoproteina F representa un complejo estructural altamente conservado, dindmico y

esencial para la infectividad del VSRh. Su conformaciéon trimérica y los epitopos
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conformacionales que emergen durante su maduracion proteolitica definen los principales
determinantes de neutralizacion y la base molecular de las estrategias actuales de
inmunizacion y desarrollo de antivirales.

Por otra parte, y muy parecido a VSR, la glicoproteina F del MPVh también es una proteina
de fusion de clase I, trimérica y altamente conservada, ligeramente mas pequefia, con una
longitud de 539 aminoécidos, que comparte la capacidad de inducir la fusién de membranas
y la formacién de sincitios, caracteristicas distintivas de este tipo de proteinas (Heim et al.,
2025; Schowalter et al., 2006; van den Hoogen et al., 2002).

La proteina F se sintetiza como un trimero inactivo que requiere escision proteolitica para
adquirir su forma funcional (Heim et al., 2025). Similar a VSRh y a otros Pneumovirus, la
proteina F de MPVh inicia en un estado pre-F metastable y, tras estimulos del hospedero,
pasa a la conformacion post-F mediante cambios que incluyen la exposicion del péptido de
fusion, su inserciéon en la membrana opuesta y un replegamiento que aproxima ambas
membranas; la energia liberada conduce a la mezcla lipidica y a la formacién de un poro que
permite el paso del nucleocapside al citoplasma (Heim et al., 2025).

A nivel estructural, la F del MPVh mantiene una arquitectura trimérica homologa a la del
VSRh, pero con una identidad de secuencia cercana al 33%, aunque las diferencias se
distribuyen a lo largo de la molécula (Mas et al., 2018). En comparacién con los sitios
antigénicos del VSRh, la F del MPVh conserva regiones especificas dentro de los sitios Il y
IV, mientras que los sitios @ y Il muestran una mayor variabilidad. Ademas, el sitio @ podria
estar parcialmente cubierto por un escudo de glicanos en el 4pice de la molécula, lo que
limitaria la exposicion de epitopos superficiales y explicaria la baja reactividad cruzada

observada entre ambos virus (Mas et al., 2018).

24



A RARR KKRKRR
* 109\ {136

26 109 137 513

Prefusion F Prefusion F
trimer protomer

Site @

Site V

Site Il

Site IV

Site |

Figura 4. Organizacién estructural y sitios antigénicos de la glicoproteina F de los pneumovirus (Miller &
Mousa, 2023; Rezende et al., 2023). (A) Esquema lineal de la glicoproteina F indicando los dominios
principales y la region de escision proteolitica Fi/Fa.. (B) Estructura tridimensional del trimero de F en
conformacion pre-F con la localizacion de glicanos N-ligados. (C) Protomero individual de F en pre-F
mostrando elementos estructurales clave (hélices o, asas B y péptido de fusion). (D) Comparacion de los sitios
antigénicos de F en conformacion pre-F y pos-F en RSV y MPVh.
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3.2.3 PROTEINA SH (SMALL HYDROPHOBIC)

La proteina SH de VSRh es una pequefia proteina hidrofobica transmembrana integral de
tipo II con 64 aminoécidos en el VSRh-A y 65 en el VSRh-B. Se inserta en la envoltura viral
como una proteina de membrana integral con un tnico dominio transmembrana, atravesando
la bicapa lipidica una sola vez, con un extremo N-terminal citoplasmatico y un C-terminal
extracelular (Collins & Mottet, 1993).

Desde el punto de vista estructural, la proteina SH puede ensamblarse en oligdbmeros,
principalmente pentdmeros, capaces de formar canales ionicos (Figura 5) (Carter et al.,
2010). Cada monémero presenta una hélice a-N-terminal coplanar a la membrana, conectada
con una hélice transmembrana y un giro f-C-terminal. Al ensamblarse, los cinco mondémeros
generan un canal con simetria de cinco o seis subunidades, de unos 45 A de longitud y un
didmetro minimo de 3.5 A, con estructura tipo “embudo”. Esta configuracion permite la
conduccion de cationes no selectivos en condiciones de pH 4cido, caracteristica propia de las
viroporinas (Nieva et al., 2012).

Aunque no participa directamente en la entrada viral, la proteina SH modula la respuesta
inflamatoria del hospedero al interferir con la sefializacion apoptotica y la activacion de NF-
kB (Bohmwald et al., 2016; Carter et al., 2010; Fuentes et al., 2007). Estudios con virus
recombinantes ASH demostraron que su ausencia no impide la replicacion en cultivo celular,
aunque reduce la eficiencia replicativa y el tamafio de las placas (Bukreyev et al., 2012); por
lo tanto a SH se considera un factor accesorio de virulencia, no esencial para la replicacion,
pero relevante en la modulacion de la respuesta del hospedero y potencial blanco antiviral
debido a su funcién como viroporina.

Por su parte, la proteina SH del MPVh estd compuesta por 179 a 183 aminodacidos, lo que la

convierte en la mas grande dentro de la familia de los pneumovirus (Masante et al., 2014;
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van den Hoogen et al., 2002). Posee un dominio transmembrana central, un extremo N-
terminal citoplasmatico y un C-terminal extracelular, configuracion similar a la descrita para
el VSRh, aunque con diferencias en longitud y grado de glicosilacion (Masante et al., 2014;
Olmsted & Collins, 1989). Al igual que la proteina SH del VSRh, la SH del MPVh presenta
la capacidad de oligomerizarse a través de su dominio transmembrana (TMD), formando
complejos multiméricos con actividad tipo viroporina, lo que incrementa la permeabilidad
de la membrana celular y puede influir en la fusiéon mediada por la proteina F (Madan et al.,
2010). Asimismo, se ha propuesto que la SH del MPVh inhibe la activacion del factor NF-
kB en células epiteliales respiratorias (Bao, Kolli, et al., 2008) , contribuyendo a la
modulacion de la respuesta inflamatoria del hospedero y a la patogenicidad viral.

La SH del MPVh puede considerarse un factor accesorio de virulencia, no esencial para la
replicacion, pero implicado en la homeostasis i6nica y en la regulacion de la respuesta
inmune del hospedero, caracteristicas compartidas con otras viroporinas del género

Metapneumovirus y Orthopneumovirus.
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Figura 5. Arquitectura estructural del pentamero de la proteina SH del VSRh (Gan et al., 2012). (A) Vista lateral
del pentamero de SH, mostrando la organizacion tipica de viroporina: una hélice transmembrana central (verde)
insertada en la bicapa lipidica y una hélice N-terminal orientada paralelamente a la superficie de la membrana
(rojo), conectadas mediante un lazo C-terminal flexible (azul). (B) Vista superior del canal pentamérica, donde
se observa el lumen central hidrofobico que caracteriza a las viroporinas. (C) Vista inferior de la misma
estructura, resaltando la disposicion simétrica de las subunidades que generan un poro estrecho capaz de
conducir iones en condiciones fisiologicas.
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3.3 COMPLEJO DE REPLICACION Y TRANSCRIPCION: N, P, LY M2-1
Las proteinas N, P y L, junto con el ARN viral, conforman el complejo de replicacion y
transcripcion (VR complex), responsable de la sintesis del genoma y de los ARN mensajeros
en VSRh y MPVh. A este sistema se integra el factor antiterminacion M2-1, esencial para la
elongacion eficiente de los transcritos. El VR complex, conservado en Pneumoviridae, se
organiza en cuerpos de inclusion citoplasmaticos (inclusion bodies, IBs), donde se concentra
la maquinaria necesaria para la replicacion viral y la modulacion de la respuesta inmune del
hospedero. (Bohmwald et al., 2016; Pan et al., 2020; Thompson et al., 2023; Van Royen et
al., 2022). A continuacion, se describen las proteinas y el mecanismo de replicacion y
transcripcion del VSRh y del MPVh, destacando aquellos procesos caracterizados
inicialmente en VSRh y que posteriormente sirvieron como referencia para el estudio del
MPVh.
3.3.1 PROTEINA N (NUCLEOPROTEINA)

La proteina N de VSRh consta de 391 aminoacidos, envuelve estrechamente el genoma y el
antigenoma formando nucleocépsides helicoidales (Van Royen et al., 2022). Cada mondémero
de N recubre una porcion definida del ARN, impidiendo la formacion de estructuras
bicatenarias (Figura 1 y 6) (Bohmwald et al., 2016). Esta organizacion mantiene el ARN
accesible al complejo polimerasa y facilita la replicacion y transcripcion (Bohmwald et al.,
2016; Van Royen et al., 2022)

La N del VSRh también participa en la formacion de los IBs, donde interactia con las
proteinas M, P y L (Bohmwald et al., 2016). Estos IBs actlian como fabricas virales donde
se concentran los componentes del VR complex (Van Royen et al., 2022). Ademads, la N

contribuye a la evasion del sistema inmune al secuestrar proteinas sefalizadoras innatas,
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dificultando el reconocimiento del ARN viral y reduciendo la activacion de interferones
(Thornhill & Verhoeven, 2020).

En el MPVh, la nucleoproteina (N), de aproximadamente 394 aminoacidos, cumple
funciones estructurales y replicativas similares a su homoéloga en VSRh, formando parte del
complejo ribonucleoproteico responsable de la replicacion y transcripcion viral (Figura 6)
(van den Hoogen et al., 2002). De manera anéaloga, se organiza sobre el genoma de ARN
permitiendo su correcta utilizacion por el complejo polimerasa (Pan et al., 2020). Durante la
infeccidn, participa en la formacion de IBs en asociacion con la proteina P, y se ha descrito
que fragmentos derivados de N pueden contribuir a la activacion de respuestas defensivas
del hospedero (Garg et al., 2025).

En términos funcionales, desempefa un papel esencial en la estabilidad de Ia

ribonucleoproteina y en la organizacion del complejo replicativo viral.

Ao . A 1) ? B- Cter

Figura 6. Organizacion estructural de la nucleoproteina (N) y del complejo N-ARN en Pneumovirus (Decool et
al., 2021). (A) Vistas superior y lateral de anillos del VSRh formados por 10 monémeros de la proteina N
ensamblados alrededor del ARN viral. Cada monoémero se muestra con un cédigo de color para distinguir sus
regiones: naranja y amarillo representan dominios centrales de N, mientras que azul y verde indican los
extremos N- y C-terminales. El ARN se visualiza en negro, evidenciando su alojamiento en el surco de la
proteina. (B) Modelo helicoidal del complejo N-ARN, donde multiples subunidades de N (superficie coloreada)
se ensamblan de manera continua para formar la nucleocapside helicoidal, estructura esencial que mantiene el
ARN protegido pero accesible al complejo polimerasa.
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3.3.2 PROTEINA P (FOSFOPROTEINA)
La proteina P de VSRh es de 241 aminoécidos, actia como un cofactor esencial del complejo
polimerasa y como un adaptador estructural que enlaza a N, L y M2-1, estabilizando las
interacciones del VR complex (Collins et al., 2013; Lu et al., 2002). Es una proteina
homotetramérica y una de las mas fosforiladas del VSRh, con mas de 10-12 residuos
modificados por quinasas y fosfatasas celulares (Collins et al., 2013; Lu et al., 2002). La
fosforilacion es critica para su funcion, ya que su inhibicién o mutacion reduce drasticamente
la replicacion viral (Lu et al., 2002). Adicionalmente, P funciona como chaperona de N,
uniéndose a los mondmeros libres para evitar su autoagregacion o su unidn inespecifica al
ARN celular, asegurando que solo el ARN viral recién sintetizado sea encapsidado (Collins
etal., 2013).
En cuanto al MPVh, la fosfoproteina P, de aproximadamente 294 aminoacidos, es mas larga
que su homologa del VSRh y cumple funciones andlogas como cofactor esencial de la
polimerasa L y nodo de interaccion molecular entre distintos componentes del complejo de
replicacion (Pan et al., 2020; van den Hoogen et al., 2002).
En el complejo L-P se observa una disposicion tentacular, donde los cuatro protomeros del
tetramero adoptan conformaciones distintas (Figura 7 y 8), lo que permite estabilizar la
polimerasa L y posicionar la forma monomérica de N (No) cerca del canal de salida del ARN
para su encapsidacion inmediata (Pan et al., 2020).
Asimismo, P media la unioén de L a la nucleocapside (complejo N-ARN) y mantiene a N en
su estado libre (No) mediante su funcion de chaperona molecular, evitando el autoensamblaje
prematuro hasta el inicio de la replicacion (Renner et al., 2016). Ademas, se ha demostrado
que P contribuye a la evasion inmune al reducir la induccion de interferdn tipo I, al limitar la

capacidad de RIG-I de detectar ARN viral con extremo 5'-trifosfato (Garg et al., 2025).
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Figura 7. Organizacion del tetramero de la proteina P del VSRh y su interaccion con la polimerasa L (Gilman
et al., 2019). La proteina L (gris) se muestra en dos orientaciones separadas por un giro de 90°, rodeada por el
tetramero de la fosfoproteina P, cuyos monomeros aparecen coloreados en un gradiente del azul al rojo segun
la direccion N—C. La disposicion “tentacular” de P permite que cada mondémero adopte una conformacion
distinta para estabilizar la enzima y coordinar el posicionamiento de la No durante la replicacion. En la parte
inferior se representan individualmente los cuatro monémeros Pi-P4, resaltando sus diferencias estructurales
dentro del ensamblaje tetramero.

3.3.3 PROTEINAL (LARGE POLYMERASE SUBUNIT)
La proteina L de VSRh, es de aproximadamente 2165 aminoacidos (Figura 8), constituye la
ARN polimerasa dependiente de ARN responsable de la sintesis de los transcriptos virales
(Bohmwald et al., 2016; Collins et al., 2013). Dado que el genoma del VSRh es de sentido
negativo, la L reconoce un promotor en el extremo 3’ y, con la ayuda de P, inicia la
transcripcion secuencial de los genes virales (Bohmwald et al., 2016; Collins et al., 2013).
Durante la replicacion, L copia el ARN genémico negativo para generar una cadena
complementaria de sentido positivo (antigenoma), que sirve como molde para producir
nuevas copias gendmicas negativas (Bohmwald et al., 2016). Estas nuevas cadenas son
encapsidadas inmediatamente por N, asegurando la estabilidad del material genético antes de

su empaquetamiento en viriones maduros.
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En cuanto al MPVh, la proteina L es de aproximadamente 2005 aminodcidos, es ligeramente
mas corta que su homodloga del VSRh y cumple funciones analogas como ARN polimerasa
dependiente de ARN, responsable de la transcripcion y replicacion del genoma viral (Heim
et al., 2025; van den Hoogen et al., 2002). Presenta una organizacion modular caracteristica
de los Mononegavirales, con dominios de polimerasa (RdRp), capping (PRNTase) y
metiltransferasa (MTase), que actuan de manera coordinada en la sintesis y maduracion del
ARN (Figura 8) (Heim et al., 2025; Pan et al., 2020). La interaccion con la fosfoproteina P
es esencial para la estabilidad y funcionalidad de la enzima, al permitir el posicionamiento
de la nucleoproteina No cerca del canal de salida del ARN para su encapsidacion (Pan et al.,

2020).
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Figura 8. Organizacion estructural de la ARN-polimerasa L de VSRh en complejo con la fosfoproteina P
(Gilman et al., 2019).(A) Vista lateral del complejo L-P del virus sincitial respiratorio humano (VSRh). La
proteina L se muestra en tonos azules e integra los dominios de ARN-polimerasa (RdRp) y
polirribonucleotidiltransferasa (PRNTase). Cada mondémero del tetrdmero de P se presenta en un color calido
distinto, evidenciando su modo de interaccion con L. (B) Vista superior del mismo complejo, donde se aprecia
la disposicion tetramérica de P alrededor de los dominios cataliticos de L. Debajo se incluyen los esquemas
lineales de L y P indicando los dominios resueltos estructuralmente. Esta organizacion es similar a la descrita
para otros miembros de Pneumoviridae, incluido el MPVh.
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3.34 PROTEINA M2-1

La proteina M2-1 en VSRh es de 194 aminodcidos y es un factor de elongacion
transcripcional dentro del VR complex (Bohmwald et al., 2016; Tran et al., 2009). Favorece
la progresion de la L a lo largo del genoma, evitando la terminacion prematura de los ARNm
virales. Existen formas fosforiladas y no fosforiladas de M2-1, ambas capaces de unirse al
ARN y alas proteinas L y P (Tran et al., 2009). La interaccién con N depende del ARN viral,
como lo demuestra la disociacion de este complejo tras el tratamiento con RNasas
(Bohmwald et al., 2016). M2-1 actia en forma tetramérica (Figura 9), siendo esta
oligomerizacion indispensable para su funcion; los virus mutantes incapaces de formar
tetrdmeros muestran defectos severos en la transcripcion (Bohmwald et al., 2016). Asimismo,
M2-1 puede activar la via del factor nuclear kB (NF-kB), induciendo la expresion de citocinas
proinflamatorias y quimioquinas que participan en la respuesta inmunitaria (Reimers et al.,
2005).

Para el MPVh, la proteina M2-1 es de aproximadamente 187 aminoacidos y también actia
como un factor de elongacion transcripcional que evita la terminacion prematura de los
ARNm virales (Heim et al., 2025; Herfst et al., 2004; van den Hoogen et al., 2002). Al igual
que en el VSR, se ha descrito que la M2-1 del MPVh favorece la progresion de la polimerasa
L a lo largo del molde gendmico y, de forma transitoria, se asocia con la fosfoproteina P,
posiblemente regulando el equilibrio entre replicacion y transcripcion (Heim et al., 2025; Pan
et al., 2020). Ademads, se ha sefialado que dominios especificos de M2-1 pueden inducir
respuestas de linfocitos T citotoxicos, sugiriendo un papel adicional en la activacion inmune

durante la infeccion por MPVh (Garg et al., 2025).
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Figura 9. Organizacion estructural de la proteina M2-1 en Pneumoviridae (Cao et al., 2021). (A) Representacion
lineal de la organizacion modular de M2-1, compuesta por un dominio de union a zinc (ZBD), un dominio de
oligomerizacion (OD) y un dominio central (CD).(B) Estructura cristalografica del tetramero de M2-1 del
VSRh, que muestra su ensamblaje caracteristico y la disposicion espacial de los dominios que permiten su
funcién como factor de elongacion transcripcional.(C) Estructura cristalografica del tetramero de M2-1 del
MPVh, con una organizacion general homologa a la del VSRh, consistente con su papel conservado en la
transcripcion viral.

3.4 PROTEINA DE ENSAMBLAJE: M (MATRIZ)

La proteina M de VSRh es de 256 aminoacidos y cumple un papel esencial en la morfogénesis
y ensamblaje del virién, ademas de participar en la regulacion de la replicacion (Bohmwald
et al., 2016; Collins et al., 2013). En fases tempranas de la infecciéon, M se localiza
transitoriamente en el nucleo, donde suprime la transcripcion de genes del hospedero y
modula la expresion celular (Bian et al., 2012; Collins et al., 2013). Posteriormente se
redistribuye al citoplasma, asociandose con los IBs y las glicoproteinas de superficie G y F
para coordinar el ensamblaje de viriones (Bohmwald et al., 2016).

La proteina M también interactia con M2-1 dentro del VR complex, contribuyendo al
acoplamiento entre replicacion y empaquetamiento (Bohmwald et al., 2016). Durante la
maduracion de los viriones, M participa en la formacién y elongacioén de los filamentos

virales, que actiian como precursores del virion infeccioso. En ausencia de M, los filamentos
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se mantienen inmaduros e inestables, confirmando su papel indispensable en la morfogénesis
(Mitra et al., 2012).

En el MPVh, la proteina M, de aproximadamente 254 aminoécidos, cumple funciones
estructurales equivalentes, constituyendo el componente matricial que organiza el
ensamblaje del viridn al enlazar el complejo ribonucleoproteico con la envoltura viral (van
den Hoogen et al., 2002). Forma una capa submembranal que actiia como andamiaje interno
y coordina la asociacion del genoma encapsidado con las glicoproteinas F y G, facilitando la
gemacion y liberacion de las particulas virales maduras (Heim et al., 2025; van den Hoogen
et al., 2002). Al igual que en el VSRh, cumple un papel esencial en la morfogénesis y
replicacion viral, y su asociacion transitoria con los IBs sugiere una funcion adicional en el
transporte y la maduracion intracelular de los componentes virales (Heim et al., 2025).
Ademas, se ha descrito que la proteina M del MPVh puede liberarse en forma soluble por
células infectadas, promoviendo la secrecion de citocinas inflamatorias, lo que sugiere un

papel adicional en la modulacion del microambiente inmunolégico (Garg et al., 2025).

RSV hMPV

Figura 10. Estructura dimérica de la proteina M en Pneumoviridae (Forster et al., 2015). (A) VSRh: Dimero de
la proteina M, que tapiza la cara interna de la envoltura viral y es esencial para la morfogénesis. Estudios de
crio-tomografia revelan que M se organiza en una malla submembranal de dimeros; cuando su dimerizacion se
altera, el virus no logra ensamblar viriones ni particulas tipo virion (VLPs). (B) MPVh: Dimero de la proteina
M, cuya arquitectura conserva el modo de dimerizacion observado en VSRh, en concordancia con su funcion
matricial equivalente dentro de los Pneumoviridae.
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3.5 PROTEINA REGULADORA: M2-2

La proteina M2-2 de VSRh es de 88-90 aminoacidos, se expresa en bajos niveles durante la
infeccion y cumple un papel regulador en el equilibrio entre replicacion y transcripcion
(Collins et al., 2013). Aunque su funciéon como componente del virion no estd completamente
esclarecida, los virus recombinantes deficientes en M2-2 muestran replicacion retardada y
menos eficiente del ARN viral (X. Cheng et al., 2005). Se ha propuesto que M2-2 modula la
actividad de la polimerasa L, actuando como un conmutador molecular que reduce la
transcripcion cuando el virus requiere priorizar la replicacion genémica para la produccion
de viriones (X. Cheng et al., 2005).

En el MPVh, la proteina M2-2 es de aproximadamente 71-90 aminoécidos, y similar a VSRh
se expresa en niveles bajos durante la infeccion y cumple una funciéon reguladora en el
equilibrio entre transcripcion y replicacion (Heim et al., 2025; Herfst et al., 2004). También
similarmente a su homologa del VSRh, actiia como un modulador negativo de la sintesis de
ARNm, promoviendo la transicién hacia la replicacion del genoma una vez que se ha
alcanzado una cantidad suficiente de proteinas estructurales (Heim et al., 2025). La ausencia
o inactivacion de M2-2 provoca un aumento en la transcripcion de genes virales y una
disminucién en la produccion de genomas completos, lo que evidencia su papel como
interruptor molecular dentro del ciclo de replicacion. Este mecanismo contribuye a coordinar
la maduracion de los viriones y a mantener la eficiencia replicativa del virus en las fases
tardias de la infeccion (Heim et al., 2025).

Se ha propuesto que la ausencia de M2-2 provoca un aumento en la generaciéon de genomas
defectivos (DIs), los cuales son potentes activadores del interferdn tipo 1. Asi, la activacion
de la respuesta antiviral no se deberia a una accidén antagonista directa de M2-2 sobre las vias

del interferon, sino al desequilibrio replicativo que incrementa la produccion de DIs (Groen
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et al., 2022; Heim et al., 2025). Ademas, estudios con virus quiméricos demostraron que la
M2-2 de MPVh no reemplaza la funcidon antagonista de las proteinas NS1/NS2 de VSRAh, lo
que confirma que no actia como un antagonista robusto del interferon en condiciones

fisioldgicas (Heim et al., 2025; Rib6-Molina et al., 2025).

4. CLASIFICACION
4.1 VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

El VSRh se ha clasificado historicamente en dos subgrupos principales, A y B (Anderson et
al., 1985; Mufson et al., 1985), dentro de cada subgrupo existe una variabilidad antigénica y
genética adicional, siendo la glicoproteina G la que presenta la mayor diversidad,
desempefiando un papel central en la patogenicidad y en los mecanismos de evasion inmune
del virus (Jha et al., 2016). En afios recientes, esta clasificacion ha evolucionado desde un
enfoque basado exclusivamente en el gen G (Peret et al., 1998) hacia un sistema filogenético
integral sustentado en genomas completos, con el propdsito de unificar criterios taxondmicos
y reflejar con mayor precision la diversidad genética del VSRh a nivel global (J. Chen et al.,
2022; Goya et al., 2024; Ramaekers et al., 2020). La propuesta mas reciente se encuentra
sustentada en andlisis de genomas completos y marcadores de aminoacidos, que organiza las
secuencias de VSRh-A en 24 linajes y de VSRh-B en 16 linajes (Goya et al., 2024). Este
sistema incorpora la duplicacion caracteristica del gen G (72nt en A.D y 60nt en B.D),
reemplazando la nomenclatura historica de genotipos como ON1 y BA (Eshaghi et al., 2012;
Trento et al., 2003), y ofrece un marco robusto, reproducible y actualizable para la vigilancia
molecular global del VSRh. Este marco estandarizado facilita la comparabilidad entre
estudios, la integracion de datos provenientes de diferentes regiones y la comprension de los

procesos de reemplazo de linajes y de la presion inmunitaria que modulan la variabilidad

37



global del virus. Ademas, esta clasificacion ha sido adoptada por plataformas de andlisis

gendmico como Nextclade RSV (https://clades.nextstrain.org/) y se encuentra respaldada por

un repositorio publico en GitHub que retine las definiciones filogenéticas, secuencias de
referencia y marcadores aminoacidicos para su aplicacion y actualizacion continua
(https://github.com/rsv-lineages).
4.2 METAPNEUMOVIRUS HUMANO

Desde su caracterizacion inicial, los aislamientos de MPVh se agruparon en dos serotipos
principales, A y B, cada uno subdividido en dos linajes genéticos: Al, A2, Bl y B2 (Van den
Hoogen et al., 2004). Esta clasificacion constituyo la base del sistema actualmente aceptado,
sustentado en andlisis filogenéticos de los genes F y G, que reflejan las principales diferencias
evolutivas y antigénicas del virus.

En afios posteriores, y con el incremento de secuencias disponibles, el linaje A2 fue objeto
de una subdivision adicional en A2ay A2b (Huck et al., 2006). Algunos estudios describieron
ademas un posible linaje A2c, aunque andlisis comparativos demostraron que las cepas
clasificadas bajo esta denominacién correspondian realmente a una rama interna de A2b, la
cual posteriormente se reorganiz6 en A2bl y A2b2 (Nao et al., 2020a; Nidaira et al., 2012).
Este refinamiento respondié a la necesidad de unificar criterios taxondmicos y evitar
duplicidades en la nomenclatura de los sublinajes descritos en distintas regiones geograficas.
Recientemente, un andlisis filogendmico exhaustivo basado en genomas completos y
secuencias del gen F (Groen et al., 2023) propuso un sistema revisado y estandarizado que
sustituye las denominaciones previas por un esquema jerarquico mas coherente: Al, A2.1,
A2.2.1,A2.2.2,B1 y B2. En este modelo, los antiguos sublinajes A2a y A2b se corresponden
con A2.1 y A2.2, respectivamente, mientras que A2b1l y A2b2 (o A2c) se redefinen como

A2.2.1 y A2.2.2 (Groen et al., 2023). Esta propuesta incorpora ademas criterios cuantitativos
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basados en distancias genéticas dentro y entre linajes, con el fin de armonizar la clasificacion
a nivel internacional.

Entre los linajes emergentes, A2.2.2 ha adquirido especial relevancia epidemioldgica debido
a la aparicion de variantes que presentan duplicaciones de 180 y 111 nucleodtidos en el gen
G, detectadas por primera vez a mediados de la década de 2010 (Pifana et al., 2017; Saikusa
et al., 2017). Un estudio posterior postuld que la variante con duplicacion de 111nt podria
haber surgido de una forma ancestral con duplicacion de 180nt, que experimento a su vez
una delecion parcial, apoyando un modelo evolutivo de duplicacion-delecion del gen G
(Goya et al., 2025). El linaje A2.2.2 representa actualmente uno de los linajes mas dinamicos
y predominantes del MPVh, consolidando el modelo evolutivo que integra la diversidad
genética con las adaptaciones estructurales del gen G.

La evolucioén de la clasificacion del MPVh refleja una transicion desde un enfoque seroldgico
hacia un sistema filogenético integral, que reconoce la complejidad evolutiva del virus y
permite una mejor comprension de sus patrones de circulacion, reemplazo de linajes y

potenciales implicaciones en la inmunidad y el desarrollo de vacunas.

5. EPIDEMIOLOGIA

5.1 PREVALENCIA GLOBAL Y REGIONAL
El VSRh sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad infantil a
nivel mundial, especialmente en menores de cinco afos. Se estima que causa alrededor de 33
millones de LRTI al afio, con 3.6 millones de hospitalizaciones y casi 100,000 muertes en
nifios menores de 5 afios, de las cuales mas del 90% ocurren en paises de ingresos bajos y
medianos (Laudanno et al., 2020; Y. Li et al., 2022; Shi et al., 2022). En las Américas, los

datos integrados de vigilancia del SARInet Plus Network (2010-2019) muestran que el VSRh
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fue detectado en 3.1% de mas de 14 millones de muestras respiratorias, con una marcada
variabilidad estacional segtn latitud y clima (Couto et al., 2025).

De forma paralela, el MPVh representa una causa importante de infeccion respiratoria tanto
en nifios como en adultos mayores, con una carga anual estimada de 640,000
hospitalizaciones en menores de cinco afios y cerca de 470,000 en adultos mayores de 65
afios, lo que refleja su creciente impacto sanitario en poblaciones vulnerables (Adepoju et al.,
2025; Kulkarni et al., 2025). Se estima que contribuye entre 4-13% de las hospitalizaciones
por infecciones respiratorias bajas en nifios menores de 5 anos, lo que refuerza su relevancia

como patogeno respiratorio a nivel global (Principi et al., 2025; Wang et al., 2021).

5.2 VARIACIONES ESTACIONALES

Los patrones estacionales del VSRh en el continente americano presentan una progresion de
sur a norte, con picos invernales en regiones templadas y estacionalidad menos definida en
zonas tropicales (Couto et al., 2025). En Sudamérica, la circulacion inicia en mayo y alcanza
su maximo entre julio y agosto; en el Caribe comienza alrededor de septiembre y culmina en
octubre-noviembre; y en Centroamérica, el inicio promedio ocurre a mediados de julio,
extendiéndose hasta noviembre (Figura 11) (Couto et al., 2025).

De manera similar, el MPVh muestra una estacionalidad parcialmente solapada con la del
VSR, con picos de actividad que suelen ocurrir pocas semanas después (Jobe et al., 2025).
En regiones tropicales de América Latina, su circulacion se asocia a la temporada lluviosa,
con aumentos coincidentes con altos niveles de humedad y transmision (Cuevas et al., 2003;
Evelyn et al., 2019; Vidal et al., 2019).

Durante la pandemia de COVID-19, los patrones estacionales tradicionales se alteraron, la

implementacion de medidas no farmacologicas redujo la transmision de VSRh y MPVh en
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2020, seguida de picos atipicos y brotes intensificados cuando las restricciones fueron

levantadas (Agha & Avner, 2021; Goya, Sereewit, et al., 2023; Jobe et al., 2025; Ujiie et al.,
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Figura 11. Estacionalidad del VSRh en las Américas (Couto et al., 2025). Patrones de circulacion epidémica de
VSRh (en rojo) a lo largo de las semanas epidemiologicas del afio, estimados mediante el método de curva
promedio de la OMS a partir de datos de vigilancia 2010-2019. La figura muestra diferencias claras entre
subregiones, con temporadas invernales bien definidas en zonas templadas del norte y del sur, y una circulacion
mas prolongada o menos marcada en paises tropicales del Caribe y Centroamérica, reflejando el gradiente
estacional caracteristico del continente

5.3 TRANSMISION
Tanto el VSRh como MPVh se transmiten principalmente por contacto directo con
secreciones respiratorias infectadas, a través de la mucosa nasal, oral o conjuntival. La
transmision también puede ocurrir mediante gotas respiratorias de corto alcance y, en menor
medida, por aerosoles finos (<5 um) o fomites contaminados, donde los virus pueden
permanecer viables durante varias horas. En entornos hospitalarios, los procedimientos que

generan aerosoles (como aspiracion o intubacién) incrementan el riesgo de diseminacion (C.

H. Cheng et al., 2020; Siegel et al., 2007).
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Ambos virus presentan alta transmisibilidad en espacios cerrados, especialmente en
guarderias, escuelas y hogares, y su propagacion se ve favorecida por condiciones
ambientales como la humedad elevada, las bajas temperaturas y el hacinamiento

(Mohammadi et al., 2025).

5.4 PATRON DE CIRCULACION Y LINAJES DETECTADOS

5.4.1 VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO

La dindmica de circulacién del VSRh refleja la interaccion entre la estacionalidad y la
evolucion genética de sus linajes. Historicamente, los genotipos ON1 (subgrupo A) y BA
(subgrupo B) se consolidaron como los dominantes a nivel global desde su emergencia en
2010y 1999, respectivamente, caracterizados por duplicaciones de 72 y 60 nucleodtidos en la
segunda region hipervariable del gen G, lo que favoreci6é su rapida diseminacion y el
reemplazo progresivo de variantes previas (Eshaghi et al., 2012; Trento et al., 2003). Estudios
realizados en Panama entre 2008 y 2012 documentaron la circulacion del genotipo ONI1,
derivada del genotipo GA2 del subgrupo A, junto con la emergencia local de un nuevo
genotipo del subgrupo B (BA14), evidenciando la coexistencia temprana de ambos linajes
dominantes en el pais (Abrego et al., 2017; Trento et al., 2015).

Con la adopcioén de la clasificacion gendmica reciente basada en secuencias completas, los
antiguos genotipos ON1 y BA se redefinen dentro de los denominados linajes descendientes
(Descendant Lineages), clasificados como A.D.1-A.D.5, incluyendo sus subvariantes, para
el subgrupo A, y como B.D.1-B.D.4 para el subgrupo B, del cual se derivan los linajes
secundarios B.D.E.1-B.D.E.4 (Goya et al., 2024). Durante los ultimos afios, los analisis de
vigilancia molecular han evidenciado la co-circulacion de multiples linajes, con un

predominio alternante de los subgrupos A y B seglin la temporada y la region geografica

42



(Tabor et al., 2020; Yu et al., 2019) A nivel mundial, los linajes A.D.1, A.D.3 y A.D.5 se
mantienen como los mas frecuentes dentro del subgrupo A, mientras que B.D.E.1 se ha

consolidado como el linaje predominante del subgrupo B durante 2023-2025 (Iglesias-

Caballero et al., 2023; Rice et al., 2025; Tramuto et al., 2024; Yunker et al., 2024).

54.2 METAPNEUMOVIRUS HUMANO

La vigilancia molecular del MPVh ha mostrado una co-circulacion persistente de los linajes
A y B, con reemplazos graduales y alternancia en su predominio a lo largo del tiempo
(Abrego et al., 2018; Goya et al., 2025; Groen et al., 2023). En Panama, durante 2010-2012,
se identificaron los sublinajes A2a, A2b, B1 y B2, con predominio del A2b, reflejando una
elevada diversidad genética temprana en el pais (Abrego et al., 2018). En afios posteriores a
nivel global, y con la aplicacion de la clasificacion genomica basada en secuencias completas,
se observo una transicion progresiva dentro del linaje A2 hacia variantes que, bajo el nuevo
esquema, corresponden al sublinaje A2.2.2 (Groen et al., 2023). Este grupo se asocia con la
aparicion de cepas portadoras de duplicaciones de 180 y 111 nucleodtidos en el gen G,
inicialmente reportadas en Japon y Espana y posteriormente detectadas en distintas regiones
del mundo (Groen et al., 2023; Pifana et al., 2017; Saikusa et al., 2017). Aunque estas
variantes no se relacionaron con un aumento de virulencia, parecen haber adquirido ventajas
adaptativas que favorecieron su expansion y reemplazo de genotipos previos (Lee et al.,
2025). Actualmente, los sublinajes A2.2.2 (111dup) y B2 constituyen los principales grupos
circulantes a nivel mundial, como se evidencio en los brotes recientes de 2023-2025 en

Taiwan y Estados Unidos (Goya et al., 2025; Lee et al., 2025).
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6. MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad por VSRh varian segun la edad y el estado
inmunitario del paciente, aunque los sintomas iniciales suelen ser similares. En lactantes, la
infeccion comienza con congestion nasal leve a moderada, fiebre baja y tos productiva (Kaler
et al,, 2023). En los primeros dias puede progresar hacia bronquiolitis, neumonia o
laringotraqueitis (Jha et al., 2016), con signos como sibilancias, retracciones costales,
taquipnea y, en menores de seis meses, apnea o dificultad respiratoria (Kaler et al., 2023). En
cuadros mas graves se observan hipoxemia, deshidrataciéon y necesidad de ventilacion
mecanica (Jha et al.,, 2016). Las complicaciones neurologicas (apnea central, letargia,
estrabismo) y las pulmonares (infiltrados, atelectasias, hiperinsuflacion) son comunes en
cuadros severos y pueden dejar secuelas respiratorias a largo plazo, como sibilancias o asma

persistente (Figura 12) (Eisenhut, 2006; Jha et al., 2016).

Figura 12. Hallazgos radioldgicos en bronquiolitis severa por VSRh (Jha et al., 2016). Radiografia de térax en
lactantes que muestra sobreinsuflacion pulmonar, engrosamiento peribronquial bilateral y zonas de atelectasia,
hallazgos propios de infeccion grave por VSR.

En adultos mayores, el cuadro clinico es similar pero con evolucion més grave y compromiso

del tracto respiratorio inferior (Jha et al., 2016). En esta poblacion, el deterioro inmunitario

y la disminucion de la funcion pulmonar aumentan la susceptibilidad a complicaciones como
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neumonia, exacerbaciones de EPOC, insuficiencia cardiaca y crisis asmaticas (Falsey &
Walsh, 2000).

En pacientes inmunocomprometidos, el curso clinico suele iniciar con sintomas del tracto
respiratorio superior y progresar hacia enfermedad del tracto inferior, con elevada morbilidad
y mortalidad; las complicaciones dependen del grado de inmunosupresion, siendo mas graves
en receptores de trasplante de médula dsea (Falsey, 2008; Jha et al., 2016).

De forma similar al VSRh, las manifestaciones clinicas del MPVh son variables y dependen
de la edad y el estado inmunitario del huésped. En nifios pequeios, la infeccion suele iniciar
con fiebre, tos, hipoxia y signos de infeccion de vias respiratorias superiores, pudiendo
progresar hacia bronquiolitis, bronquitis 0 neumonia (Boivin et al., 2003). Las sibilancias son
frecuentes y se asocian con infecciones del tracto respiratorio inferior (Williams et al., 2005),
pudiendo presentarse otitis media en hasta la mitad de los casos pediatricos (Williams et al.,
2005). Al igual que el VSRh, el MPVh puede exacerbar asma en nifios y adultos y agravar
cuadros de EPOC en pacientes con enfermedad pulmonar cronica (Panda et al., 2014).

En adultos jovenes, las reinfecciones generalmente se manifiestan como cuadros leves tipo
resfriado o gripe, mientras que en adultos mayores pueden evolucionar a formas graves con
neumonitis e incluso desenlace fatal (Falsey et al, 2003). En pacientes
inmunocomprometidos, especialmente receptores de trasplante de médula 6sea o de pulmon,
el MPVh puede causar neumonia severa, con alta morbilidad y mortalidad (Panda et al.,
2014).

En resumen, el MPVh ocasiona un espectro clinico semejante al del VSRh, que va desde
infecciones respiratorias leves hasta enfermedad pulmonar grave potencialmente fatal en

lactantes, ancianos e individuos inmunodeprimidos.
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7. FACTORES DE RIESGO PARA INFECCION GRAVE

Los principales factores asociados con la severidad del VSRh y MPVh incluyen variables

demogréficas, clinicas, ambientales y genéticas.

Edad y sexo: los lactantes menores de seis meses representan el grupo mas vulnerable
para ambas infecciones, con el mayor riesgo de desarrollar enfermedad respiratoria
baja grave. En el caso del MPVh, la mayor carga de hospitalizaciones también se
concentra en nifios menores de dos afios. Diversos estudios han sefialado al sexo
masculino como un factor de riesgo adicional asociado a mayor severidad (Hall et al.,
2009; Mohammadi et al., 2025; Simoes, 2003).

Prematuridad y comorbilidades: La prematuridad y las cardiopatias congénitas o
enfermedades pulmonares crénicas aumentan significativamente el riesgo de
hospitalizacion y mortalidad por VSRh, patron similar observado en MPVh, donde
también influyen condiciones neurologicas, metabodlicas (diabetes, obesidad) y
cardiovasculares. En adultos mayores, la inmunosenescencia y las comorbilidades
respiratorias (EPOC, asma) o cardiacas se asocian con mayor severidad
(Bhattacharya et al., 2025; Hall et al., 2009; Mohammadi et al., 2025).
Inmunocompromiso: pacientes con cancer hematologico, infeccion por VIH o
receptores de trasplantes de pulmoén o médula 6sea presentan un riesgo sustancial de
progresion hacia enfermedad respiratoria baja grave y mortalidad elevada,
particularmente en MPVh, donde la linfopenia, el uso de corticoides y las
coinfecciones bacterianas o fungicas agravan el desenlace (Mohammadi et al., 2025).
Factores ambientales y socioecondmicos: La exposicion al humo de tabaco y

determinantes como la malnutricion, el hacinamiento y el acceso limitado a atencion
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médica en contextos de bajos recursos se asocian con mayor riesgo de infeccion grave
y desenlaces adversos (Bhattacharya et al., 2025; Simoes, 2003).

e (Carga viral y coinfecciones: aunque los resultados de distintos estudios son
contradictorios, se ha observado que las infecciones por el subgrupo A tanto en VSRh
como en MPVh pueden presentar cargas virales mas elevadas, sin que ello implique
diferencias significativas en la gravedad clinica. Por otra parte, las coinfecciones
virales, especialmente con influenza, coronavirus estacionales o SARS-CoV-2 y
bacterianas (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus) se asocian a una
mayor severidad clinica, prolongacion de la hospitalizacion y necesidad de soporte
ventilatorio. (McGinley et al., 2022; Moe et al., 2017; Mohammadi et al., 2025).

En contraste, variables como el bajo nivel educativo y la ausencia de lactancia materna no
han mostrado una asociacion consistente con un mayor riesgo de enfermedad grave ni con la

necesidad de hospitalizacion, particularmente en el caso del VSRh (Simoes, 2003).

8. DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

El diagndstico de VSRh y MPVh se basa en métodos de cultivo, deteccion de antigenos y
técnicas moleculares, aunque la Academia Americana de Pediatria (AAP) no recomienda su
uso rutinario para la bronquiolitis, que debe diagnosticarse principalmente por evaluacion
clinica (Ralston et al., 2014). No obstante, la confirmacion de laboratorio permite evitar el
uso innecesario de antibidticos de amplio espectro, aplicar medidas de control de infecciones
y planificar el alta (Jha et al., 2016). El cultivo viral, aunque preciso y util para tipificacion y
estudios de sensibilidad, tiene un tiempo de respuesta prolongado (3-7 dias) y requiere
laboratorios especializados con lineas celulares como HEp-2 para VSRh y LLC-MK2 para

MPVh (Asseri, 2025; Panda et al., 2014). Los métodos de deteccion antigénica, como la
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inmunofluorescencia directa (DFA) o las pruebas rapidas (RADT), ofrecen resultados en
menos de una hora con sensibilidad de 80-90% frente al cultivo, pero su rendimiento
disminuye fuera de la temporada pico y en adultos con baja carga viral (Asseri, 2025; Jha et
al., 2016). Tanto para VSRh como para MPVh, los métodos moleculares, en especial la RT-
PCR y sus variantes en tiempo real, son actualmente las técnicas de referencia por su alta
sensibilidad, rapidez y capacidad para detectar coinfecciones incluso con cargas virales bajas
(Alfano et al., 2024; Jha et al., 2016; Panda et al., 2014). Desde hace una década, los ensayos
multiplex RT-PCR (mRT-PCR) ofrecen una herramienta més sensible y rapida, con valores
de sensibilidad y especificidad cercanos al 100% (Bharaj et al., 2009; Zhang et al., 2015). La
automatizacion y la disponibilidad creciente de pruebas multiplex estan transformando el
diagnostico de ambos virus al permitir la deteccion simultdnea de multiples patdgenos

respiratorios con alta precision (Zhang et al., 2015).

9. ESTRATEGIAS PREVENTIVAS Y TERAPEUTICAS: AVANCES Y
PERSPECTIVAS
9.1 VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO
Los esfuerzos terapéuticos frente al VSRh se han enfocado en el desarrollo de anticuerpos
monoclonales, vacunas y antivirales de molécula pequeia. Aunque estas estrategias han
mostrado avances importantes, persisten desafios relacionados con su eficacia y duracion de
proteccion, lo que hace necesario continuar investigando con datos provenientes de distintas
regiones y poblaciones. A continuacion, se presenta una sintesis de las principales estrategias

preventivas y terapéuticas disponibles o en desarrollo frente al VSRh:
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9.1.1 ANTICUERPOS MONOCLONALES (mAbs)
Los mAbs representan una de las principales herramientas de prevencion frente a las formas
graves de infeccion por VSRh, especialmente en poblaciones de alto riesgo. La proteina de
fusion (F), altamente conservada en VSRh, constituye el blanco fundamental de la respuesta
de anticuerpos neutralizantes que confieren proteccion frente al virus.

9.1.1.1 PALVIZUMAB
El descubrimiento y aprobacion del palivizumab en 1998, representd el primer gran hito
terapéutico en la historia del VSRh (Group, 1998). Este anticuerpo, producido en células de
mieloma murino mediante tecnologia de ADN recombinante, actiia bloqueando la entrada
del virus a las células huésped a través de su actividad de inhibicion de la fusion sobre el sitio
antigénico Il de la proteina F (Figura 4), confiriendo asi una inmunidad pasiva de corta
duraciéon (Harkensee et al., 2006). Su uso profilactico se orientd a neonatos prematuros y
nifios con cardiopatias congénitas o displasia broncopulmonar, reduciendo
significativamente la tasa de hospitalizaciéon (Group, 1998). Sin embargo, las limitaciones
derivadas del alto costo, la necesidad de dosis mensuales y su indicacion restringida,
motivaron el desarrollo de nuevas estrategias de inmunoprofilaxis de larga duracion
(Carbonell-Estrany et al., 2025).

9.1.1.2 MOTAVIZUMAB
Motavizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de segunda generacion, derivado de
palivizumab (Cingoz, 2009), disefiado para mejorar su potencia y duracion. Al igual que su
predecesor, se une al sitio antigénico Il de la proteina F (Figura 4). Motavizumab difiere de
palivizumab en 13 residuos de aminoacidos, presentando una capacidad neutralizante
considerablemente mayor (Mejias et al., 2005). En modelos experimentales, demostro

reducir los titulos virales pulmonares entre 50 y 100 veces mas que su predecesor (O’Brien
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etal., 2015). A partir de este anticuerpo, se desarrolld una nueva variante denominada MEDI-
557, mediante la sustitucion de tres aminoacidos (M252Y/S254T/T256E) en la region Fc, lo
que prolong6 su vida media sérica aproximadamente cuatro veces respecto a motavizumab
(Dall’ Acqua et al., 2006).
Entre 2004 y 2010, ocho ensayos clinicos evaluaron la eficacia y seguridad de motavizumab,
principalmente en lactantes sanos o de alto riesgo (Sevendal et al., 2024). Aunque mostrd
una reduccion significativa de hospitalizaciones en algunos estudios, en general no evidencid
una mejora clinica sustancial frente a palivizumab, motivo por el cual no fue aprobado por la
FDA (Sevendal et al., 2024).

10.1.1.3 NIRSEVIMAB
Nirsevimab fue desarrollado a partir del anticuerpo parental MEDIS897*, optimizado
mediante la incorporacion de la mutacion YTE en la region Fe para prolongar su vida media
sérica y mejorar su estabilidad (Zhu et al., 2017). Este anticuerpo monoclonal de nueva
generacion se une con alta especificidad al sitio antigénico @ (Figura 4), ubicado en el apice
de la proteina F en su conformacion pre-F, region critica para el proceso de fusion del virus
con la célula huésped, lo que le confiere una potente capacidad neutralizante frente a los
subgrupos A y B de VSRh (Zhu et al., 2017). Como resultado de estas modificaciones
estructurales, nirsevimab alcanza una vida media sérica prolongada (85-117 dias),
aproximadamente tres veces mayor que la de palivizumab (Griffin et al., 2017).
En los ensayos clinicos, una tunica dosis de nirsevimab redujo significativamente la
incidencia de infecciones del tracto respiratorio inferior y las hospitalizaciones asociadas al
VSRh durante un periodo de 150 dias, equivalente a una temporada epidémica completa. El
farmaco mostr6 un perfil de seguridad favorable, sin reportes de reacciones alérgicas

relevantes, y demostr6 alta eficacia tanto frente al subgrupo A como al subgrupo B del virus
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(Griffin et al., 2020). Una ventaja importante frente a palivizumab es que requiere una sola
dosis por temporada, en lugar de cinco aplicaciones mensuales, lo que reduce
significativamente los costos y simplifica su administracion.
Nirsevimab fue aprobado recientemente por la FDA, consoliddndose como una de las
principales estrategias de inmunoprofilaxis pasiva de larga duracion frente al VSRh (Jones,
2023).

9.1.1.4 CLESROVIMAB (MK-1654)
Clesrovimab es derivado del anticuerpo monoclonal parental RB1* (Tang et al., 2019),
también cuenta con la mutacion YTE (Dall’ Acqua et al., 2006), localizadas en la region Fc.
Clesrovimab se une al sitio antigénico IV de la proteina de fusion (F) (Figura 4) (Tang et al.,
2019), el cual difiere de los sitios de union de los anticuerpos palivizumab/motavizumab
(sitio IT) y nirsevimab (sitio ). El sitio IV esta presente tanto en la conformacién pre-F como
en la post-F de la proteina F, mientras que el sitio @ solo se encuentra en la conformacion
pre-F (Graham, 2017).
La disponibilidad de anticuerpos frente al VSRh que reconocen diferentes epitopos de union
podria contribuir a reducir el riesgo de resistencia viral. Los estudios de vigilancia han
demostrado que el sitio IV se encuentra altamente conservado (Hause et al., 2017; Mas et al.,
2018), lo que lo convierte en un objetivo profilactico atractivo, ya que dicha conservacion
disminuye el potencial de escape viral. Un andlisis de més de 15,000 secuencias de los
subgrupos A y B del VSRh depositadas en GenBank mostrd que el epitopo de uniéon de
clesrovimab se mantiene con una identidad del 99.8% (Fridman et al., 2025)
Los ensayos clinicos realizados entre 2017 y 2022 confirmaron que clesrovimab presenta un

perfil de seguridad favorable, sin diferencias significativas en la incidencia de eventos
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adversos frente al placebo. Aunque no mostré una eficacia profilactica superior, su desarrollo
clinico continta en fase 3, con resultados previstos para 2026 (Sevendal et al., 2024).
9.1.1.5 ANTICUERPOS DE NUEVA GENERACION
DESCONTINUADOS
Entre 2014 y 2018, el anticuerpo monoclonal Gontivimab (ALX-0171%*), dirigido contra el
sitio II de la proteina F, demostr6 una potente actividad neutralizante in vitro, superior a la
de palivizumab (Detalle et al., 2016). En tres ensayos clinicos controlados con placebo en
lactantes hospitalizados con infeccidn respiratoria baja, la administracion inhalada durante
tres dias consecutivos redujo significativamente la carga viral y el tiempo para alcanzar
niveles indetectables, sin embargo, no se observaron mejoras clinicas relevantes, por lo que
su desarrollo se interrumpid tras la fase 2 (Sevendal et al., 2024).
De forma similar, Suptavumab (REGN-2222%*), un anticuerpo dirigido al sitio antigénico V
de la proteina F (Figura 4), mostré mayor potencia neutralizante que palivizumab en modelos
in vitro y animales (Chintha et al., 2014). Sin embargo, no demostro eficacia profilactica en
un ensayo fase 3 en lactantes prematuros, y la aparicion de mutaciones de escape en cepas

del subgrupo B llevo a la suspension de su desarrollo clinico (Simdes et al., 2021).

9.1.2 VACUNAS
Paralelamente al desarrollo de nuevos mAbs, también se retomo el desarrollo vacunal con un
enfoque racional, impulsado por los avances en el disefio de inmundgenos y en las
plataformas de administracion (Alandijany & Qashqari, 2025). El aprovechamiento de la
estructura de la proteina F en su conformacion pre-F, la forma maés inmunogénica del
antigeno, permitio el disefio de vacunas capaces de inducir potentes respuestas neutralizantes

en la mucosa respiratoria, superando una de las principales limitaciones historicas: la baja
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inmunidad protectora conferida por la infeccion natural por VSRh en adultos sanos (Yamin
et al., 2016).
Estos avances tecnologicos culminaron con la aprobacion por parte de la FDA de maltiples
vacunas contra el VSRh, marcando un hito en la prevencion de la enfermedad. Entre ellas
destacan Arexvy® (GlaxoSmithKline), Abrysvo® (Pfizer) y mResvia® (Moderna),
autorizadas recientemente para su uso en adultos mayores y, en el caso de Abrysvo®, también
para inmunizacién materna (Alandijany & Qashqari, 2025; Alfano et al., 2024; FDA, 2024a).
A continuacion, se describen las principales plataformas vacunales actualmente en
evaluacion para la prevencion del VSRh, incluyendo vacunas vivas atenuadas, de
subunidades proteicas y de ARNm:

9.1.2.1 VACUNAS VIVAS ATENUADAS
En nifios y lactantes, las vacunas vivas atenuadas ofrecen ventajas sobre las no replicantes,
ya que la inmunizacion intranasal puede generar una respuesta inmune local y sistémica
capaz de bloquear la infeccion respiratoria. Diversos candidatos desarrollados mediante
adaptacion al frio, mutagénesis quimica o ingenieria genética han mostrado resultados
prometedores en ensayos clinicos (Jorquera et al., 2013). Entre ellos destacan los prototipos
desarrollados por el NIAID/NIH, en colaboracion con Sanofi (actualmente en fase 3) y
Codagenix (en fase 1), que utilizan cepas atenuadas por deleciones en genes no estructurales
para inducir inmunidad protectora sin provocar enfermedad (PATH, 2025).

9.1.2.2 VACUNAS DE SUBUNIDADES PROTEICAS

Las vacunas basadas en proteinas purificadas o fragmentos peptidicos del VSRh se
caracterizan por su seguridad y alta inmunogenicidad, especialmente en poblaciones de
riesgo como adultos mayores e individuos inmunocomprometidos (Vartak & Sucheck, 2016).

Las formulaciones mas avanzadas utilizan la proteina F estabilizada en su forma pre-F,
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responsable de inducir una potente respuesta neutralizante (McLellan, Chen, Joyce, et al.,
2013). Entre ellas destacan Arexvy® (GSK) y Abrysvo® (Pfizer), ambas aprobadas por la
FDA en 2023. Arexvy® combina la proteina F pre-F con el adyuvante ASO1E, mientras que
Abrysvo® es una vacuna bivalente indicada para adultos mayores y vacunacién materna, con
eficacia demostrada en la prevencion de hospitalizaciones neonatales (Sun et al., 2024).
Ademas, otros candidatos en desarrollo avanzado, como los de Clover Biopharma, Daiichi
Sankyo, Maxvax y Advaccine Biotechnology, exploran el uso de las proteinas F o G del
VSRh como antigenos principales, asi como plataformas basadas en particulas o
nanoparticulas virales, con resultados preliminares alentadores en fases clinicas intermedias
(PATH, 2025).
9.1.2.3 VACUNAS mRNA

Las vacunas de ARN mensajero constituyen un hito reciente en la inmunizacion moderna
(Pardi et al., 2018). Tras décadas de investigacion, los avances en la estabilizacion del ARN,
el uso de nucledtidos modificados y nanoparticulas lipidicas (LNPs) permitieron desarrollar
una plataforma segura y adaptable (Gote et al., 2023; Martinon et al., 1993). Su eficacia se
demostré durante la pandemia de COVID-19 con las vacunas Comirnaty® (Pfizer-
BioNTech) y Spikevax® (Moderna), consolidando la tecnologia mRNA como base para
nuevas vacunas profilacticas (Gote et al., 2023).

Tras el éxito de esta plataforma frente a SARS-CoV-2, la tecnologia mRNA se ha extendido
al desarrollo de vacunas contra el VSRh. El candidato mRNA-1345 de Moderna,
recientemente aprobado como mResvia™, codifica la proteina F del VSRh en su
conformacion de pre-F, lo que induce una respuesta robusta de anticuerpos neutralizantes
altamente protectores (Gote et al., 2023). Los ensayos clinicos de fase 3 en adultos mayores

demostraron una eficacia del 55-58 % en la prevencion de infeccion confirmada por VSRh'y
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una respuesta inmunogénica sostenida hasta 12 meses, con un perfil de seguridad comparable
al de las vacunas proteicas subunitarias Arexvy® (GSK) y Abrysvo® (Pfizer) (Alandijany &
Qashgqari, 2025). Estos resultados posicionan a las vacunas de ARN mensajero como una
estrategia prometedora para la prevencion del VSRh y otras infecciones respiratorias

emergentes.

9.1.3 ANTIVIRALES
Actualmente, la ribavirina es el unico antiviral aprobado por la FDA contra el VSRh. Sin
embargo, su eficacia limitada, toxicidad y el requerimiento de equipos especiales para
administrarla restringen su uso (Ohmit et al., 1996). A pesar de décadas de investigacion y
miles de compuestos evaluados, no se dispone alin de antivirales realmente efectivos. Las
lineas actuales de desarrollo buscan nuevos blancos terapéuticos e inhibidores que interfieran
con proteinas virales o con factores del hospedero esenciales para la replicacion, una
estrategia que podria conducir a tratamientos mas eficaces contra el VSRh (Sun et al., 2024).
En la tabla I se resumen los principales antivirales en investigacion contra el VSR,
incluyendo sus mecanismos de accion, fase de desarrollo clinico y observaciones sobre

eficacia y seguridad reportadas en estudios recientes:

Tabla I. Resumen de antivirales en desarrollo contra el VSRh

Antiviral Mecanismo de accion T1p9 de F,as.e Observaciones | Referencia
molécula clinica
Unico antiviral
o Al}alqgo de 1,1ucle{051d0 Pequefia Aprobado aprobz'ldo por la (Sun et al.,
Ribavirina (inhibe la sintesis de molécula (uso FDA,; eficacia 2024)
ARN viral) limitado) | limitada y alta
toxicidad.
Disminuye (Sevendal
1 2 0
EDP-938 Nuc.leo.pr-otema Peq}lena Fase IIb - >90 A) la carga et al,,
(inhibidor molécula viral en 2024; Sun
(Enanta) . En curso
post-replicacion) oral modelos etal.,
animales; buena 2024)
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tolerancia y PK
favorable.

AKO0529/
Ziresovir
(ArkBio)

Proteina F (inhibidor
de fusion)

Pequena
molécula
oral

Fase III -
En curso

Reduce carga
viral y duracioén
de sintomas en

lactantes.

(Sevendal
et al.,
2024)

MCC950

Inflamasoma NLRP3
(modulador inmune)

Pequena
molécula

Preclinico

Reduce
inflamacion
pulmonar y

citocinas
(IL-1B, IL-33,
CCL2) en
modelos
murinos.

(Sun et al.,
2024)

A3E/
Cyclopamina
/ CPM

Inclusiones virales
(condensate-hardening)

Esteroide
modificado

Preclinico

Endurece
condensados
citoplasmaticos;
inhibe
replicacion y
reduce
inflamacion en
raton.

(Sun et al.,
2024)

Tricostatina
A (TSA)/
SAHA

Inhibidor de histona
desacetilasa (HDAC)

Pequena
molécula

Preclinico

Limita
replicacion del
VRS via
activacion de
IFN tipo [;
disminuye dafio
tisular.

(Sun et al.,
2024)

A pesar de los avances recientes, varios candidatos antivirales fueron descontinuados tras

mostrar eficacia limitada o efectos adversos en fases clinicas. Entre ellos destacan Presatovir

(GS-5806) y Rilematovir (JNJ-53718678), ambos inhibidores de la proteina F que no

lograron reducir la carga viral en pacientes hospitalizados; Lumicitabine (ALS-8176),

retirado por toxicidad hematologica y hepatica; ALN-RSVO01, un ARN de interferencia que

no demostré beneficio clinico significativo; y PC786, un inhibidor inhalado de la polimerasa

L cuyo desarrollo fue suspendido tras completar estudios de fase II sin resultados

concluyentes (Sevendal et al., 2024; Sun et al., 2024).
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9.2 METAPNEUMOVIRUS HUMANO
Actualmente no existen vacunas ni terapias antivirales aprobadas contra el MPVh. Las
principales lineas de investigacion incluyen anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteina
F, vacunas experimentales basadas en plataformas recombinantes o de ARN mensajero y
antivirales de molécula pequefia con actividad in vitro (Garg et al., 2025; Principi et al.,
2025). Aunque algunos candidatos han mostrado resultados prometedores en modelos
preclinicos, ninguno ha avanzado a fases clinicas avanzadas, lo que evidencia la necesidad
de continuar desarrollando estrategias preventivas y terapéuticas mas eficaces (Principi et al.,
2025). A continuacion, se presenta una sintesis de las principales estrategias preventivas y

terapéuticas actualmente en desarrollo frente al MPVh:

9.2.1 ANTICUERPOS MONOCLONALES (mAbs)
Similar al VSRh, los mAbs representan una de las estrategias mas prometedoras para la
prevencion y el tratamiento de las infecciones por MPVh (Guo et al., 2023). La proteina F de
ambos virus comparte una identidad de secuencia del 33-36 % y una elevada conservacion
estructural tridimensional, especialmente en los dominios funcionales y en los epitopos de
los sitios IIT y IV (Mas et al., 2018). Estas similitudes, junto con la eficacia demostrada de
los mAbs frente a la proteina F del VSRh (Sun et al., 2024), han impulsado el desarrollo de
anticuerpos dirigidos a epitopos conservados del MPVh, predominantemente en los sitios 111
y IV, donde se concentra mas del 50 % de los mAbs neutralizantes de alta potencia descritos
hasta la fecha (Guo et al., 2023). Este enfoque busca generar mAbs con actividad de
neutralizacion cruzada frente a distintos pneumovirus, lo que constituye una estrategia
prometedora para el control de infecciones respiratorias por virus relacionados (Guo et al.,

2023).
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9.2.1.1 MPES
MPES es un anticuerpo monoclonal humano que reconoce la conformacion pre-F de la
proteina F en el sitio antigénico III (Figura 4), compartido por MPVh y VSRh. Presenta una
potente actividad neutralizante in vitro y proteccion completa en modelos animales frente a
ambos virus (Corti et al., 2013). Actualmente se encuentra en fase preclinica, y su capacidad
de unién a una region altamente conservada lo convierte en un modelo de referencia para el
desarrollo de futuros mAbs multivalentes (Principi et al., 2025).

9.2.1.2 54G10
54G10 se une a la proteina F del MPVh, especificamente al sitio antigénico IV (Figura 4),
mostrando afinidad subnanomolar y fuerte actividad neutralizante en modelos de raton
BALB/c y ratas algodoneras (Schuster et al., 2015). Su potencial de neutralizacion cruzada
frente a MPVh y VSRh lo posiciona como un candidato prometedor, aunque su desarrollo
permanece en fase preclinica (Principi et al., 2025).

9.2.1.3 ADI-61026 Y OTROS ANTICUERPOS EN DESARROLLO
Entre los candidatos mas recientes destacan ADI-61026, dirigido al sitio @, ADI-61104
(sitios I y IIT) y ADI-61556 (sitios II y III), todos con elevada actividad neutralizante en
modelos animales y reduccion significativa de los titulos virales pulmonares (Rappazzo et
al., 2022). Solo ADI-61026 y ADI-61556 lograron reducir también la carga viral nasal, lo
que sugiere diferencias en su aplicabilidad profilactica o terapéutica. Estos anticuerpos
contintan en fase preclinica (Principi et al., 2025; Rappazzo et al., 2022).
Otros anticuerpos de interés incluyen Ds7 y ADI-61104, ambos dirigidos al sitio antigénico
I y con potente capacidad de neutralizacion frente al MPVh (Bar-Peled et al., 2019; Wen et
al.,2012). Asimismo, 25P13 se une al sitio III, mostrando actividad de neutralizacion cruzada

frente a VSRh y MPVh. De forma més reciente, los anticuerpos MPV467 y M4B06, que
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interactan con los sitios I1 y V y con la forma post-F de la proteina F, respectivamente, han
demostrado una fuerte actividad neutralizante en modelos animales (Banerjee et al., 2022;
Xiao et al., 2022). Todos estos candidatos permanecen en fase preclinica, sin que ninguno
haya avanzado aun a estudios clinicos en humanos (Principi et al., 2025).

A diferencia del VSRh, cuyos mAbs mas eficaces se dirigen a epitopos exclusivos de la
conformacion pre-F (sitios @ y V), en MPVh los epitopos mas conservados y funcionalmente
estables se localizan en los sitios III y IV (Guo et al., 2023; Principi et al., 2025). Esta
caracteristica respalda el desarrollo futuro de anticuerpos humanizados con alta afinidad por
regiones conservadas, neutralizacion cruzada entre subgrupos y vida media prolongada,
buscando alcanzar el impacto clinico obtenido con los anticuerpos de nueva generacion frente

diferentes pneumovirus (Sevendal et al., 2024).

9.2.2 VACUNAS
El desarrollo de vacunas frente al MPVh ha transitado un camino paralelo al del VSRAh,
pasando de los enfoques iniciales con formulaciones inactivadas hacia plataformas mas
modernas que buscan inducir respuestas inmunes seguras y duraderas. Dada su estrecha
relacion genética y estructural con otros pneumovirus, se han considerado estrategias de
inmunizacion combinada que podrian conferir proteccion cruzada dentro de este grupo viral
(PATH, 2025; Russell et al., 2018).
9.2.2.1 VACUNAS VIVAS ATENUADAS

Las vacunas vivas atenuadas frente al MPVh han mostrado resultados variables (Principi et
al., 2025). Aunque no son recomendables en personas inmunocomprometidas por el riesgo
de reversion a la virulencia, en nifios sanos pueden inducir una respuesta inmune sélida y

equilibrada sin necesidad de adyuvantes ni riesgo de vaccine-associated immune
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enhancement (Anderson et al., 2013; Kim et al., 1969). Los primeros candidatos, obtenidos
mediante pasajes seriados en cultivo, mostraron escasa inmunogenicidad en humanos,
posiblemente debido al efecto modulador de la proteina G y otras proteinas
inmunomoduladoras (Herfst et al., 2008). Posteriormente, se desarrollaron versiones
recombinantes con reemplazo de los genes P o N por homoélogos de metapneumovirus aviar,
que evidenciaron buena inmunogenicidad en modelos animales, aunque una respuesta
insuficiente en lactantes seronegativos durante un ensayo fase 1 (NCT01255410) (Karron et
al., 2018; Pham et al., 2005). Entre los candidatos mas prometedores destaca Metavac®,
vacuna bivalente viva atenuada que incorpora el gen F del VSRh sobre un contexto de MPVh
y confiere proteccion cruzada frente a ambos virus; su ensayo clinico fase 1 esta programado
para 2026 (Vaxxel, 2024). Asimismo, se han explorado vacunas quiméricas basadas en
vectores virales como BPIV3, PIV5, NDV o SeV, con resultados alentadores en animales,
aunque aun sin estudios clinicos en humanos (Ogonczyk Makowska et al., 2020).
9.2.2.2 VACUNAS DE SUBUNIDADES PROTEICAS

En paralelo al desarrollo de vacunas frente al VSRh, se han creado diversos candidatos de
subunidades dirigidos al MPVh, con la proteina de fusion (F) como principal objetivo
inmundgeno (Principi et al., 2025). Para potenciar la respuesta inmune y minimizar los
riesgos de reactogenicidad, se han probado distintas formulaciones, entre ellas fragmentos
proteicos purificados, particulas similares a virus (VLPs), LNPs y proteinas combinadas con
adyuvantes. Las VLPs son estructuras de escala nanométrica que exhiben antigenos virales
en su conformacion nativa, sin poseer material genético infeccioso (Tariq et al., 2022).
Entre los prototipos mds avanzados figura IVX-A12, una vacuna bivalente de subunidades
que incorpora los trimeros pre-F de RSV y MPVh formulados en dos VLPs. En un ensayo

clinico fase 1 (NCT05664334) con adultos sanos de 60-75 afios, esta vacuna generd
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respuestas humorales robustas frente a ambos virus sin eventos adversos significativos. A los
28 dias, los titulos de anticuerpos neutralizantes se incrementaron 3-4 veces para RSVh y 4-
5 veces para MPVh, manteniéndose elevados por al menos 12 meses (Shapiro et al., 2025).
Dichos resultados se confirmaron posteriormente en un ensayo fase 2, y el candidato ha sido
calificado como preparado para fase 3, tras recibir la designacion Fast Track de la FDA
(Icosavax, 2023; PATH, 2025). No obstante, no se han realizado atin estudios en poblacién
pediatrica.

Otro candidato prometedor es VXB-241, una vacuna combinada RSV/MPVh que utiliza una
tecnologia de “molecular clamp” para estabilizar las proteinas F en su conformacion pre-F
(Wijesundara et al., 2020). Se prevé la ejecucion de un ensayo multicéntrico fase 1 en adultos
mayores, con una fase inicial en adultos jovenes (NCT06556147) (Principi et al., 2025).
Ademas, un candidato experimental compuesto por trimeros de F en conformacion pre-F
disefiados mediante inteligencia artificial ha demostrado notable actividad de neutralizacion
cruzada y proteccion casi completa frente al desafio con MPVh en modelos de rata
algodonera (Bakkers et al., 2024).

9.2.2.3 VACUNAS mRNA

El desarrollo de vacunas de ARNm frente al MPVh se ha centrado en plataformas capaces
de codificar multiples antigenos y generar proteccion combinada frente a distintos virus
respiratorios (Principi et al., 2025). Uno de los principales candidatos, mRNA-1365, expresa
las proteinas F del VSRh y del MPVh (en su conformacién pre-F); sin embargo, su ensayo
clinico en lactantes (NCT05743881) fue suspendido tras detectarse episodios de enfermedad
respiratoria severa, similares a los observados con la vacuna mRNA-1345, lo que llevo a

pausar temporalmente los programas de desarrollo basados en esta plataforma (FDA, 2024b).
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En contraste, mRNA-1653, que combina antigenos del MPVh y del virus parainfluenza tipo
3 (PIV3), ha mostrado resultados alentadores. Fue seguro e inmunogénico en adultos (August
et al., 2022) y, en un ensayo fase 1b (NCT03392389) en nifios de 12 a 59 meses, aumento
significativamente los titulos de anticuerpos neutralizantes frente a ambos virus tras una sola
dosis, apoyando la posibilidad de un esquema de inmunizacién unica (Schnyder Ghamloush
et al., 2024).

Otros candidatos formulados con LNPs, dirigidos exclusivamente al MPVh o combinando
MPVh/VSRh, se encuentran actualmente en fases clinicas avanzadas (NCT06237296)

(Sanofi, 2025).

9.2.3 ANTIVIRALES

A la fecha, no existen antivirales aprobados especificamente para el tratamiento del MPVh
(Principi et al., 2025). Los primeros esfuerzos se centraron en reutilizar firmacos empleados
contra otros virus respiratorios, particularmente ribavirina, que mostré actividad en estudios
in vitro y en modelos animales, aunque su uso clinico se limita a reportes aislados con
resultados variables en pacientes inmunocomprometidos (Bonney et al., 2009; Shachor-
Meyouhas et al., 2011).

En la tabla II se resumen los principales antivirales en investigacion contra el MPVh,
incluyendo sus mecanismos de accion, tipo de molécula, fase de desarrollo clinico y

observaciones relevantes sobre eficacia y seguridad reportadas en estudios recientes:
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Tabla II. Resumen de antivirales en desarrollo contra el MPVh

Antiviral Mecanismo de Tipo de Fase Observaciones | Referencias
accion molécula clinica
Ribavirina Inhibe la ARN | Pequeia Reportes | Actividad (Bonney et
polimerasa molécula de caso preclinica; al., 2009;
eficacia clinica | Garg et al.,
limitada 2025)
Interferones | Inducen estado | Bioldgicos Preclinico | Efecto (Acharya &
(IFN-a/B, antiviral recombinantes inhibitorio Byrareddy,
IFN-A) experimental; | 2025)
sin ensayos
clinicos
Favipiravir | Analogo de Pequefia Preclinico | Proteccionen | (S.C. Wen &
purina molécula hamsters; sin Williams,
datos en 2015)
humanos
Probenecid | Inhibe Pequefia Temprana | Actividad (Principi et
transportadores | molécula (COVID- | amplia; sin al., 2025)
del hospedero 19) estudios en
MPVH
ALVRI106 Linfocitos T Terapia Fase 1/2 | Seguroy (Nikiforow
especificos celular reduce carga et al., 2024)
viral

A pesar del amplio espectro de compuestos evaluados, la mayoria no ha progresado mas alla

de la fase preclinica debido a eficacia limitada, inestabilidad, toxicidad o dificultades de

administracioén. Entre ellos destacan NMSO3, DAS181, péptidos de fusion derivados de la

proteina F, heparinas modificadas y polisacaridos sulfatados, asi como polimeros N-

sulfonados (Principi et al., 2025). Aunque demostraron actividad robusta in vitro y en

modelos animales, ninguno ha sido evaluado en ensayos clinicos especificos para MPVh.

Actualmente, la unica terapia en desarrollo clinico con resultados preliminares positivos es

ALVRI106, un enfoque inmunocelular dirigido a virus respiratorios en huéspedes

inmunocomprometidos (Nikiforow et al., 2024).
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9.3 SUSTITUCIONES AMINOACIDICAS DE RELEVANCIA
TERAPEUTICA

La marcada variabilidad de la proteina G dificulta la generacion de anticuerpos neutralizantes
de amplio espectro, mientras que la proteina F es considerablemente mas conservada entre
los subgrupos A y B, con mas del 90 % de identidad aminoacidica, lo que la convierte en el
principal objetivo para el disefio de vacunas y mAbs (Liljeroos et al., 2013; McLellan, Chen,
Leung, et al., 2013). La vigilancia molecular ha identificado mutaciones relevantes en los
sitios antigénicos de la F en ambos subgrupos (Duan et al., 2024). En VSRh A, estas
sustituciones suelen ser de baja frecuencia (Ahani et al., 2023), mientras que en VSRh B
aparecen con mayor regularidad y pueden modificar la antigenicidad y favorecer la evasion
inmune (Anderson et al., 2013). Entre 2015 y 2021, el andlisis de los sitios de uniéon de
nirsevimab mostr6 ausencia de mutaciones en VSRh A y una frecuencia del 12% en VSRh
B, destacando las mutaciones dobles 1206M y Q209R (Ahani et al., 2023; Wilkins et al.,
2023). Otras mutaciones repetidamente reportadas en VSRh B incluyen R42K, 164T, L172Q,
S173L, S190N, K191R, S211N y S389P, mientras que en VSRh A se observan variantes
como [57V, K68N, T122A, L204S/1, S276N, L3811, P389S y la doble A103T-T122A (Goya,
Sereewit, et al., 2023; Tabor et al., 2020; Wilkins et al., 2023). Durante la cocirculacion con
COVID-19 se registro un aumento en S190N, S211N y S389P, seguido de R42K (Mazela et
al., 2024). En cuanto a clesrovimab, estudios recientes indican que el sitio IV de la proteina
F presenta una variabilidad muy baja en las cepas circulantes. En VSRh A se ha descrito la
sustitucion G446E, reconocida como una variante asociada a resistencia (Tang et al., 2019),
junto con K433M, cuyo impacto en la neutralizacién permanece incierto. En VSRh B se han
reportado ademas las sustituciones 1432T, K445Q y V450I/F, todas con efecto aiin no

determinado sobre la actividad de clesrovimab (Wetzke et al., 2025).
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Diversos estudios han demostrado que ciertos cambios en epitopos de la proteina F afectan
la actividad neutralizante de mAbs (Ahani et al., 2023; Simoes et al., 2021; Wilkins et al.,
2023). Por ejemplo, S211N mantiene sensibilidad a nirsevimab, mientras que K68E en VSRh
A y K68Q y N201T en VSRh B reducen su capacidad neutralizante (Ahani et al., 2023;
Wilkins et al., 2023). Mutaciones como K272E y S275F confieren resistencia completa a
palivizumab (Jo et al., 2021), mientras que L258E/K, N262D y S275H/R producen distintos
grados de escape; en contraste, N276S, ampliamente distribuida, no afecta la respuesta a este
anticuerpo (Jallow et al., 2023; Zhu et al., 2012). Ademas, las sustituciones L172Q y S173L
en VSRh B confieren resistencia a suptavumab, lo que contribuyé al fracaso del ensayo
clinico fase III de este anticuerpo (Simdes et al., 2021). Estos hallazgos subrayan la necesidad
de mantener una vigilancia genética continua de la proteina F y de monitorear mutaciones
que puedan comprometer la eficacia de vacunas y mAbs.

Por otra parte, en el MPVh se han descrito muy pocas sustituciones en la proteina F con
implicaciones terapéuticas. A diferencia de VSRh, no se han identificado mutantes de escape
frente a anticuerpos ampliamente neutralizantes como MPES, lo que sugiere que los cambios
que comprometerian su unidén son poco tolerados por el virus y podrian afectar su aptitud
viral (Corti et al., 2013). No obstante, bajo presion de anticuerpos se ha documentado la
sustitucion Q434H como variante de escape frente al monoclonal 54G10; de forma
interesante, esta sustitucion no disminuye la afinidad de unién del anticuerpo, lo que apunta
a alteraciones conformacionales de la proteina F como posible mecanismo de evasion
(Kinder, 2020). Fuera de este hallazgo puntual, la evidencia disponible indica que la proteina
F de MPVh mantiene una alta estabilidad genética, con ausencia de mutaciones recurrentes
que comprometan la accidon de las terapias basadas en anticuerpos, aunque la deteccion de

variantes aisladas como Q434H refuerza la necesidad de continuar la vigilancia molecular.
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10. SITUACION ACTUAL EN PANAMA Y BRECHA DE CONOCIMIENTO

En Panamad, el VSRh y el MPVh presentan un patron de transmision sostenida en un contexto
tropical, con circulacion persistente a lo largo del afio y aumentos estacionales durante el
periodo lluvioso, lo que ha consolidado su relevancia como agentes etiologicos de infeccion
respiratoria aguda en poblacion pediatrica (Couto et al., 2025; Séez-Llorens et al., 2025). En
particular, el VSRh constituye la principal causa de infeccion respiratoria en lactantes en el
pais, con una incidencia estimada de 21 episodios por 100 personas-afio y la mayor tasa de
hospitalizacion entre los virus respiratorios detectados. Por su parte, el MPVh presenta una
incidencia menor, cercana a 9 episodios por 100 personas-afio, aunque con una contribucion
relevante a los casos hospitalizados (Azziz-Baumgartner, Duca, Gonzalez, et al., 2022). Estos
datos refuerzan la importancia de ambos virus como problemas prioritarios de salud publica
en el contexto nacional.

En este marco epidemioldgico, los estudios previos realizados en el pais aportaron
informacion relevante sobre la diversidad molecular de ambos virus, describiendo genotipos
circulantes y su variabilidad temporal bajo esquemas de clasificacion antiguos (Abrego et al.,
2017,2018; Trento et al., 2015). No obstante, dichas caracterizaciones se basaron en regiones
parciales del genoma, principalmente la region hipervariable del gen G en VSRh y genes
estructurales en MPVh, lo que limita la resolucion evolutiva frente a los estandares actuales
sustentados en genomas completos y en la clasificacion filogendémica internacional vigente.
Actualmente, Panamé no dispone de series temporales extensas de genomas completos que
permitan evaluar con precision la circulacion contemporanea, los patrones de reemplazo y la
dindmica filodindmica de ambos virus bajo la nomenclatura actual. Esta brecha adquiere
especial relevancia para VSRh en un escenario nacional marcado por la reciente

implementacion de estrategias de vacunacion (MINSA, 2025) y por el uso emergente de
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anticuerpos monoclonales de accion prolongada recientemente aprobados, dado que la
ausencia de datos gendémicos contemporaneos impide establecer una linea basal pre-
intervencion que permita evaluar, en el futuro, posibles cambios epidemioldgicos y
evolutivos en los linajes circulantes. Asimismo, en Panama y en la region no se dispone de
evidencia funcional local que evaltie el desempefio de cepas circulantes frente a los
anticuerpos monoclonales aprobados, lo que limita la generacion de informacion
contextualizada sobre su potencial eficacia frente a la diversidad genética actualmente
presente.

De manera similar, aunque aun no existan intervenciones inmunoprofilacticas aprobadas
contra MPVh, la falta de vigilancia genomica integral restringe la comprension de su
evolucion reciente y de su comportamiento epidemioldgico en el pais.

En este contexto, y considerando el cambio de paradigma global hacia la vigilancia basada
en genomas completos, resulta necesario fortalecer la vigilancia molecular en Panama
mediante la generacion y analisis sistematico de genomas completos. Este enfoque permitira
integrar la epidemiologia molecular nacional a los estdndares filogenomicos internacionales
y aportar evidencia de referencia tanto para el pais como para la regién. Sobre esta base se

sustenta el planteamiento de la presente investigacion.
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HIPOTESIS

El analisis gendomico de VSRh y MPVh en Panama evidencia diversidad y reemplazo de

linajes, siguiendo patrones evolutivos comparables a los descritos en otras regiones, mientras

que las dianas esenciales para vacunas y tratamientos se mantienen conservadas, sin indicios

de variantes con posible escape funcional.

OBJETIVOS GENERAL

Analizar la dindmica evolutiva del Virus Sincitial Respiratorio humano (VSRh) y

Metapneumovirus humano (MPVh) circulantes en Panama entre los afios 2006 y 2024, y sus

posibles implicaciones en vacunas y tratamientos en desarrollo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Implementar la secuenciacion NGS y obtener genomas completos a fin de establecer
un método de vigilancia gendémica continua para estos virus en Panama.

Realizar intentos de aislamiento de VSRh y MPVh en cultivos celulares a fin de
mejorar la eficiencia y calidad de la secuenciacion.

Evaluar posibles cambios asociados a escape inmunologico y terapéutico a través de
andlisis gendmicos del VSRh y MPVh.

Comparar la dindmica evolutiva y transmisiéon de VSRh y MPVh en el tiempo con
diferentes cepas reportadas a nivel mundial.

Evaluar antigénicamente la proteina F de VSR circulantes en Panama entre los afios

2009 y 2023 a través de ensayos con anticuerpos monoclonales.
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CAPITULO I

DINAMICA EVOLUTIVA Y CARACTERIZACION GENOMICA DEL VSRh EN
PANAMA (2006-2024): CLASIFICACION FILOGENOMICA Y EVALUACION DE

LA CONSERVACION ANTIGENICA FRENTE A ANTICUERPOS ANTI-F

Durante casi dos décadas, la evolucion del VSRh ha estado marcada por procesos dindmicos
de introduccion, reemplazo de linajes y expansion de variantes con ventajas biologicas,
inicialmente descritos bajo esquemas de clasificacion basados en el gen G (Anderson et al.,
1985; Mufson et al., 1985; Peret et al., 1998) y mds recientemente reinterpretados a la luz de
la clasificacion filogenomica sustentada en genomas completos (J. Chen et al., 2022; Goya
et al., 2024; Ramackers et al., 2020). En Panama, el periodo 2006-2024 ofrece una ventana
excepcional para analizar de manera continua estos procesos en un contexto tropical,
abarcando tanto la transicion hacia variantes con duplicaciones en G como la circulacion
contemporanea caracterizada mediante secuenciacion gendmica integral y la evaluacion de
la respuesta frente a anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteina F. En este capitulo se
presentan los resultados de estos andlisis, orientados a caracterizar la dinamica evolutiva del

VSRh en el pais, su diversidad gendmica y la conservacion antigénica del virus.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Declaracion de Etica

Este estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Conmemorativo Gorgas de
Estudios de la Salud, Ciudad de Panama, Panama (219/CBI/ICGES/22). Al tratarse de
muestras de vigilancia epidemioldgica y sin comprometer datos personales, no se requirid

consentimiento ni asentimiento informado.

1.2 Sistema de Vigilancia Epidemioldgica en Panama

La vigilancia de virus respiratorios en Panama, establecida desde 1976 (Quiroz R et al.,
1987), se realiza actualmente a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica
para el Sindrome de Enfermedad Tipo Influenza (ETI) y las Infecciones Respiratorias
Agudas Graves (IRAG). Este sistema, administrado por el Ministerio de Salud, incluye 18

sitios centinela en todo el pais: 8 para ETI y 10 para IRAG (Figura 13) (MINSA, 2017).
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Figura 13. Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica de ETI e IRAG en Panama. Localizacion de los 18
sitios centinela distribuidos en el pais y del Centro Nacional de Influenza (NIC). El recuadro amplia el Area
Metropolitana y Periferia (AM&P) en las que se incluyen los distritos densamente poblados de: Pma (Panama),
SMg (San Miguelito), Ajn (Arraijan) y LCh (La Chorrera).
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Cada semana, los sitios centinela recolectan al menos cinco hisopados nasofaringeos (HNF)
de casos sospechosos de ETI e IRAG, los cuales se envian a los laboratorios centinela o al
Centro Nacional de Influenza (NIC) en el Instituto Conmemorativo Gorgas en Ciudad de
Panaméa (MINSA, 2017). Este sistema busca garantizar la representatividad demografica
mediante la inclusion de muestras de todas las provincias del pais, asi como diversidad
temporal con recoleccién continua durante toda la temporada, y diversidad poblacional
mediante la inclusion de distintos grupos de edad y condiciones clinicas, abarcando tanto

casos ambulatorios como hospitalizados (MINSA, 2017).

1.3 Muestras clinicas, extraccion de ARN viral y RT-qPCR

Entre el 01 de enero de 2006 y al 31 de julio de 2024, se recuperaron retrospectivamente 542
muestras clinicas positivas para VSRh del biobanco del sistema de vigilancia, de estas 239
correspondian al periodo 2006-2017 y 303 al periodo 2018-2024 (Tabla III). E1 ARN total se
extrajo utilizando el sistema KingFisher Flex (Thermo Fisher Scientific, Rocklin, CA, USA),
se confirm¢ la positividad a VSRh mediante RT-PCR en tiempo real (Kodani et al., 2011).
Posteriormente, se seleccionaron 311 muestras con valores de Ct <28, con el fin de asegurar
una adecuada recuperacion del genoma y proceder con la secuenciacion completa. De estas

111 muestras corresponden al periodo 2006- 2017 y 200 muestras al periodo 2018-2024.
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Tabla III. Caracteristicas y distribucion de muestras clinicas positivas para VSRh almacenadas en el biobanco del sistema de vigilancia, segun periodo de circulacion y
variables demograficas de los pacientes en Panama.

Brotes Estacionales
Caracteristicas Periodo 2006-2017 Periodo 2018-2024 Total General

0,
2006 2007 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 Total 2018 2019-20 2021 2022 2023 2024 Total ()
No. de Muestras 9 6 36 20 21 25 23 21 33 25 20 239 25 76 15 65 64 58 303 542 (100)
Género
Masculino 18 15 14 18 15 11 17 19 5 132 12 40 10 36 43 35 176 308 (56.8)
Femenino 18 5 7 7 8 9 16 6 12 88 13 36 5 29 20 23 126 214 (39.5)
S/D 9 6 1 3 19 1 1 20 (3.7)
Estado Clinico
Hospitalizado 24 13 13 21 22 19 32 22 18 184 25 70 4 9 39 55 202 386 (71.2)
Ambulatorio 6 7 7 4 1 2 1 3 2 33 5 11 56 22 3 97 130 (24.0)
Fallecido 0 1 1 1(0.2)
S/D 9 6 6 1 22 3 3 25 (4.6)
Edad del paciente
< 6m 24 10 9 13 11 12 21 13 10 123 12 32 3 14 12 18 91 214 (39.5)
6-11m 4 4 3 2 7 5 5 6 3 39 10 23 1 16 16 12 78 117 (21.6)
1-4a 7 6 5 6 2 3 7 4 6 46 3 20 8 27 24 26 108 154 (28.4)
5-49a 1 3 4 1 1 10 1 2 6 9 2 20 30 (5.5)
>50a 2 1 1 1 5 1 3 4 9(1.7)
S/D 9 6 1 16 2 2 18 (3.3)
Area Geografica
AM&P 23 14 15 18 20 11 21 12 9 143 10 27 10 54 31 44 176 319 (58.9)
Resto del Pais 12 6 6 7 3 10 11 13 11 79 15 49 5 11 33 13 126 205 (37.8)
N/A 9 6 1 1 17 1 1 18 (3.3)

Entre 2006 y 2024 se analizaron 542 muestras clinicas positivas para VSRh. La mayoria correspondio a pacientes hospitalizados (71.2%), seguidos de ambulatorios (24.0%) y un caso
fallecido. Predominaron los pacientes masculinos (56.8%) y los menores de 6 meses (39.5%). El 58.9% de las muestras provinieron del Area Metropolitana y Periferia (AM&P), mientras
que el 37.8% correspondieron al resto del pais. “VSRh”, Virus Sincitial Respiratorio humano; “S/D”, sin datos disponibles; “m”, meses; “a”, afios; “AM&P”, Area Metropolitana y
Periferia.
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1.4 Secuenciacion del Genoma Completo (WGS)

La WGS se realizo segun lo descrito previamente (Goya, Lucion, et al., 2023). En resumen,
se generd cDNA utilizando el sistema SuperScript IV First-Strand Synthesis (SSIV, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) con cuatro cebadores forward especificos para VSRh.
Posteriormente, se realizaron cuatro reacciones de PCR independientes utilizando el kit
Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), para
generar cuatro amplicones superpuestos de aproximadamente 4 kb que abarcan el genoma
completo del VSRh. Los amplicones se verificaron en gel de agarosa al 1 %, se agruparon y
se emplearon para preparar bibliotecas mediante el kit Nextera XT (Illumina, USA, cat. FC-
131-1096). Las bibliotecas se secuenciaron en un Illumina MiSeq con corrida paired-end 2 x

250.

1.5 Analisis de secuenciacion de nueva generacion

Los datos crudos en formato FASTQ pareados (Illumina; R1/R2) se procesaron mediante la
pipeline gencomvariable v2.0 (https:/github.com/AAMCgenomics/gencomvariable.git),
gjecutada en un entorno Linux. Para cada muestra, las lecturas se sometieron a control de
calidad y filtrado utilizando fastp (S. Chen et al., 2018), conservando lecturas con puntaje de
calidad promedio > Q30 y una longitud minima de 200 pb. El filtrado generd archivos
FASTQ depurados comprimidos (.fastq.gz) y reportes de calidad por muestra en formato
HTML y JSON, permitiendo documentar métricas de calidad, longitud y distribucion de
bases. Posteriormente, los FASTQ filtrados se mapearon contra una secuencia de referencia
de VSRh-A (GenBank ON237358.1) o VSRh-B (GenBank ON237214.1), segin
correspondiera. La referencia se descargd automaticamente desde GenBank y se utilizé para

el alineamiento de lecturas pareadas mediante minimap2 (H. Li, 2018), generando un archivo
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SAM por muestra. Los alineamientos obtenidos se convirtieron y ordenaron en formato
BAM, y a partir de este archivo se realizé el llamado de variantes en modo haploide para
cada muestra. Las variantes identificadas se aplicaron sobre la secuencia de referencia para
reconstruir el genoma consenso final en formato FASTA. Posteriormente, se evaluaron
métricas de profundidad y cobertura de secuenciacion para verificar la calidad y uniformidad

del ensamblaje.

1.6 Analisis filogenético

Los genomas completos de referencia para VSRh-A y VSRh-B se descargaron del RSV
Genotyping Consensus Consortium (https://github.com/rsv-lineages) con fecha de acceso 26
de agosto de 2024. Las secuencias se compilaron segun subgrupo y se alinearon con MAFFT
v7.490 (Katoh & Standley, 2013) y se visualizaron con Aliview v1.28 (Larsson, 2014). El
mejor modelo de sustitucion nucleotidica se determind con ModelFinder (Kalyaanamoorthy
et al., 2017), y los arboles filogenéticos de méxima verosimilitud se inferieron usando 1Q-
TREE v2.2.0 (Minh et al., 2020; Nguyen et al., 2015). El soporte de ramas se evalué mediante
1,000 réplicas de bootstrap ultrarrapido (Nguyen et al., 2015). Los arboles fueron

visualizados con FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

1.7 Aislamiento Viral

Un total de 311 muestras clinicas seleccionadas para secuenciacion del genoma completo de
VSRh (Ct <28), correspondientes a 111 del periodo 2006-2017 y 200 del periodo 2018-2024,
fueron alicuotadasy diluidas en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
suplementado con 2% de suero fetal bovino (FCS) inactivado, y utilizadas para infectar

monocapas de células HEp-2 en placas de 12 pocillos, segun lo descrito previamente (Garcia
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et al., 1994). En ausencia de efecto citopatico, los cultivos fueron sometidos hasta a cinco
pasajes seriados. Cuando se observo efecto citopatico, las células se desprendieron en el
medio y la suspension se almacend en nitrogeno liquido. La presencia de efecto citopatico

fue confirmada como infeccion por VSRh mediante RT-qPCR.

1.8 Titulacion Viral

Para la determinacion de la titulacion viral, los aislados de VSR se cuantificaron en unidades
formadoras de focos o Focus-Forming Units (FFU) mediante infeccion de células HEp-2 a
alta confluencia en placas de 96 pocillos (aproximadamente 5x10* células por pocillo). Las
células fueron inoculadas con 150 uL del virus aislado a una dilucion inicial 1:10, seguida
de diluciones seriadas en base 3, utilizando como diluyente DMEM suplementado con
penicilina-estreptomicina y 2% de suero fetal bovino. Tras 48 horas de incubacion a 37 °C
con 5% de COz, se retir6 el sobrenadante y las células se fijaron con metanol frio y perdxido
de hidrogeno al 2%. La deteccion del antigeno viral se realizé mediante inmunohistoquimica
empleando un coctel de anticuerpos monoclonales murinos dirigidos contra las proteinas G
(021/1Gy 021/21G) (Martinez et al., 1997) y F (47F, 101F, 56F y 2F) (Garcia-Barreno et al.,
1989; Wu et al., 2007). Como anticuerpo secundario se utilizd IgG de cabra anti-raton
conjugada con peroxidasa (HRP), diluida 1:500 en 1% de BSA. Para la visualizacion de los
focos infectivos, se anadieron 750 pL de 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) como sustrato
cromogénico, preparado a partir de 20 mg de AEC (Sigma-Aldrich) disueltos en 6 mL de
DMSO al 100% y mezclados con 12 mL de tampoén citrato-fosfato 0.05 M y 25 uL de H20-
al 30%. La reaccion se incubo durante al menos 2 horas a temperatura ambiente, protegida
de la luz directa. Finalmente, los focos tefiidos se contaron mediante un microscopio

invertido, permitiendo estimar la concentracion viral de cada aislado en FFU.
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1.9 Ensayo de Neutralizacion por Reduccion de Focos (FRNT)

Los ensayos de neutralizacion se realizaron para determinar la concentracion inhibitoria
media (ICso) de seis anticuerpos altamente potentes: MEDI88897* (Nirsevimab parental)
(Zhu et al., 2017), AM22, D25 y 5C4 (McLellan, Chen, Leung, et al., 2013), todos dirigidos
al sitio antigénico ©@. Motavizumab, un derivado de Palivizumab con mayor potencia
neutralizante dirigido al sitio II (Cingoz, 2009) y AM14 (Gilman et al., 2015), que se une
predominantemente al sitio IV, similar a Clesrovimab. Como control de anticuerpos, se
incluy6o el anticuerpo anti-F de metapneumovirus MF14 (Battles et al.,, 2017). Los
anticuerpos fueron evaluados contra cepas virales panamefias que fueron aisladas y
previamente caracterizadas mediante secuenciacion de genoma completo. Adicionalmente,
se incluyeron como controles virales la cepa de referencia A2 (hRSV/A/A2, NC 038235.1)
y la cepa MAD/GM3_5/13 (hARSV/B/GM3.5/MAD, MF443150.1).

El ensayo se realiz6 por duplicado, incubando diluciones seriadas de los mAbs en un rango
de concentraciones comprendido entre 1.67 pg/mL y 0.0067 ng/mL, preparadas en DMEM
suplementado con 2% de FCS inactivado junto con 100 FFU de los aislados de VSRh a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego, 150 pL de estas mezclas se utilizaron para
infectar 5x10* células HEp-2 en placas de 96 pocillos. Tras 48 horas de incubacién a 37 °C
con 5% de COs, las células se fijaron y los focos de infeccion se detectaron mediante tincion
inmunohistoquimica siguiendo el mismo procedimiento descrito en la seccion de titulacion
viral.

Finalmente, los focos se cuantificaron mediante microscopia invertida y los valores de 1Cso
se calcularon ajustando los datos experimentales a un modelo sigmoidal de cuatro pardmetros

(4PL) utilizando Microsoft Excel (Sebaugh, 2011).
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1.10 Ensayo de Western-Blotting (WB)

Se emplearon ensayos de WB utilizando aislados de diferentes afios epidémicos, a fin de
analizar la eficiencia en el procesamiento de la F y posibles cambios en los patrones de
glicosilacion. Células infectadas con las diferentes cepas virales fueron tratadas con
detergente CHAPS 1% (3-(cloroamido propil)-dimetilamonio-1-propanosulfato) a fin de
solubilizar las proteinas de membrana, sin ser desnaturalizadas. Las proteinas totales en la
muestra se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en tampon Tris-
glicina. Posteriormente se trasfirieron a una membrana de nitrocelulosa y sometidas a un
agente bloqueante como RPN2125 2% (Merck, Alemania) en solucion salina tamponada con
Tween20 0.05%. A continuacion, se realizO una incubacién con anti-F VSRh Mab
Palivizumab, D25 6 anti-p27 (Rezende et al., 2023) y un conjugado con peroxidasa (HRP)
(1:1000). Por ultimo, la reaccion se revelo utilizando un sustrato quimioluminiscente recién

preparado Cytiva RPN2232 (Merck, Alemania) y se expuso al equipo documentador.

2. RESULTADOS
En este capitulo se presentan los resultados derivados del andlisis de la dindmica evolutiva y
la caracterizacion gendémica del VSRh en Panamé durante el periodo 2006-2024. Con el
objetivo de integrar la evidencia generada a lo largo de casi dos décadas y facilitar su
interpretacion, los resultados se estructuran en tres secciones complementarias. En primer
lugar, se presenta el andlisis correspondiente al periodo 20062017, que establece la linea
base de circulacidn viral, su clasificacion filogendmica bajo el enfoque basado en genomas
completos y la caracterizacion de la proteina F en una cepa preduplicacion. Posteriormente,

se abordan los resultados del periodo 2018-2024, donde se examinan con mayor detalle la
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diversidad gendmica reciente, los cambios en los patrones de circulacion, incluyendo
alteraciones asociadas a la pandemia de COVID-19, y la conservacion antigénica del virus
frente a anticuerpos monoclonales dirigidos contra la proteina F, generando evidencia
relevante para el pais en un contexto previo a la implementacion de intervenciones como la
vacunacion, cuyos hallazgos fueron ademas reportados en un articulo cientifico. Finalmente,
se presenta un analisis integrador que sintetiza los principales patrones de circulacion,

diversidad gendmica y dindmica evolutiva del VSRh a lo largo de todo el periodo de estudio.

2.1 Dinamica evolutiva, clasificacion filogenomica y caracterizacion de la proteina
F en VSRh en Panama: periodo 2006-2017

Entre enero de 2008 y diciembre de 2017, el Sistema de Vigilancia Epidemiologica de
Panama detect6 5,342 casos positivos de VSRh, lo que represento el 32.9% de todos los virus
respiratorios identificados en ese periodo (Figura 14). La serie se presenta a partir de 2008
debido a la ausencia de datos epidemiologicos consolidados para 2006-2007. Los datos
muestran que el VSRh circula a niveles relativamente bajos durante todo el afio, pero presenta
un pico estacional marcado entre julio y diciembre, durante el cual la positividad semanal
aumenta de forma abrupta y en algunas temporadas supera el 60% de las muestras analizadas
(Figura 14). El periodo también muestra el efecto del cambio en el método diagnostico. Hasta
mediados de 2010, la deteccion se realizaba mediante inmunofluorescencia directa (DFA)
con un panel comercial para virus respiratorios (Millipore, REF 3137, Burlington, MA,
Estados Unidos), y a partir de agosto de ese mismo afio se incorpord la RT-PCR en tiempo
real (Kodani et al., 2011), lo que increment6 la sensibilidad del sistema y permitié una
identificacion mas precisa de los brotes. La distribucion por sexo y condicién clinica

evidencia un ligero predominio masculino (51.4%) y una mayor proporcioén de pacientes
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hospitalizados (77.5%) (Tabla 1V). La carga de enfermedad se concentrd en la primera
infancia, con 54.1% de los casos en lactantes menores de 6 meses, 16.2% en niflos de 6—11
meses y 17.1% en el grupo de 1-4 afios. Asimismo, el 60.4% de las muestras procedié del
Area Metropolitana y su Periferia (distritos de Panama, San Miguelito, Arraijan y La

Chorrera), zonas de alta densidad poblacional (Tabla IV).

Laboratory-Based Epidemiological Surveillance in Panama
RSV circulation from 2008 to 2017 and genomes obtained in the study
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Figura 14. Tendencias anuales de casos reportados de VSRh (area magenta) y de otros virus respiratorios (area
verde) en vigilancia epidemiolégica por laboratorio en Panama, mostradas en escala logaritmica. La linea negra
indica el porcentaje de positividad para VSRh. Los puntos representan los genomas generados en este estudio,
distinguidos por subgrupo: VSRh-A (azul) y VSRh-B (rojo), distribuidos segun el mes/brote epidémico en el
que fueron detectados.
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Tabla I'V. Genomas de VSRh obtenidos, distribuidos por periodo de circulacion, grupo antigénico y caracteristicas

demograficas de los pacientes en Panama.

Brote Estacional Total
Caracteristicas 2006 2009 2010~ 2011 ~ 2012 2013 2014 2015 2016 2017 ~ Growp o
AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB A

3;22322 4 26 31 65 94 35 35 101 48 104 7833 111(100)
Género
Masculino 11 31 52 63 22 2 3 47 s 41 16 57(51.4)
Femenino 15 13 31 13 14 71 1 5 4 33 17 50(45.0)
S/D 4 4 0 4036
Estado

Clinico
Hospitalizado 18 31 61 83 25 34 91 37 9 3 6125 8(77.5
Ambulatorio 5 30 11 1 11 11 1 1 10 7 17(153)
S/D 4 3 1 7 1 8(72)
Edad del

paciente
<6m 17 21 4 52 2 2 2 1 3 4 5 2 46 14 60(54.1)
6-11m 3 12 211 3 10 8 18(16.2)
1-4a 1 1 11 11 1 1 11 21 9 6 19(17.1)
5-49 5 1 31 8 2 6(54)
>50a 1 1 11 2 327
S/D 4 11 4 1 5@45)

Area

Geografica
AM&P 15 2 44 53 25 21 9 25 47 20 67 (60.4)
Resto del Pais 10 11 21 41 1 14 11 3 2 26 13 39(35.1)
N/A 4 1 5 0 5(45)

Entre 2006 y 2017 se obtuvieron 111 genomas completos de VSRh, de los cuales 78 (70.3%) correspondieron al subgrupo A 'y 33 (29.7%)
al subgrupo B. La mayoria de las muestras procedieron de pacientes masculinos (51.4%), hospitalizados (77.5%), y de lactantes menores de
6 meses (54.1%). En cuanto a la distribucién geografica, 60.4% de los genomas provinieron de pacientes del Area Metropolitana y
Periferia, mientras que 35.1% correspondieron al resto del pais. "VSRh", Virus Sincitial Respiratorio humano; “A”, VSRh subgrupo A;

[T9%1}

“B”, VSRh subgrupo B; “S/D”, sin datos disponibles; “m”, meses; “a”, afios; “AM&P”, Area Metropolitana y Periferia.

Entre 2006 y 2017 se observaron variaciones interanuales en el predominio de los subgrupos

del VSRh en Panama, con temporadas en las que el subgrupo A fue claramente dominante y

otras con una participacion mas equilibrada entre A y B (Tabla IV). A lo largo del periodo

se identificaron multiples linajes dentro de ambos subgrupos (Tabla V). En el subgrupo A se

detectaron seis linajes distintos (A.2.1.1, A.3.1, A.3.1.1, A.D, A.D.1 y A.D.2.2) (Figura 15),

con evidencia de co-circulacion de hasta dos o tres linajes en varios brotes, particularmente
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durante 2011,2015 y 2017 (Tabla V). El linaje A.3.1 predomin6 de manera marcada en 2009,
pero fue posteriormente desplazado por el linaje A.D, que mostro la distribucion mas amplia
y persistente, manteniéndose activo en la mayoria de los afios entre 2011 y 2017.

Para el subgrupo B también se identificaron seis linajes (B.D, B.D.1, B.D.1.1,B.D.4, B.D.4.1
y B.D.4.1.1) (Figura 15), aunque su presencia anual fue mas limitada y, por lo general, con
circulacion simultdnea de uno o dos linajes por temporada, incluyendo patrones de aparicion
esporadica como B.D.4, detectado unicamente en 2015, y B.D.4.1.1, cuyo registro mas
temprano corresponde a la temporada de 2017, indicando el inicio de su circulacion en el
pais (Tabla V). Estos hallazgos evidencian una marcada diversidad gendmica del VSRh en
Panama durante el periodo analizado, con alternancia en el predominio de linajes y frecuentes
episodios de co-circulacion dentro de cada brote estacional, sin encontrarse asociacion
significativa entre el subgrupo viral y el sexo, el estado clinico, la edad ni la zona geografica

de procedencia de los pacientes (prueba exacta de Fisher, p > 0.1). (Tabla VI)
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VSRh-A VSRh-B
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Figura 15. Arboles filogenéticos de méxima verosimilitud de los genomas completos de VSRh-A (izquierda) y
VSRh-B (derecha), agrupados con cepas de referencia. Los genomas de Panama se representan con circulos
coloreados segun el brote estacional, desde celeste claro (2006) hasta azul oscuro (2017) en VSRh-A, y desde
gris claro (2010) hasta rojo oscuro (2017) en VSRh-B. Los linajes dentro de cada subgrupo se indican por los
colores de las ramas del arbol. La cepa marcada con “FRNT” corresponden a la utilizada en el ensayo de
neutralizacion por reduccion de focos (Focus Reduction Neutralization Test). La barra de escala indica
sustituciones nucleotidicas por sitio.

83



Tabla V: Distribucion de los genomas completos de VSRh por linaje y brote estacional (2006-2017)

Brotes Estacionales

Caracteristicas
2006 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Total (%)

Genomas obtenidos 4 26 4 11 13 8 8 11 12 14 111 (100)
Subgrupo A
Linajes
A2.1.1 3 327
A3.1 1 23 1 25 (22.5)
A3.1.1 3 3 6(5.4)
A.D 5 9 3 3 5 4 1 30 (27.0)
A.D.1 3 3(2.7)
A.D.2.2 2 9 11.(9.9)
Subgrupo B
Linajes

B.D 4 4 2 10 (9.0)
B.D.1 1 4 5@4.5)
B.D.1.1 1 3 4 (3.6)
B.D.4 1 1(0.9)
B.D.4.1 1 8 2 11 (9.9)
B.DA4.1.1 2 2(1.8)

Distribucion de los genomas completos de VSRh obtenidos entre 2006 y 2017, clasificados por subgrupo A (linajes A.2.1.1, A.3.1,
A3.1.1,AD,A.D.1 y AD.2.2) y subgrupo B (linajes B.D, B.D.1, B.D.1.1, B.D.4, B.D.4.1 y B.D.4.1.1), segun el periodo de circulacion
asociado a cada brote estacional. La tabla presenta el nimero de genomas identificados por afio y el porcentaje que representa cada
linaje dentro del total analizado. "VSRh", Virus Sincitial Respiratorio humano.
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Tabla VI. Distribucion de linajes de VSRh y caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes (2006-2017)

i VSRh-A Linajes Total VSRh-A VSRh-B Linajes Total VSRh-B Total
Caracteristicas
A21.1 A31 A3.11 AD AD.1 AD22 B.D B.D.1 B.D.1.1 B.D4 B.D4.1 B.DA4.1.1
Genomas 3 25 6 30 3 11 78 10 5 4 1 11 2 33 111
obtenidos
Género
Masculino 10 4 20 2 5 41 4 4 1 7 16 57
Femenino 14 2 10 1 6 33 6 1 1 4 2 17 50
S/D 3 1 4 4
Estado
Clinico
Hospitalizado 18 4 26 3 10 61 7 4 2 1 9 2 25 86
Ambulatorio 3 2 4 1 10 3 1 1 2 7 17
S/D 3 4 7 1 1 8
Edad del
paciente
< 6m 16 4 17 3 6 46 2 3 1 1 5 2 14 60
6-11m 2 1 3 4 10 4 1 3 8 18
1-4a 5 1 6 1 13 3 1 2 6 19
5-49a 1 3 4 1 1 2 6
>50a 1 1 1 1 2 3
S/D 3 1 4 1 1 5
Area
Geografica
AM&P 15 3 20 2 7 47 8 3 1 1 7 20 67
Resto del Pais 8 3 10 1 4 26 2 2 3 4 2 13 39
N/A 3 2 5 5

Se presentan los genomas obtenidos de cada linaje VSRh-A y VSRh-B, desagregados por género, estado clinico, grupo etario y area geografica de procedencia.
Los valores corresponden al nimero de casos registradps por cada brote estacional.. "VSRh", Virus Sincitial Respiratorio humano; “A”, VSRh subgrupo A; “B”,
VSRh subgrupo B; "m", meses; "a", afios; "AM&P", Area metropolitana y periferia
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Para evaluar la sensibilidad de las cepas de VSRh detectadas en Panama frente a diferentes
anticuerpos monoclonales, se aislaron exitosamente 7 de 111 cepas, las cuales presentaron el
efecto citopatico caracteristico (Figura 16), todos pertenecientes al subgrupo VSRh-A y
clasificados dentro del linaje A.3.1. De forma notable, todas las cepas recuperadas
correspondieron a muestras obtenidas durante el brote de 2009. Aunque la caracterizacion
molecular identifico otros linajes en afios posteriores, estos no contaban con aislados

recuperables, lo que limito la representatividad genética en los ensayos de neutralizacion.

C. [virus] (ul/150ul MEM)  DILUCION A2 GM 3.5 R(i})]/-g;/i g“
15.0000 10 . o710 3483
Titulo 5.0000 30 31590 1161 71442
TITULACION VIRAL (48H) 1.6667 90 10530 387 23814
Ejey 0.5556 270 3510 129 7938
OD 492nm 0.1852 810 1170 46 2646
0.0617 2430 390 15 882
0.0206 7290 130 5 294
0.0069 21870 44 2 98

Figura 16. Ensayos de aislamiento, visualizacion y titulacion viral de VSRh. (A) Efecto citopatico (CPE)
caracteristico inducido por la cepa hRSV/A/Panama/ICGES-218/2009 tras 48 horas de infeccion en células
HEp-2, mostrando areas de redondeo, desprendimiento celular y formacion de conglomerados. (B) Unidades
formadoras de focos (FFU) generadas por la misma cepa, visualizadas mediante microscopio invertido tras
tincién inmunohistoquimica con sustrato AEC, permitiendo la deteccion del antigeno viral. (C) Ensayo de
titulacion viral mediante conteo de FFU, realizado para determinar los titulos infecciosos tanto de la cepa
panamefia como de los controles de referencia empleados en los ensayos de neutralizacion. Este procedimiento
es fundamental para estandarizar la cantidad de virus utilizada en el ensayo, establecida en 100 FFU por pozo.y
calcular con precision la concentracion inhibitoria media (ICso) de los anticuerpos evaluados.
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Los valores de Ct obtenidos por RT-qPCR de los hisopados nasofaringeos de los cuales se
obtuvieron los aislados oscilaron entre 16.5 y 21.2, con una mediana de 19.6 (Tabla VII).
Dado que todas las cepas presentaban secuencias con elevado porcentaje de identidad en el
gen F (seis de ellas completamente idénticas), se seleccioné la cepa hRSV/A/Panama/ICGES-
218/2009 (A.3.1) como representativa para los ensayos de neutralizacion, principalmente por
su elevado titulo viral (5.9 x 10° FFU/mL) (Figura 16). Esta cepa mostré una marcada
sensibilidad frente a los anticuerpos monoclonales evaluados, particularmente frente a
MEDI8897*, con un valor de ICso de 3.05 ng/mL; mientras que para los demas anticuerpos
los valores fueron ligeramente superiores, pero dentro del rango de actividad subnanomolar

(Figura 17) (Tabla VIII).

100 -
FRNT, CEPA: hRSV/A/Panama/ICGES-218/2009
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© MOTAVIZUMAB
30 -
5C4
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10 A
0 p
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000
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Figura 17. Curvas de neutralizacion obtenidas mediante el ensayo FRNT para la cepa panameiia
hRSV/A/Panama/ICGES-218/2009. Se evaluo la actividad inhibidora de seis anticuerpos monoclonales
dirigidos a la proteina F (MEDI8897*, AM14, AM22, D25, Motavizumab y 5C4), junto con el anticuerpo
irrelevante MF14 (control negativo), un control viral sin anticuerpos (VIRUS) y un control celular (MOCK).
Los valores de ICso se calcularon ajustando los datos experimentales a un modelo sigmoidal de cuatro
parametros (4PL). Las curvas muestran la reduccion dependiente de la concentracion en el numero de FFU,
reflejando la potencia neutralizante relativa de cada anticuerpo frente al aislado evaluado.
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Tabla VII. Informacion sobre las cepas de VSRh aisladas y la seleccionada para el ensayo de neutralizacion con anticuerpos
monoclonales.

Mutaciones en proteina F (comparadas contra referencias NCBI)

Sitio de Union

Valor Ct Mutaciones en F
Subgrupo Nombre de la cepa (muestra  Linaje Sitio @ (comparado contra FRNT

original) MEDIS897*, Sitio TI: Siti:NI[\llz/t Vi Otras Mutaciones referencia GISAID)

AM22,D25 Motavizumab .
y 5C4 (Clersovimab)

VSRh-A

L4P, AST, T16A,
F20L, G258,
P102A, T103A,
N105S, A122T,
1 Z’;i’;/;g’; ‘(’)Z"’"”/ICG 212 A31 - N276S M447V K124N, V139G, si
V1521, L178V,
N276S, 1379V,
V3841, M447V,
S540A
L4P, AST, TI6A,
F20L, G258,
TS8A, P102A,
T103A, N105S,
5. ?g;//%; ‘;”‘”"“/[CGE 196 A3 - N2768 M447V A122T, K124N, T58A no
V139G, V1521,
L178V, N2768,
1379V, V3841,
M447V, S540A
L4P, AST, TI6A,
F20L, G258,
P102A, T103A,
N105S, A122T,
3 g@%%)’; ‘;”“"’“/[CGE 195 A3 - N2768 M447V K124N, V139G, no
V1521, L178V,
N2768, 1379V,
V3841, M447V,
S540A
L4P, AST, TI6A,
F20L, G258,
P102A, T103A,
N105S, A122T,
4 ERZ?;//%I; ‘;”“"’“/[CGE 208 A3l - N2768 M447V K124N, V139G, no
V1521, L178V,
N2768, 1379V,
V3841, M447V,
S540A
L4P, AT, TI6A,
F20L, G258,
P102A, T103A,
N105S, A122T,
5 @%%)’; ‘;”“"’“/[CGE 165 A3l - N276S M447V K124N, V139G, no
V1521, L178V,
N2768, 1379V,
V3841, M447V,
S540A
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L4P, AST, T16A,
F20L, G258,
P102A, T103A,
N105S, A122T,
6- zﬁ%//%;‘;”“"’“/ ICGE 201 A3.1 - N276S M447V K124N, V139G, 1o
V1521, L178Y,
N2768S, 1379V,
V3841, M447V,
S540A
L4P, AST, T16A,
F20L, G258,
P102A, T103A,
N105S, A122T,
7- gﬁiﬁgﬁ‘;’mmw ICGE 192 A3.1 - N276S M447V KI124N, V139G, no
V1521, L178Y,
N2768S, 1379V,
V3841, M447V,
S540A

“VSRh”, Virus Sincitial Respiratorio humano; “VSRh-A”, VSRh subgrupo A; “FRNT”, prueba de neutralizacion.

Para el analisis de mutaciones en la proteina F se utilizaron la secuencia de referencia del NCBI GenBank (NC_038235) y la de EpiRSV GISAID (EPI_ISL 412866).
Sitio antigénico @ en la proteina F del VSRh: residuos 62-69 en la subunidad F2 y 196-212 en la subunidad F1 (McLellan, Chen, Leung, et al., 2013; Zhu et al., 2017) .
Sitio antigénico II en la proteina F del VSRh: residuos 255-277 en la subunidad F1 (Mas et al., 2018).

Sitio antigénico IV en la proteina F del VSRh: residuos E161, S182 y 426447 en la subunidad F1(Gilman et al., 2015; Tang et al., 2019)

Tabla VIII. Actividad neutralizante de anticuerpos monoclonales frente a VSRh

Anticuerpos monoclonales (mAbs)
MEDI8897*  AMI14 AM22 D25 MOTAVIZUMAB 5C4 MF14

Nombre de la cepa

hRSV/A/Panama/ICGES-

218/2009 (A.3.1) 3.05 7.44 12.50 13.82 13.88 528  >1666
hRSV/A/A2 Strain (Control)

(NC_038235.1) 1.22 7.00 3.00 24.13 25.84 512 >1666
hRSV/B/GMS. 5/MAD 3.15 4.52 9.77  22.78 35.87 > 1666 > 1666

(Control) (MF443150.1)

“ICs0”, concentracion inhibitoria media.

Se evaluo la susceptibilidad de un aislado panamefio de VSRh (2009) frente a diferentes anticuerpos monoclonales
dirigidos contra la proteina F del virus. Los anticuerpos MEDIS897*, AM 14, AM22, D25, Motavizumab y 5C4
mostraron valores promedio de ICso de 2.47, 6.32, 8.42,20.24, 25.20 y 5.20 ng/mL, respectivamente. El anticuerpo
irrelevante MF14 (anti-F de metapneumovirus humano) present6 un ICso >1666 ng/mL, confirmando ausencia de
actividad neutralizante especifica frente al VSRh.

&9



Un analisis detallado de la secuencia de la proteina F en las cepas de VSRh-A aisladas reveld
la presencia de varias sustituciones de aminodcidos en comparacion con la cepa de referencia
disponible en NCBI GenBank (ntimero de acceso NC_038235). No se identificaron cambios
en el sitio antigénico @, correspondiente al epitopo de union de MEDIS897*, AM22, D25y
5C4. En el sitio antigénico II, reconocido por Motavizumab, unicamente se detectd la
sustitucion N276S. En el sitio antigénico IV, que constituye el sitio de unién de Clesrovimab
y es similar al de AM14, todas las cepas de VSRh-A presentaron consistentemente la
sustitucion M447V. Asimismo, se identificaron sustituciones adicionales distribuidas en
otras regiones de la proteina F, incluyendo L4P, A8T, T16A, T58A, F20L, G25S, P102A,
T103A, N105S, A122T, K124N, V139G, V1521, L178V, N276S, 1379V, V3841, M447V y
S540A. La sustitucion T58A se detectd exclusivamente en la cepa hRSV/A/Panama/ICGES-
223/2009. La proteina F de seis de las cepas aisladas mostro 100% de homologia con la
secuencia de referencia de GISAID (hRSV/A/England/397/2017; EP1 ISL 412866), lo que

evidencia la alta estabilidad de este gen dentro de la dinamica evolutiva del VSRh.

Al ampliar el analisis a los 78 genomas completos de VSRh-A obtenidos en esta parte del
estudio, se identific6 que las tres cepas pertenecientes al linaje A.2.1.1 presentaban la
sustitucion D200N, localizada en el sitio @ de la proteina F. Esta sustitucion no se detect6 en
los linajes que circulan posteriormente, los cuales recuperan nuevamente la aspartato en esa
posicion. En sentido contrario, la sustitucion N276S, ubicada en el sitio antigénico 11 y
detectada en las cepas aisladas, estuvo presente en todos los linajes identificados en el
periodo, excepto en A.2.1.1, siendo un aminoécido definitorio de este linaje. Finalmente, la
sustitucion M447V, localizada en el sitio antigénico IV, no solo fue identificada de manera

consistente en todas las cepas aisladas, sino que también se encontr6 en la totalidad de los
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genomas completos de VSRh-A incluidos en este estudio, lo que subraya su estabilidad y
amplia distribucion durante el periodo evaluado. A pesar de no haberse obtenido aislados de
VSRh-B, el analisis comparativo de las 33 secuencias genomicas generadas en este estudio,
frente a la cepa de referencia NC 001781, permiti6 identificar varias sustituciones dentro del
sitio antigénico @ de la proteina F. En particular, se detect6 la mutacion Q209K en dos cepas
pertenecientes al linaje B.D del brote de 2011, mientras que las cepas del linaje B.D.4.1.1 del
brote de 2017 presentaron las sustituciones [206M/Q209R, todas ellas localizadas en este
epitopo. En contraste, no se observaron cambios en los sitios antigénicos II ni IV durante el

periodo analizado.

Con el objetivo de determinar si variaciones en la glicosilacion podian afectar el
procesamiento del péptido p27, se evalué por Western blot la proteina F de la cepa
hRSV/A/Panama/ICGES-218/2009, que presenta la mutacion A122T generando un motivo
N-X-T, potencialmente asociado a la adquisicion de un nuevo sitio de N-glicosilacion dentro
del péptido p27 (Figura 18). Se planted que esta sustitucion podria alterar la eficiencia del
corte proteolitico entre F2 y F1; sin embargo, el patron de bandas obtenido mostrd las mismas
formas FO, F1+p27y F1 que las observadas en los virus control (antiguas y contemporaneas).
La ausencia de diferencias en el procesamiento proteolitico indica que la mutacion A122T
no modifica la escision del péptido p27, lo que sugiere que este cambio no impacta la

maduracion de la proteina F en esta cepa. (Figura 18)
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Figura 18. Variacion en p27 y procesamiento de la proteina F en cepa aislada. (A) Alineamiento del segmento
p27 de la proteina F del RSVh-A, comparando la secuencia de referencia (NC 038235.1) con los aislados
panamefios de 2009. Las flechas azules indican los dos sitios de corte por furina que delimitan el péptido p27.
Las flechas verdes sefialan los sitios potenciales de N-glicosilacion (motivo N-X—S/T) presentes en la secuencia
de referencia y conservados en los aislados. La flecha roja indica un nuevo motivo de N-glicosilacion adquirido
en las cepas panamefias (A122T, genera un motivo N-X-T). El marco inferior muestra el intervalo
correspondiente al péptido p27. (B) Deteccion del procesamiento proteolitico de la proteina F del VSRh
mediante Western blot. Analisis por Western blot utilizando un anticuerpo dirigido contra la region 476510
de la proteina F. Se evalu6 la presencia de las formas no cortada (F0), parcialmente procesada (F1 + p27) y
cortada (F1) en diferentes aislados clinicos de VSRh. Las bandas observadas alrededor de ~70 kDa, ~60 kDa y
~50 kDa corresponden a FO, F1+p27 y F1, respectivamente.
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DISCUSION (Periodo 2006-2017)

Este estudio ofrece una caracterizacion integral del VSRh en Panamé durante el periodo
20062017, enfocandose principalmente en la diversidad genomica a lo largo de més de una
década de circulacion viral. Nuestros hallazgos revelan fluctuaciones en el predominio de los
subgrupos VSRh-A y VSRh-B, asi como la aparicién, reemplazo y co-circulacion de
multiples linajes entre temporadas. Ademas, se incluyd un andlisis fenotipico puntual
utilizando un aislado viral de 2009, lo que permitié explorar aspectos funcionales de la
proteina F en un contexto previo a las intervenciones preventivas modernas. Estos resultados
contribuyen a una comprension mas profunda de la dindmica evolutiva y epidemiologica del
VSRh en un pais altamente conectado a nivel regional y global, un factor que probablemente

influye en la introduccion, dispersion y persistencia de variantes virales.

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica registrd, entre 2006 y 2017, una cantidad
importante de casos asociados al VSRh, con brotes epidémicos anuales claramente definidos
durante todo el periodo. Estos incrementos se concentraron de forma consistente en los meses
lluviosos, un comportamiento previamente documentado para paises tropicales (Weber et al.,
1998) y también observado puntualmente en Panama durante 4 afios (Abrego et al., 2017).
Ademas, al situar estos hallazgos dentro del contexto regional, se observa que la dindmica
temporal del VSRh en Panama coincide con lo reportado para Centroamérica, donde la
actividad suele iniciar a mediados de afio y extenderse durante varios meses, en linea con la
tendencia regional en la que los picos epidémicos se desplazan gradualmente desde los paises

del sur hacia los del norte del continente (Couto et al., 2025).
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La transicion desde métodos antigénicos hacia técnicas moleculares fortalecié de forma
notable la deteccion del VSRh durante el periodo estudiado. En particular, la incorporracion
de la RT-PCR en tiempo real fortalecid de manera notable la capacidad diagnostica del
sistema, al ofrecer una sensibilidad considerablemente mayor que la DFA y permitir la
deteccion de casos con cargas virales bajas (Jha et al., 2016; Zhang et al., 2015). Este cambio
metodoldgico explica, en parte, el aumento en la identificacion de casos y la delimitacion

mas clara de los brotes durante el periodo analizado.

Los patrones observados en nuestro estudio confirman que la mayor carga de enfermedad
por VSRh se concentra en los primeros meses de vida, particularmente en lactantes menores
de seis meses, quienes representaron mas de la mitad de los casos detectados y constituyen
el grupo con mayor riesgo de evolucionar a enfermedad respiratoria baja grave (Hall et al.,
2009; Simoes, 2003). Esta vulnerabilidad temprana es coherente con lo reportado para la
region, incluyendo cohortes centroamericanas donde los niflos menores de tres meses
presentan las tasas mas elevadas de infeccion y hospitalizacion por VSRh (Azziz-
Baumgartner, Duca, Gonz alez, et al., 2022) . Ademas, el ligero predominio masculino y la
alta proporcion de hospitalizaciones en nuestra serie coinciden con hallazgos previos que
sefialan al sexo masculino como un factor asociado a mayor severidad clinica en etapas
tempranas de la vida (Simoes, 2003). La concentracién de casos en el Area Metropolitana y
su Periferia también es consistente con lo descrito para poblaciones urbanas densamente
pobladas, donde factores demograficos y de exposicion pueden amplificar la transmision en

los meses de mayor circulacion viral (Simoes, 2003).
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Las variaciones interanuales observadas entre los subgrupos A y B durante 2006-2017 son
coherentes con patrones previamente descritos, donde los virus alternan su predominio entre
temporadas y rara vez un mismo subgrupo o genotipo se mantiene dominante por periodos
prolongados (Peret et al., 1998; Yu et al., 2019). Este comportamiento, documentado en
distintos contextos, refleja la capacidad del VSRh para reemplazar cepas circulantes de
manera frecuente, incluso dentro de un mismo subgrupo, lo que coincide con la alternancia

marcada registrada en Panama a lo largo del periodo analizado.

Aungque la clasificacion de linajes del VSRh propuesta recientemente por el RSV Genotyping
Consensus Consortium ha comenzado a adoptarse en estudios internacionales, la mayoria de
estas investigaciones se basan en genomas completos generados a partir de 2015. Sin
embargo, algunos trabajos que incluyen secuencias previas a la pandemia reportan ya la
circulacion de linajes hoy reconocidos, como A.D.1 y A.D.2.2 en diferentes paises entre 2015
y 2017 (Rice et al., 2025; Tramuto et al., 2024). A nivel genético, los patrones observados en
Panama entre 2006 y 2017 son coherentes con la dindmica evolutiva descrita en otros paises
durante periodos cercanos. Para contextulizar esta discusion, los linajes A.3.1 y A.3.1.1 se
asocian con el genotipo NA1 (antigua clasificacion), mientras que los linajes A.D
(incluyendo A.D.1 y A.D.2.2) corresponden al genotipo ON1 (antigua clasificacion), ambos
ampliamente reportados como predominantes en distintos escenarios entre 2009 y 2017.
Estudios de Italia identificaron NA1 y ON1 como los genotipos circulantes a lo largo de
cinco temporadas consecutivas (2009-2014) (Esposito et al., 2015), mientras que en
Alemania ONI1 se establecido como el genotipo dominante desde su introduccioén en 2011,
acompafiado de una circulacion sostenida de NA1 hasta 2017 (Streng et al., 2019). De forma

similar, investigaciones en Madagascar (2011-2017) documentaron la co-circulacion de
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NA1 y ONI tras el reemplazo progresivo de variantes previas (Rahombanjanahary et al.,
2020), y estudios en China y Arabia Saudita reportaron patrones comparables, con
predominio de ON1 y presencia regular de NA1 en 2014 y 2017, respectivamente (A. Al-
Sharif et al., 2020; Fan et al., 2017). En Sudamérica, datos de Argentina muestran un patrén
comparable en donde el genotipo ON1 se introdujo en 2012 y, en pocas temporadas, desplazé
por completo a las variantes previamente circulantes, convirtiéndose en el tnico linaje

detectado para 2014 (Viegas et al., 2016).

En cuanto al VSRh-B, los linajes detectados por este estudio en Panama se asocian al
genotipo BA9 (antigua clasificacion), coincidiendo con reportes que muestran su amplia
distribucion global antes de 2018, incluido su predominio en Bulgaria (2016-2018) y en el
estudio multinacional INFORM-RSV, donde BA9 se identificd como el genotipo dominante
anivel mundial (Korsun et al., 2021; Tabor et al., 2020). La composicion de linajes observada
en Panama reproduce de manera consistente los patrones evolutivos descritos en multiples
regiones, caracterizados por el establecimiento temprano de variantes asociadas al genotipo
NAI, la posterior expansion del genotipo ON1 y la predominancia sostenida del linaje BA9
dentro del subgrupo B. La incorporacién de genomas completos y la aplicacioén de la nueva
clasificacion de linajes en este estudio aporta un marco mas preciso y actualizado para
reinterpretar estas tendencias historicas, permitiendo ubicar la diversidad viral local en un

contexto comparativo mas robusto frente a las tendencias regionales y globales.

La ausencia de diferencias significativas entre los subgrupos en relacién con sexo, edad o
condicidn clinica en nuestra cohorte es coherente con estudios globales recientes, los cuales

no han encontrado variaciones sustanciales en la gravedad clinica atribuibles al subgrupo
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viral, pese a la coexistencia de multiples linajes/genotipos dentro de cada grupo (Tabor et
al., 2020). Sin embargo, la evidencia disponible continta siendo limitada respecto a posibles
variaciones de severidad asociadas a linajes especificos dentro de cada subgrupo, por lo que
se requieren estudios clinicos mejor integrados con datos gendmicos que permitan evaluar

de manera mds precisa eventuales asociaciones entre diversidad viral y desenlaces clinicos.

Por otro lado, el ensayo de neutralizaciéon mostré que la cepa hRSV/A/Panama/ICGES-
218/2009 (linaje A.3.1) presentd una alta sensibilidad frente a los anticuerpos monoclonales
evaluados, con valores de ICsp comparables a los descritos en estudios previos, lo que
refuerza la elevada potencia neutralizante de estos MAbs (Gilman et al., 2015; McLellan,
Chen, Leung, et al., 2013; Qing et al., 2017; Tang et al., 2019). A pesar de que esta cepa
presentaba multiples sustituciones en la proteina F con respecto a la referencia historica, los
sitios antigénicos reconocidos por los MAbs se mantuvieron conservados. Esta estabilidad
es consistente con estudios que muestran que la proteina F conserva una baja diversidad y
mantiene sus principales sitios antigénicos (@ y II) a lo largo del tiempo (1956-2021), lo que

sustenta la eficacia sostenida de estos anticuerpos (Wilkins et al., 2023).

En este contexto, las tres cepas del linaje A.2.1.1 identificadas en el brote de 2006 presentaron
la sustitucion D200N en el sitio @ de la proteina F. Este cambio ha sido descrito en estudios
globales como una variante poco frecuente y detectada de manera esporadica en periodos
mas recientes, con prevalencias muy bajas (Lamichhane et al., 2025; Wilkins et al., 2023), y
sin evidencia actual de un impacto claro en la neutralizacidon por anticuerpos monoclonales.
De manera concordante, analisis mas recientes han sefialado su presencia ocasional en

muestras previas a la introduccioén de nirsevimab, pero sin asociacién conocida a escape o
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disminucién de sensibilidad (Lamichhane et al., 2025). Con respecto a la mutacion N2768S,
la cual se ubica dentro del sitio antigénico II de la proteina F, no mostrd asociacion con escape
a anticuerpos monoclonales. Aunque esta sustitucion fue descrita inicialmente en un caso de
falla a palivizumab (Abou-El-Hassan et al., 2019), estudios posteriores demostraron que
N276S ocurre de forma natural y no confiere resistencia en ensayos de neutralizacion
(Oliveira et al., 2015). Esto coincide con nuestros resultados, donde la cepa portadora de
N276S mostré alta sensibilidad frente a todos los anticuerpos evaluados, incluido
motavizumab. La mutaciéon M447V corresponde a una variacion presente en la referencia
historica del VSRh-A (NC 038235) y no tiene implicaciones antigénicas conocidas.
Ademas, el epitopo de clesrovimab se mantiene altamente conservado, con 99.8% de
identidad en mas de 15,000 secuencias de VSRh depositadas en GenBank (Fridman et al.,
2025). En el caso de RSV-B, las sustituciones Q209K y 1206M/Q209R presentes en el sitio
antigénico @ no confieren resistencia; por el contrario, aumentan la afinidad del anticuerpo
monoclonal. Estudios recientes muestran que estos cambios refuerzan las interacciones
electrostaticas entre el epitopo y nirsevimab, lo que se traduce en una potenciacion de la

capacidad neutralizante frente a este subgrupo viral (Ahani et al., 2023; Okabe et al., 2025)

Para la cepa aislada VSRh-A panamefia también evaluamos si variaciones en la glicosilacion
podian modificar el procesamiento del péptido p27. La mutaciéon A122T, ubicada dentro de
esta region y potencialmente asociada a la ganancia de un sitio de N-glicosilacion en N120,
no alterd el patrén de escision de la proteina F: las formas FO, F1+p27 y F1 fueron
indistinguibles de las de los controles. Este resultado coincide con evidencia previa que
indica que las glicosilaciones de p27 no afectan el corte por furina ni la maduracion de F

(Rezende et al., 2023).
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2.3 Dinamica evolutiva, diversidad gendomica y evaluacion de la conservacion

antigénica del VSRh en Panama durante el periodo 2018-2024.

Resultados publicados en: Genomic Insights Into Respiratory Syncytial Virus
Circulation Patterns And Neutralization By Anti-F Monoclonal Antibodies In Panama
(2018-2024)
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ABSTRACT

Background: Respiratory syncytial virus (RSV) is a leading cause of lower respiratory tract infections and hospitalization in
infants and children. Whole genome sequencing (WGS) plays a critical role in understanding the evolution and epidemiology of
RSV. Limited studies have been conducted in Central America and the Caribbean, and none have specifically focused on line-
ages involved in recent outbreaks. Furthermore, no assays currently exist to evaluate the sensitivity of the RSV fusion protein to
monoclonal antibodies.

Methods: In Panama, an epidemiological surveillance system tracks RSV activity through the collection of nasopharyngeal
samples from patients with acute respiratory infections. Between January 2018 and July 2024, 303 RSV-positive samples were
analyzed by RT-qPCR. RSV-B was the dominant subgroup in 2018, but following years had alternating dominance between
RSV-A and RSV-B. Of the 303 samples, 115 underwent WGS. Additionally, neutralization assays were done using different Anti-F
Monoclonal Antibodies.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,
provided the original work is properly cited.

© 2025 The Author(s). Influenza and Other Respiratory Viruses published by John Wiley & Sons Ltd. 100
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Results: In RSV-A, 11 lineages were identified, with 3 to 5 cocirculating during each annual outbreak, and a shift in predom-
inance from A.D.1 (2019) to A.D.5.2 (2023-2024). In RSV-B, two lineages circulated: B.D.4.1.1 (2018-2020) and its descendant
B.D.E.1, which predominated from 2021 onward. Several monoclonal antibodies, including nirsevimab's precursor MEDI8897%,

effectively neutralized the RSV strains in neutralization assays.

Conclusions: Although Panama has not yet implemented a preventive therapy for RSV, this step could modify outbreak dynam-
ics. The findings from this study provide a baseline reference prior to the implementation of preventive therapies against RSV in

Panama and the region, facilitating the assessment of potential changes in the evolutionary dynamics of the virus.

1 | Introduction

Human respiratory syncytial virus (RSV) is the leading cause
of severe acute respiratory infections (SARIs) in children world-
wide. In Panama, RSV accounts for 21% of acute respiratory in-
fections in children under 2years of age, the highest incidence
among respiratory viruses, with 10% of these cases requiring
hospitalization [1].

RSV belongs to the Pneumoviridae family, Orthopneumovirus
genus. It is an enveloped virus with a nonsegmented, negative-
sense, single-stranded RNA genome of approximately 15.2kb
[2]. The genome consists of 10 genes encoding 11 proteins:
nine structural and two nonstructural proteins. RSV has
two antigenic subgroups, RSV-A and RSV-B, which were ini-
tially subdivided into several genotypes based on the attach-
ment glycoprotein (G) gene [3]. Previous RSV surveillance in
Panama (2008-2012), based on the G attachment glycopro-
tein sequence, identified the predominance of the GA2 gen-
otype and the emergence of the ON1 variant (characterized
by a 72-nucleotide insertion) in the RSV-A subgroup. Despite
the observed genetic variability, the G protein remained anti-
genically stable [4]. In the RSV-B subgroup, this surveillance
reported the emergence of the BA14 genotype [5]. More re-
cently, with the advancement of next-generation sequencing
platforms and bioinformatics analyses, and with the aim of
standardizing classification and strengthening molecular
surveillance, new classification systems for RSV have been
proposed. These systems are based on phylogenetic associa-
tions derived from whole genome analysis [6, 7] and also in-
corporate information on amino acid signatures, proposing
a transition from genotypes to lineages [8]. In Panama, com-
prehensive genomic data on circulating RSV strains are still
lacking, and in fact, as of December 2024, genomic data from
Central America and the Caribbean remain limited, repre-
senting less than 0.5% of all RSV genome submissions on the
GISAID platform [9]. This scarcity of data hinders our ability
to draw robust conclusions about RSV evolutionary dynam-
ics in the region, especially in the context of the COVID-19
pandemic, which globally reduced RSV transmission and may
have influenced viral diversity and selection [10, 11].

With the imminent implementation of preventive treatment
against RSV in Panama and in other countries of the region
[12-14], monitoring the genomic evolution will be decisive in
the context of public health. Particularly important is track-
ing the evolution of the fusion F protein, the primary target for
monoclonal antibodies (mAb) and vaccines [15]. The F protein

contains six antigenic sites (@, I-V) that have been widely stud-
ied [16, 17], which has enabled the development of neutralizing
mADbs as a preventive treatment. Palivizumab was the first mAb
authorized for RSV prophylaxis, and it targets antigenic site II
[18]. The recently approved nirsevimab targets the @ site and
has a half-life of 150days [19, 20]. Another novel mAb is cles-
rovimab (MK-1654), currently in the final stages of approval.
It binds to the highly conserved antigenic site IV of the RSV F
protein, emerging as an innovative tool for immunoprophylaxis
[15, 21].

In this study, we present the first comprehensive analysis of
RSV genomic evolution in Panama spanning the years 2018 to
2024. In addition, we integrate molecular epidemiology data
with neutralization assays against the RSV F protein, demon-
strating that the circulating lineages are sensitive to recently
approved, preventive monoclonal antibodies. These findings
not only advance local understanding but also provide critical
insights for Central America, the Caribbean, and the global
context, particularly regarding the implementation of RSV
immunization strategies.

2 | Materials and Methods
2.1 | Ethics Statement

This study was approved by the Ethics Committee of the
Gorgas Memorial Institute for Health Studies, Panama City,
Panama (219/CBI/ICGES/22 and amendment 300/CBI/
ICGES/24).

2.2 | Epidemiological Surveillance System
in Panama

Respiratory virus surveillance in Panama, established since
1976 [22], is currently conducted through the National
Epidemiological Surveillance System for influenza-like ill-
ness (ILI) syndrome and SARIs. This system managed by the
Ministry of Health includes 18 sentinel sites across the country:
8 for ILI and 10 for SARI (Figure 1) [23]. Each week, sentinel
sites collect at least five nasopharyngeal swab (NPS) samples
from suspected ILI and SARI cases, to be send to the sentinel
laboratories or to the National Influenza Center at the Gorgas
Memorial Institute in Panama City [23]. This surveillance sys-
tem seeks to ensure demographic representativity by including
samples from all provinces in the country, temporal diversity
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FIGURE 1 | (A) A geographic map of Panama is presented, showing the location of the institutions that collect samples for the National
Epidemiological Surveillance System. This system consists of 18 sentinel sites, some of which have sentinel laboratories. Additionally, the location
of the National Influenza Center, which is located in the MA&P area, is shown. (B) Respiratory virus surveillance by the National Epidemiological
Surveillance System using real-time RT-qPCR. During 2020, with the onset of the COVID-19 pandemic, the system focused on detecting SARS-
CoV-2, adopting universal surveillance. However, the monitoring of other respiratory viruses in samples from sentinel sites continued. (C) RT-qPCR
Ctvalues of samples analyzed in this study of each RSV subgroup and selected for WGS. (D) RSV subgroup annual seasonality from 303 RSV-positive
samples using real-time RT-PCR. The graphs were plotted in Jump Statistical Software 18.0.1. MA&P indicates metropolitan area and its periphery;
Pma, Panama; SMg, San Miguelito; Ajn, Arraijan; LCh, La Chorrera; RSV, respiratory syncytial virus; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2; RSV-A, respiratory syncytial virus subgroup A; RSV-B, respiratory syncytial virus subgroup B.

with sample collection throughout the entire season, and pop-
ulation diversity through the sampling of different age-groups
and health conditions, covering both outpatient and hospital-
ized cases [23].

2.3 | Clinical Samples, Viral RNA Extraction,
and RT-qPCR

Between January 2018 and July 2024, a total of 303 RSV clinical
samples were retrospectively retrieved from the surveillance sys-
tem biobank for further subgroup characterization and genome
sequencing. The samples include 25 from 2018, 76 from 2019 to
20, 15 from 2021, 65 from 2022, 64 from 2023, and 58 from 2024.
Total RNA was extracted using KingFisher Flex (Thermo Fisher
Scientific, Rocklin, CA, USA), and RSV subgroup was identified
by RT-qPCR as previously described [24]. From them, a total 115

specimens with Ct <28 were selected for further analysis, to en-
sure genome recovery.

2.4 | Whole Genome Sequencing (WGS)

WGS was performed as previously described [25]. Briefly, cDNA
was generated using the SuperScript IV First-Strand Synthesis
System (SSIV, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) with four
RSV forward primers. Four independent PCR reactions were
performed using Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix kit (New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA) to generate four overlap-
ping amplicons of approximately 4kb length, spanning the com-
plete RSV genome. Amplicons were verified on a 1% agarose
gel, pooled, and used for library prep using Nextera XT library
kit (Illumina, USA cat. FC-131-1096). Libraries were sequenced
with a 2x250 paired-end run on an Illumina MiSequSSquencer.
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2.5 | Next-Generation Sequencing Analysis

We filtered FASTQ files for reads with average quality score
above Q30 and minimum length 200bp using Fastp (S. [26]).
Complete genomes were generated by mapping the filtered
FASTQ against the references RSV-A GenBank accession
number ON237358.1 or RSV-B GenBank accession number
ON237214.1 using gencomvariable v.2.0 pipeline (https://github.
com/AAMCgenomics/gencomvariable.git).

2.6 | Phylogenetic Analysis

Complete reference genomes of RSV-A and RSV-B were down-
loaded from the RSV Genotyping Consensus Consortium
(https://github.com/rsv-lineages) accessed on August 26, 2024
(supplemental material), and the sequences were compiled ac-
cording to subgroups and then aligned using MAFFT v7.490
[27] and visualized with Aliview v.1.28 [28]. The best nucleotide
substitution model was evaluated with ModelFinder [29], and
the maximum likelihood phylogenetic trees were inferred using
IQ-TREE v2.2.0 [30, 31]. Branch support was assessed by 1000
ultrafast bootstrap iterations [31]. Trees were visualized with
FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

2.7 | Viral Isolation

A total of 115 clinical samples selected for RSV whole genome
sequencing (Ct<28) were aliquoted and diluted in Dulbecco's
modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 2% in-
activated fetal calf serum (FCS) and used to infect HEp-2 cell
monolayers in 12-well plates as previously described [32]. In the
absence of cytopathic effect, cultures were subjected to up to five
serial passages. When cytopathic effect was observed, cells were
scraped into the medium, and the suspension was stored in lig-
uid nitrogen. The presence of cytopathic effect was confirmed as
RSV infection by RT-qPCR.

2.8 | Neutralization Assay

Neutralization assays were performed to determine the half-
maximal inhibitory concentration (IC,,) of three highly potent
neutralizing antibodies: MEDI8897* (parental nirsevimab) [20];
motavizumab, a derivative of palivizumab with enhanced neu-
tralizing potency [33, 34]; and AM14 [35], which binds to F pro-
tein similarly to Clesrovimab. As an irrelevant control, the anti-F
metapneumovirus antibody MF14 [36] was included. The anti-
bodies were tested against Panamanian viral strains that were
isolated and previously characterized by WGS. Additionally, an
RSV-A strain (NCBI Reference Sequence: NC_038235.1) and an
RSV-B strain (MF443150.1) were included as controls.

The assay was performed in two replicates, in which various di-
lutions of the mAbs in DMEM supplemented with 2% inactivated
FCS were incubated with 100 focus-forming units (FFUs) of RSV
isolates at room temperature for 30min. Then, 150uL of these
mixtures was used to infect 5x 10* HEp-2 cells in 96-well plates.
After 48h at 37°C with 5% CO,, the supernatant was removed, and
the cells were fixed with cold methanol and 2% H,0,. For viral

antigen detection, a cocktail of murine mAbs against G protein
(021/1G and 021/21G) [37] and F protein (47F, 101F, 56F, and 2F)
[38, 39] was used. The labeled FFUs were stained using an im-
munohistochemistry assay with HRP-conjugated goat anti-mouse
IgG (1:500 in 1% BSA) as the secondary antibody. For visualiza-
tion, 750uL of 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) was used as the
substrate (20mg of AEC, Sigma-Aldrich; dissolved in 6 mL of 100%
DMSO), prepared in 12mL of 0.05 M citrate—phosphate buffer with
25uL of 30% H,0,. The reaction was incubated for at least 2h at
room temperature, protected from direct light. Finally, the FFUs
were counted under an inverted microscope.

IC,, values were calculated by fitting experimental data to a
four-parameter sigmoidal equation (4PL) using Microsoft Excel
[40] (supplemental material).

3 | Results

3.1 | Epidemiology of RSV in Panama From 2018
to 2024

From January 2018 to July 2024, Panama Epidemiological
Surveillance System detected 5702 cases of RSV infection in pa-
tients of all ages, representing 39.5% of the viruses identified during
this period, excluding SARS-CoV-2 cases (Figure 1). The male-to-
female ratio among these cases was 58.1%, and the ratio of hos-
pitalized to outpatient cases was 67.0%, including one fatal case.
Age distribution of cases was as follows: <1year (55.8%), 1-4years
(35.6%), 5-50years (6.6%), and > 50years (1.3%) (Table 1). A total
of 56.4% of the samples came from the metropolitan area and
its periphery (MA&P), which in this study includes the districts
of Panama, San Miguelito, Arraijan, and La Chorrera (Table 1).
These four districts are among the most populated in the country
and share a close social dynamic characterized by constant ex-
change due to commerce, work, and education [41].

Respiratory virus incidence in Panama is recorded year-round,
with influenza virus, RSV, rhinovirus, and, more recently,
SARS-CoV-2 representing the predominant circulating patho-
gens (Figure 1). RSV case detection typically increases during
the rainy season, which spans the second half of the year
(Figure 1). However, in 2020, RSV circulation was disrupted
due to the implementation of strict mitigation measures to con-
tain the spread of SARS-CoV-2, including the use of face masks,
social distancing, and school closures. The samples collected in
2020 were detected during the first 3months of the year, prior to
the onset of the COVID-19 pandemic, and are therefore linked to
the 2019-2020 RSV outbreak (Figure 1). However, in 2021, the
relaxation of COVID-19 mitigation measures led to a resurgence
of RSV cases, with detection occurring throughout the entire
year (Table 1). The subset of samples that underwent genome se-
quencing (Ct < 28) did not differ in demographic characteristics
from the original cohort (Figure 1) (Table S1).

3.2 | Predominance and Dynamics of Subgroups
and Lineages

From 2018 to 2024, the RSV-A and the RSV-B subgroups alter-
nated the predominance in the epidemic outbreaks in Panama
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TABLE1 | RSV-positive samples by subgroup (A and B), and patient characteristics during the epidemic outbreaks from 2018 to 2024 in Panama.
RSV—epidemic outbreaks
Total Total
2018 2019-2020 2021 2022 2023 2024 RSV-A  RSV-B Total (%)
A B A B A B A B A B A B

Total 10 15 56 20 0 15 60 31 33 51 208 95 303 (100)
Gender
Male 6 6 31 9 0 10 34 2 19 24 30 5 120 56 176 (58.1)
Female 4 9 25 11 0 5 26 3 12 8 21 2 88 38 126 (41.6)
N/A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1(0.3)
Clinical status*
Hospitalized 10 15 53 17 0 4 7 2 21 18 48 7 139 63 202 (66.7)
Outpatient 0 0 3 2 0 11 53 3 9 13 3 0 68 29 97 (32.0)
Deceased 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1% 1(0.3)
N/A 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 1 2 3(1.0)
Patient age*, years
<1 9 13 38 16 0 4 28 2 14 15 27 3 116 53 169 (55.8)
1-4 1 2 17 4 0 8 24 3 9 14 22 4 73 35 108 (35.6)
5-50 0 0 1 0 0 2 6 0 6 3 2 0 15 5 20 (6.6)
>50 0 0 0 0 0 1 0 0 2 1 0 0 2 2 4(1.3)
N/A 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2 0 2(0.7)
Geographic area
MA&P 5 5 17 6 0 9 50 4 21 10 38 6 131 40 171 (56.4)
Rest of the 5 10 39 14 0 6 10 1 10 23 13 1 77 55 132 (43.6)

country

Note: Number of samples analyzed by RT-PCR for each epidemic outbreak studied: 2018 (N =25), 2019-20 (N=76), 2021 (N=15), 2022 (N=65), 2023 (N=64), 2024

(N=58).

Abbreviation: RSV, respiratory syncytial virus; A, RSV subgroup A; B, RSV subgroup B; N/A, information not available; MA&P, metropolitan area and its periphery.
*In 2021 and 2022, the majority of recorded patients were outpatient cases, including some individuals older than 5Syears old likely due to the focus on COVID-19
diagnostics, with samples primarily from ILI sentinel units. However, the RSV surveillance has been historically biased toward the hospitalized pediatric population.
**Six-month-old patient; no further information about clinical status or comorbidities could be obtained.

(Figure 1). However, in 2021, the number of samples analyzed
was limited, and all of them corresponded to RSV-B. We found
no association between subgroups and patient gender, clinical
status, or age (Fisher's exact test, p>0.1). However, we found an
association between subgroups and geographic zones (Fisher's
exact test, p=0.0011), which was driven by the cases during
2023 (Fisher's exact test, p=0.0056), suggesting that there was
an opposite subgroup predominance in MA&P region compared
with the rest of the country in the 2023 season. In this epidemic
outbreak, 67.7% of RSV-A cases were concentrated in MA&P,
whereas similarly, 69.7% of RSV-B cases were located in the rest
of the country.

Phylogenetic analysis of subgroup A genomes identified 11 dis-
tinct RSV-A lineages, with evidence of cocirculation of three to
five lineages during each annual outbreak (Figure 2).

Several RSV-A lineages detected prior to the COVID-19 pan-
demic, including A.D.2.2, A.D.2.2.1, and A.D.5, were not
identified in samples collected after 2020. In turn, subgroup
B phylogenetic analysis showed the circulation of two RSV-B
lineages: B.D.4.1.1 in 2018 and 2019-2020, and since 2021, the
descendant lineage B.D.E.1 was detected cocirculating and pre-
vailing to B.D.4.1.1 (Figure 2).

Geographical analysis of lineage distribution revealed that lin-
eages A.D.1.7, A.D.3.2, A.D.3.3, A.D.5.2, and B.D.E.1 were ini-
tially identified in the metropolitan area and Panama (MA&P)
(Figure 3) (Table S2), which is the most densely populated area.
This area may serve as a focal point for the introduction and sub-
sequent spread of the lineages. We found geographically limited
transmission for some lineages within RSV-A and RSV-B lineages
(chi-square test, p=0.033 and p=0.0001, respectively) (Table S3).
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FIGURE 2 | Maximum likelihood phylogenetic trees of the complete genomes of RSV-A (A) and RSV-B (B) grouped with reference strains. The
RSV genomes from Panama are highlighted with circles ranging from light gray (2018) to dark red (2024) at the tips of the branches. The RSV sub-
groups are represented by the colors of the tree branches. The scale bar indicates nucleotide substitutions per site. Inside the box, stacked bar graphs
for RSV-A (C) and RSV-B (D) represent the RSV lineages identified during the study year, with the label on each bar corresponding to the number of
genomes obtained. Maximum likelihood phylogenetic trees based on the Fusion protein gene are presented in Figure S1. The graph was plotted in
Jump Statistical Software 18.0.1. RSV-A indicates respiratory syncytial virus subgroup A; RSV-B, respiratory syncytial virus subgroup B.

The 13 RSV lineages found in the study were detected in chil-
dren under Syears of age, but only five lineages in individuals
older than 5years old (Table S4). For RSV-A lineages, the chi-
square test did not reveal a significant association with hospi-
talization (p =0.091; Table S3). Within the RSV-B subgroup, the
B.D.4.1.1 lineage was predominantly associated with hospital-
ized cases (Fisher's exact test, p=0.004) and was also detected
in the single deceased patient, whereas the B.D.E.1 lineage was
more frequently observed in outpatient cases.

3.3 | Sensitivity of Current RSV Strains to
Monoclonal Antibodies

To assess the sensitivity of RSV strains detected in Panama
to mAbs MEDI8897* motavizumab, and AM14, we success-
fully isolated 18 RSV-A from different lineages (one A.D.,
thirteen A.D.1, three A.D.3, and one A.D.3.2) and one RSV-B
(B.D.4.1.1). Unfortunately, it was not possible to obtain vi-
able isolates from all detected lineages, which limited the

scope of the neutralization assays, also representing a pend-
ing aspect that should be addressed in future studies. The
RT-qPCR Ct values of the NPS from which viral isolation
was achieved ranged between 16.8 and 24.8, with a median
of 20.8 (Table S5). We aimed to include strains representing
the greatest genetic diversity; however, due to the inher-
ent limitations of RSV isolation, only representative strains
from clades A. D, A.D.1, A.D.3.2, A.D.3, and B.D.4.1.1 could
be obtained for further analysis. The selected strains were
hRSV/A/Panama/ICGES-215/2018 (A.D), hRSV/A/Panama/
ICGES-45/2022 (A.D.1), hRSV/A/Panama/ICGES-42/2022
(A.D.3.2), hRSV/A/Panama/ICGES-147/2023 (A.D.3), and
hRSV/B/Panama/ICGES-114/2019 (B.D.4.1.1) (Figure 2). All
five isolates exhibited significant sensitivity to the mAbs, but
especially to MEDI8897* with an IC,, range of 0.30-6.99 ng/
mL, 6.56-14.97ng/mL for AM14, and 13.15-69.79 ng/mL for
motavizumab (Table 2) (Figure S2).

Interestingly, RSV-B hRSV/B/Panama/ICGES-114/2019
(lineage B.D.4.1.1) demonstrated the highest sensitivity to
105
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TABLE 2 | Determination of IC,, of mAbs (ng/mL) targeting the F protein of RSV in Panamanian RSV strains isolated from 2018 to 2023.

Monoclonal antibodies (mAbs)

Strain name MEDI8897* AM14 MOTAVIZUMAB
hRSV/A/Panama/ICGES-215/2018 (A.D.) 2.55 6.56 13.15
hRSV/A/Panama/ICGES-45/2022 (A.D.1) 6.99 11.19 35.30
hRSV/A/Panama/ICGES-42/2022 (A.D.3.2) 6.41 10.27 69.79
hRSV/A/Panama/ICGES-147/2023 (A.D.3) 5.85 14.97 49.85
hRSV/B/Panama/ICGES-114/2019 (B.D.4.1.1) 0.30 12.10 41.66
hRSV/A/A2 strain (control) 1.22 7.00 25.84
hRSV/B/GM3.5/Spain (control) 3.15 4.52 35.87

Note: RSV lineage for each strain is detailed between parentheses. The statistical analysis of the Panamanian isolates showed that MEDI8897* had an IC,, (ng/
mL) average of 4.42ng/mL (95% confidence interval [CI], 0.85-7.99). In turn, AM14 showed an IC, of 11.02ng/mL (95% CI, 7.23-14.81), and motavizumab

an IC,, of 41.95ng/mL (95% CI, 16.27-67.63). The irrelevant control MF14 (anti-F metapneumovirus) showed an IC,,> 1666 ng/mL. Control strains included
were RSV-A A2 (NC_038235.1, genotype A2, lacking the 72-nt insertion in the G gene) and RSV-B GM3.5/Spain (MF443150.1, genotype BA, carrying the 60-
nt insertion in the G gene).

Abbreviation: IC,, half-maximal inhibitory concentration.
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MEDI8897%, with an IC, of 0.30ng/mL. RSV-A strains showed
slight variability in sensitivity to MEDI8897%, with IC, values
ranging from 2.55ng/mL for hRSV/A/Panama/ICGES-215/2018
(A.D) to 6.99ng/mL for hRSV/A/Panama/ICGES-45/2022
(A.D.1) (Table 2).

A detailed analysis of the F protein sequence in isolated RSV-A
strains revealed amino acid substitutions at the binding sites
compared with the NCBI GenBank reference strain (accession
number NC_038235). No substitutions were observed in the
nirsevimab binding site. In the motavizumab binding site, the
strains hRSV/A/Panama/ICGES-215/2018, hRSV/A/Panama/
ICGES-45/2022,and hRSV/A/Panama/ICGES-147/2023 showed
the N276S substitution. By contrast, the strain hRSV/A/Panama/
ICGES-42/2022 regained the asparagine at this position, high-
lighting its importance as a lineage-defining amino acid [8]. In
the clersovimab binding site, which is similar to that of AM14,
all RSV-A strains shared the M447V substitutions. Furthermore,
multiple substitutions were identified in other regions of the F
protein, including L4P, A8T, T16A, F20L, G25S, P102A, T103A,
N1058S, A122T, K124N, V139G, V1521, L178V, 1379V, and S540A.
Moreover, T12I was detected in the strains hRSV/A/Panama/
ICGES-42/2022 and hRSV/A/Panama/ICGES-147/2023, under-
scoring its relevance in this lineage (lineage-defining amino
acid) [8]. A comparison of these findings with current GISAID
reference strains is provided in Table S5.

On the other hand, the RSV-B strain hRSV/B/Panama/
ICGES-114/2019 exhibited a distinct pattern of amino acid sub-
stitutions when analyzed against the NCBI GenBank reference
strain (accession number NC_001781). In the nirsevimab bind-
ing site, the substitutions 1206M and Q209R were identified,
whereas no changes were observed in the motavizumab bind-
ing site or the clersovimab binding site. In other regions of the
F protein, additional substitutions were detected, including L8S,
F45L, A103V, L172Q, S173L, K191R, N234T, and T529A, which
could be associated with specific adaptations of this strain. The
amino acid sequence of the analyzed Panamanian RSV-B strain
is 100% homologous to the F protein of the hRSV/B/Australia/
VIC-RCHO056/2019 strain (EPI_ISL_1653999), with the latter
being the EpiRSV reference (GISAID) (Table S5).

4 | Discussion

This study offers a detailed overview of RSV genotypic and
phenotypic characteristics in Panama over the last 7years. Our
findings reveal alternating predominance between RSV-A and
RSV-B subgroups, the emergence and cocirculation of diverse
lineages, and high sensitivity of current RSV strains to mono-
clonal antibodies, including MEDI8897%, a nirsevimab paren-
tal. Our study underscores the RSV epidemiology and potential
responses to emerging prevention strategies, particularly as
Panama is a critical global trade hub and tourism destination,
which may affect viral introductions and circulation.

The National Epidemiological Surveillance System has re-
corded, between 2018 and 2024, a significant incidence of
cases attributed to RSV, with clearly identified annual epi-
demic outbreaks. These outbreaks have historically been asso-
ciated with the rainy season in tropical climates [42], which is

consistent with the climate of our country and with the find-
ings of this study. In March 2020, following the confirmation
of the first COVID-19 case in Panama, the government imple-
mented strict containment measures, such as school closures,
social distancing, and curfews [43]. As also happened in other
countries, these interventions had the additional effect of dis-
rupting the transmission of other respiratory viruses, except
for rhinovirus [44, 45]. However, RSV resurged in Panama in
2021, with year-long detections, as was also reported in other
regions [46, 47]. This shows the sensitivity of RSV epidemiology
to changes in social behavior and highlights the importance of
maintaining an active viral surveillance systems, even in the
context of pandemic-related disruptions. The metropolitan area
of Panama City, a densely populated region and a focal point for
international travel through its airport and the Panama Canal,
showed the most diverse RSV circulation, suggesting a connec-
tion between population density, travel, and viral introductions.
Comparable patterns have been documented in urban centers
worldwide, where newly emerging RSV lineages are typically
introduced in densely populated urban areas prior to dissemi-
nation into peripheral or less populated regions [48]. This ob-
servation also aligns with previous studies suggesting that RSV
transmission and geographic spread are predominantly driven
by air travel [49].

We observed an alternating pattern of annual subgroup replace-
ment between RSV-A and RSV-B. This phenomenon has been
documented in other regions of the world [50, 51]. Such sub-
group replacement patterns may be attributed to antigenic drift
inducing viral fitness, or fluctuations in population immunity
following previous outbreak [25]. Our study found that RSV-B
predominated in 2021, likely due to the introduction the B.D.E.1
lineage. The predominance would be also favored by reduced
viral exposure during the pandemic [52, 53]. Conversely, in
2022, RSV-A became the predominant subgroup. This shift may
be linked to herd immunity from prior RSV-B outbreak [25].
Notably, different patterns have been reported in other regions
of the world: in Europe, RSV-A predominated in 2021, whereas
RSV-B predominated during the 2022/2023 epidemic [54-56].
However, in New Zealand, immediately after the pandemic
(2021), both subgroups re-emerged simultaneously without a
clear predominance [10]. These observations, in concordance
with previous reports [24], highlight that the distribution of RSV
subgroups may vary according to the region.

Overall, our observations regarding the lineages detected in the
last six epidemic outbreaks in Panama are consistent with re-
ports globally [11, 57-59]. These studies have documented that
the reintroduction of RSV following preventive measures against
COVID-19 showed a gradual recovery of transmission patterns,
with a postpandemic predominance or significant presence
of the A.D.1 and AD.5.2 lineages in RSV-A, and B.D.4.1.1 and
B.D.E.1 in RSV-B. Moreover, our study showed that RSV-A had
greater genetic diversity than RSV-B, as evidenced by the higher
number of cocirculating lineages. This observation aligns with
reports of RSV-A exhibiting a substantially greater variety of lin-
eages in circulation compared with RSV-B across multiple coun-
tries over several years [49].

In addition, an association was observed between the RSV-B lin-
eage B.D.4.1.1 and increased hospitalization rates,liblc71uding its
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identification in a fatal case of RSV infection. Although more
research is needed to definitively link RSV lineages with dis-
ease severity, studies have found that specific postpandemic
RSV strains have been associated with greater clinical severity
[55, 60]. Therefore, understanding these associations between
RSV subgroups driven by different lineages is essential for antic-
ipating public health burdens in future RSV seasons and devel-
oping targeted interventions.

The sensitivity of RSV strains to three monoclonal antibod-
ies—MEDI8897* (parental nirsevimab), motavizumab, and
AM14—was also evaluated. Promisingly, all tested RSV
strains, regardless of lineage, were highly sensitive to these
antibodies. Additionally, the IC,, values obtained in our study
are very similar and comparable with those reported in pre-
vious studies, supporting the high potency of these antibod-
ies in neutralizing the virus [20]. Although strains with up to
20 substitutions in the F protein compared with the reference
strain were identified (Table S5), the antigenic sites targeted
by the studied mAbs remained highly conserved. This is con-
sistent with a previous report indicating that, between 2015
and 2021, the nirsevimab binding site remained highly con-
served in RSV-A (100%) and in 88% of the positions in RSV-B.
Similarly, the key antigenic sites (@ and II) remained stable
throughout the entire study period (1956-2021), highlighting
the relevance of these sites in the efficacy of monoclonal an-
tibodies [61]. Notably, the hRSV/B/Panama/ICGES-114/2019
strain from the lineage B.D.4.1.1 showed the highest sensi-
tivity to nirsevimab, with an IC; of 0.30ng/mL. This high
susceptibility is attributable to the 1206 M and Q209R substitu-
tions located in antigenic site & of the F protein. Recent studies
suggest that these substitutions enhance electrostatic interac-
tions between the antigenic site and nirsevimab, significantly
improving its viral neutralization capacity [62]. The fact
that lineages such as B.D.4.1.1, which were associated with
increased hospitalizations and a fatal case in our study, are
highly susceptible to nirsevimab suggests that susceptibility
to monoclonal antibodies may be independent of any potential
correlation with disease severity. However, it is important to
highlight that the B.D.4.1.1 lineage detected in this study in
2023 once again has a Glutamine at position 209. Additionally,
the B.D.E.1 strains present an S211N substitution (a lineage-
defining amino acid) [8]. The absence of B.D.E.1 isolates could
be due to a low amount of viable virus in the clinical samples
and/or specific characteristics of this lineage that may hinder
its isolation. Despite these recent substitutions, previous stud-
ies confirm that RSV-B strains remain sensitive to nirsevimab
[62]. These findings suggest that the implementation of nir-
sevimab, or another preventive treatment with proven safety
and efficacy, could be highly effective in Panama, particularly
in preventing severe cases and deaths associated with RSV.

The effectiveness of these antibodies, combined with genomic
surveillance, will be critical in predicting the future success
of RSV vaccines and therapeutic interventions. As monoclonal
antibodies and vaccines are rolled out in Panama and other
regions, active viral genomic surveillance will be essential to
predict their effectiveness to fight RSV, and at the same time
evaluate whether and how their implementation in Panama and
globally might pressure RSV evolution.

5 | Conclusions

This study provides a comprehensive analysis of RSV evolu-
tion in Panama over the past 7years. Our results reveal con-
siderable genetic diversity in RSV-A compared with RSV-B,
with the cocirculation of multiple lineages in each annual out-
break. In addition, the impact of the COVID-19 pandemic on
RSV circulation in 2020 is evident, along with atypical season-
ality in 2021 and the emergence and replacement of lineages
in subsequent years. All tested RSV strains were neutralized
by monoclonal antibodies, especially by the parental anti-
body of nirsevimab, which highlights the potential of these
treatments to reduce RSV disease severity. However, the in-
terpretation of these findings should consider certain study
limitations, particularly the restricted availability of clinical
samples and the challenges in obtaining isolates representa-
tive of all circulating lineages. Continuous surveillance and
molecular characterization of these strains are essential, es-
pecially when preventive interventions are implemented, and,
in a hypothetical worst-case scenario, variants with immune
escape mechanisms could emerge.
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Supporting Information

Additional supporting information can be found online in the
Supporting Information section. Table S1: RSV genomes obtained, dis-
tributed by epidemic outbreak (2018 to 2024), antigenic subgroup, and
demographic characteristics of patients in Panama. Table S2: Clinical
and demographic characteristics of RSV-positive cases (2018-2024)
sequenced by WGS and grouped by epidemic outbreak and lineage
found. Table S3: Statistical Association Between RSV Lineages and
Demographic Characteristics Using Chi-Square Test of Independence.
Table S4: RSV lineages involved in the 2018-2024 epidemic outbreaks
based on the clinical and demographic characteristics of the patients.
Table S5: Information about the RSV strains isolated and those selected
for the neutralization assay with mAbs. Figure S1: Maximum likeli-
hood phylogenetic trees of Fusion gen of RSV-A and RSV-B grouped
with reference strains. RSV genomes from Panama are highlighted
with circles ranging from light red (2018) to dark red (2024) at branch
tips. RSV subgroups are represented by the colors of the tree branches.
The isolated strains subjected to neutralization assays (NT) against the
F protein are indicated in the tree. The scale bar indicates nucleotide
substitutions per site. RSV-A, RSV subgroup A; RSV-B, RSV subgroup
B; NT, neutralization test. Figure S2: Determination of IC50 values for
RSV isolates. Each graph corresponds to a specific strain, indicated at
the top of each plot. Neutralization assays were performed using mono-
clonal antibodies (mAbs), with their respective concentrations (ng/mL)
shown on the x-axis. The y-axis represents the number of FFU counted
in each well. mAbs are color coded as follows: MEDI8897* (turquoise),
AM14 (magenta), motavizumab (blue), and MF 14 (green). IC50 values
were calculated by fitting the experimental data to a four-parameter
logistic (4PL) equation using Microsoft Excel (Sebaugh, 2011). hRSV,
human respiratory syncytial virus; FFU, focus-forming units; mAbs,
monoclonal antibodies; ng, nanograms; mL, milliliters.

NOTA: EL MATERIAL SUPLEMENTARIO DE ESTE ARTICULO CIENTIFICO SE INCLUYE EN
LOS ANEXOS DE ESTA TESIS.
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DISCUSION (Periodo 2018-2024)

Este estudio proporciona una vision detallada de las caracteristicas genotipicas y fenotipicas
del VSRh en Panama durante los ultimos afios, evidenciando la alternancia en la
predominancia de los subgrupos VSRh-A y VSRh-B, la emergencia y co-circulacion de
diversos linajes, asi como una alta sensibilidad de las cepas circulantes frente a anticuerpos
monoclonales, incluyendo MEDI8897* (Nirsevimab parental). Los patrones observados
reflejan la epidemiologia del VSRh en un pais con alta conectividad internacional, lo que

puede influir en la introduccion y diseminacion viral .

Entre 2018 y 2024, se registraron brotes epidémicos anuales asociados a la temporada
lluviosa, en concordancia con lo descrito para climas tropicales (Weber et al., 1998). Las
medidas implementadas durante la pandemia de COVID-19 alteraron la circulacion de virus
respiratorios, incluyendo el VSRh, que resurgié en 2021 con detecciones a lo largo del afio
(Abu-Raya et al., 2023; Agha & Avner, 2021; Franco et al., 2021). Este comportamiento
resalta la influencia de los cambios en la dinamica social sobre la epidemiologia viral.
Asimismo, la mayor diversidad observada en el area metropolitana sugiere un vinculo entre
densidad poblacional, movilidad y multiples introducciones virales, en linea con reportes

globales (Langedijk et al., 2024; Zheng et al., 2021).

Se identifico un patron de alternancia entre subgrupos VSRh-A y VSRh-B, fenémeno
previamente descrito y asociado a cambios en la inmunidad poblacional y deriva antigénica
(Goya, Lucion, et al., 2023; Yu et al., 2019). En Panama, VSRh-B predomin6 en 2021,
posiblemente relacionado con la introduccion del linaje B.D.E.1 y la disminuciéon de la

exposicion viral durante la pandemia, mientras que VSRh-A predominé en 2022,
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probablemente favorecido por la inmunidad generada frente a VSRh-B (Goya, Sereewit, et
al., 2023; Korsun et al., 2024). No obstante, estos patrones pueden variar entre regiones

(Pierangeli et al., 2023; Redlberger-Fritz et al., 2023; Tabor et al., 2020).

Los linajes identificados en Panama son consistentes con los descritos globalmente, con
predominio post-pandemia de A.D.1 y A.D.5.2 en VSRh-A, y B.D.4.1.1 y B.D.E.1 en VSRh-
B (Iglesias-Caballero et al., 2023; Rice et al., 2025; Tramuto et al., 2024; Yunker et al., 2024).
Ademas, se observo una mayor diversidad genética en VSRh-A en comparacién con VSRh-
B, reflejada en un mayor niimero de linajes co-circulantes (Langedijk et al., 2024). Se
identifico también una posible asociacion entre el linaje B.D.4.1.1 y mayor severidad clinica,
incluyendo hospitalizaciones y un caso fatal, aunque esta relacion requiere mayor

investigacion (Boccard et al., 2024; Pierangeli et al., 2023).

En cuanto a la sensibilidad a anticuerpos monoclonales, todas las cepas evaluadas mostraron
alta susceptibilidad a MEDI8897*, motavizumab y AM14, con valores de IC50 comparables
a estudios previos (Zhu et al., 2017). A pesar de la presencia de multiples sustituciones en la
proteina F, los principales sitios antigénicos se mantuvieron conservados, en concordancia
con estudios que destacan la estabilidad de estos epitopos a lo largo del tiempo (Wilkins et
al., 2023). Algunas mutaciones, como 1206M y Q209R en VSRh-B, incluso incrementaron
la afinidad por nirsevimab, potenciando su capacidad neutralizante (Ahani et al., 2023). Estos
hallazgos sugieren que la eficacia de anticuerpos monoclonales es independiente de la posible

severidad asociada a ciertos linajes y respaldan su potencial uso en estrategias de prevencion.
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Finalmente, la combinacion de vigilancia genémica y evaluacion funcional sera clave para
anticipar la eficacia de futuras intervenciones, incluyendo vacunas y terapias con anticuerpos
monoclonales. En este contexto, la generacion y publicacion de estos resultados constituye
un aporte relevante para Panama, al proporcionar evidencia previa a la implementacion de
estrategias preventivas, facilitando la toma de decisiones en salud ptblica y el monitoreo del

impacto de estas intervenciones en la dindmica evolutiva del VSRh.

2.3 Panorama integrador de la dinaAmica evolutiva del VSRh en Panama (2006-2024)

Como se ha evidenciado a lo largo de los distintos periodos analizados, el VSRh en Panama
ha generado brotes epidémicos recurrentes caracterizados por una dindmica de circulacion
compleja. Este analisis integro 311 genomas completos, distribuidos en 111 correspondientes
al periodo 2006—-2017 y 200 al periodo 2018-2024, de los cuales 223 pertenecen al subgrupo
Ay 88 al subgrupo B, reflejando la participacion de ambos subgrupos antigénicos y multiples
linajes virales en la dinamica de circulacion observada en el pais. A lo largo de las temporadas
epidémicas se ha observado una alternancia en la predominancia de los subgrupos (Figura
19), asi como la co-circulacion de diferentes linajes, con variaciones en su frecuencia y
duracioén en el tiempo (Figura 20 y 21). Algunos linajes muestran una mayor capacidad de
diseminacion y permanencia, mientras que otros presentan una circulacion mas limitada o
restringida a periodos especificos. Estos patrones reflejan una dindmica evolutiva activa,
asociada a la generacién de diversidad genética y a cambios en la composicion de las
poblaciones virales que circulan en el pais. Panamé no contaba con herramientas sistematicas
que permitieran diferenciar los subgrupos y linajes circulantes en cada brote epidémico, como

ensayos moleculares especificos tipo RT-PCR dirigidos a subgrupos, lo que limitaba la
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Proporciéon

caracterizacion detallada de la circulacion viral. En este contexto, los resultados presentados
constituyen uno de los primeros esfuerzos integrales basados en genomas completos para
reconstruir la dindmica de circulacion del VSRh en el pais, permitiendo identificar

retrospectivamente la participacion de subgrupos y linajes en los distintos eventos

epidémicos.
Dindmica de Subgrupos
Brote Epidémico s
2006 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019-20 2021 2022 2023 2024 Subgrupo Antlgemco

100%

[ VSRh-A
[ VSRh-B

Figura 19. Dindmica de subgrupos antigénicos del VSRh en Panama durante los brotes epidémicos (2006—
2024). Proporcion anual de los subgrupos VSRh-A (azul) y VSRh-B (rojo) en cada temporada epidémica,
basada en 311 genomas obtenidos (223 VSRh-A y 88 VSRh-B). Los valores numéricos dentro de cada barra
indican el nimero de genomas analizados por subgrupo en cada afio. Se observa una alternancia en la
predominancia de los subgrupos a lo largo del periodo de estudio, asi como afios de co-circulacion con
proporciones variables entre ambos.
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Proporcion

VSRh-A
Brote Estacional
2006 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019-20 2022 2023 2024

I

LINAJES - VSRh-A

HA2.11 BaD WAD.17 BAD3
A3 [JAD.1 fap22 PAD32
A3l PAD.15 PAaD221] PAD33

0.009

Figura 20. Proporcion anual de los diferentes linajes de VSRh-A identificados a partir del analisis filogendmico
de genomas completos. Cada color representa un linaje especifico, mientras que los valores numéricos dentro
de las barras indican el nimero de genomas asignados a cada linaje por afo. A la derecha se muestra un arbol
filogenético de maxima verosimilitud, donde las puntas terminales (tips) en rojo representan las secuencias
obtenidas en este estudio (cepas panamefias), mientras que las puntas en color celeste corresponden a secuencias
de referencia. El color de las ramas del arbol es consistente con la clasificacion por linaje; las ramas en negro
corresponden a linajes no identificados en este estudio o a otros linajes no representados en el conjunto
analizado.
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Proporcion

100%

VSRh-B

Brote Estacional
2016 2017

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2018 2019-20 2021 2022 2023 2024

LINAJES — VSRh-B
BsD [ BD4 BBDE.I
I BD.I BDA4.1

I'BD.11  WBDA4ll

L—I;_'ﬁ

0.006

Figura 21. Dinamica de linajes del VSRh-B en Panama durante los brotes epidémicos (2010-2024). Proporcion
anual de los diferentes linajes de VSRh-B identificados a partir del analisis filogenomico de genomas
completos. Cada color representa un linaje especifico, mientras que los valores numéricos dentro de las barras
indican el nimero de genomas asignados a cada linaje por afio. A la derecha se muestra un arbol filogenético
de maxima verosimilitud, donde las puntas terminales (tips) en rojo representan las secuencias obtenidas en este
estudio (cepas panamefias), mientras que las puntas en color celeste corresponden a secuencias de referencia.
El color de las ramas del arbol es consistente con la clasificacion por linaje; las ramas en negro corresponden a
linajes no identificados en este estudio o a otros linajes no representados en el conjunto analizado.
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Durante el periodo 2006-2024 se identificaron mas de diez linajes distintos de VSRh-A
(Figura 20), lo que evidencia una alta diversidad genética y una dindmica de reemplazo
sostenida en el tiempo. En los primeros afios del estudio (2006-2010), la circulacion estuvo
dominada por linajes previos a la apariciéon de duplicaciones en la region G, incluyendo
A2.1.1, A3.1 y A3.1.1. A partir de 2011, se observa la emergencia y rapida expansion del
linaje A.D, caracterizado por la presencia de una duplicacion de 72 nucledtidos en el gen G,
el cual desplazé progresivamente a los linajes previamente circulantes y pas6 a dominar las
temporadas epidémicas subsiguientes. Este linaje experimentd posteriormente una
diversificacién progresiva, dando lugar a multiples sublinajes, entre ellos A.D.1, A.D.3,
A.D.2.2 y AD.5. En 2017 se evidenci6 el predominio del sublinaje A.D.2.2, seguido de un
periodo comprendido entre 2019 y 2022 caracterizado por la mayor frecuencia y predominio
del A.D.1. En afios mas recientes, la circulacion ha estado dominada por linajes emergentes
como A.D.5.2 y A.D.3.2, lo que sugiere un nuevo recambio en la composicion genética de la
poblacion viral. Asimismo, en varias temporadas se observé la co-circulacion de multiples
linajes, alcanzando hasta siete linajes distintos en 2023, aunque con diferencias marcadas en
su frecuencia relativa. Estos resultados evidencian un patrén dindmico de reemplazo y
diversificacién de linajes, en el que variantes emergentes sustituyen progresivamente a
linajes previamente dominantes, configurando la estructura genética del VSRh-A en Panama
a lo largo de casi dos décadas.

En cuanto a VSRh-B, durante el periodo 2010-2024 se identificaron multiples linajes (Figura
21), evidenciando una dinamica de circulacion caracterizada por eventos de reemplazo y
cambios en la composicion genética a lo largo del tiempo. En los primeros anos (2010-2013),
la circulacion estuvo dominada por linajes como B.D y B.D.1, con una participacion variable

de otros linajes minoritarios. Posteriormente, se observa una transicion en la dindmica de
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circulacion, destacando el predominio del sublinaje B.D.4.1 durante 2015 y 2016. A partir
de 2017, emerge el sublinaje B.D.4.1.1, el cual se expande y domina la circulacién durante
los afos siguientes. En afios mas recientes (2020-2024), se observa la emergencia y
predominancia del linaje B.D.E.1, el cual desplaz6 progresivamente a los linajes previamente
circulantes, consolidandose como el principal linaje en las tltimas temporadas epidémicas.
A diferencia de lo observado para VSRh-A, la co-circulacion de linajes en VSRh-B fue mas
limitada, registrandose como maximo la presencia simultdnea de dos linajes por afio, lo que
indica una menor diversidad y una estructura poblacional mas homogénea a lo largo del

tiempo.
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CONCLUSIONES

El andlisis longitudinal del VSRh en Panamd, abarcando el periodo 2006-2024, evidencia
una dinamica evolutiva caracterizada por la introduccion recurrente de variantes, la co-
circulacion de multiples linajes y el reemplazo progresivo de estos a lo largo del tiempo, en
concordancia con los patrones descritos a nivel regional y global. La alternancia entre
subgrupos virales, junto con una mayor diversidad genética observada en VSRh-A en
comparacion con VSRh-B, refuerza la naturaleza altamente dinamica de la circulacion viral

en un contexto tropical.

A pesar de esta diversidad gendmica, la proteina de Fusién (F) mostré6 una notable
conservacion estructural y antigénica a lo largo de todo el periodo estudiado. Las mutaciones
identificadas en regiones relevantes no se asociaron con fenotipos de escape frente a
anticuerpos monoclonales, lo cual fue consistentemente respaldado por ensayos de
neutralizacion que demostraron una alta sensibilidad de los aislamientos panamefos frente a
todos los anticuerpos evaluados, incluyendo el anticuerpo parental de nirsevimab. Asimismo,
andlisis funcionales especificos confirmaron que variaciones como A122T en el péptido p27

no afectan el procesamiento proteolitico de la proteina F.

El periodo posterior a 2020 evidencio el impacto significativo de la pandemia de COVID-19
sobre la epidemiologia del VSR, reflejado en la interrupcion de la circulacion viral, la
alteracion de la estacionalidad y la posterior reemergencia con patrones atipicos,
acompafiados de la introduccioén y reemplazo de nuevos linajes. Estos hallazgos resaltan la

sensibilidad de la dindmica del VSRh a cambios en el comportamiento poblacional y en las
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medidas de salud publica. Los resultados indican que, previo a la implementacion
generalizada de nuevas estrategias de prevencion, como vacunas maternas y anticuerpos
monoclonales de accion prolongada, el VSRh en Panamé presenta una elevada diversidad
genética pero mantiene una alta conservacion antigénica en la proteina F, sin evidencia de
variantes con escape inmunologico. Este escenario sugiere un contexto favorable para la

efectividad de las intervenciones actualmente disponibles.

No obstante, considerando la capacidad evolutiva del virus y la presion selectiva que podrian
ejercer estas nuevas herramientas, se hace indispensable mantener una vigilancia genémica
continua y el monitoreo funcional de variantes emergentes. Este estudio establece una linea
base robusta sobre la evolucion y antigenicidad del VSRh en Panamad, que serd fundamental
para evaluar el impacto futuro de las intervenciones y detectar oportunamente posibles

cambios con implicaciones clinicas y epidemioldgicas.
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CAPITULO 11

PANORAMA GENOMICO, DIVERSIDAD, PATRONES DE REEMPLAZO Y
VARIACION DE LA PROTEINA F DEL METAPNEUMOVIRUS HUMANO EN

PANAMA A LO LARGO DE 20 ANOS

Metapneumovirus humano (MPVh) es un virus de ARN de cadena negativa no segmentado,
perteneciente a la familia Pneumoviridae, con un genoma de aproximadamente 13.3 kb que
codifica nueve proteinas. Entre ellas destaca la proteina G, altamente variable y asociada con
la evasion del sistema inmunoldgico (Bao, Liu, et al., 2008). Filogenéticamente, el virus se
clasifica en dos grupos antigénicos, A y B, con subdivisiones Al, A2, Bl y B2 (Van den
Hoogen et al., 2004). El linaje A2 ha evolucionado en las variantes A2.1 y A2.2, esta Glltima
subdividida en A2.2.1 y A2.2.2 (Groen et al., 2023). Dentro de este grupo se han identificado
cepas con duplicaciones de 111nt (111dup) o 180nt (180dup) en el gen G, actualmente
predominantes a nivel mundial (Groen et al., 2023; Pinana et al., 2017, 2023; Saikusa et al.,

2017)

En Panamd, entre 2010 y 2012, el analisis del gen de la nucleocépside evidencié la
circulacion simultanea de los sublinajes A2a, A2b, B1 y B2, con un claro predominio de A2b
(55.5%), lo que reflejo una considerable diversidad genética en la region (Abrego et al.,
2018). Actualmente, la emergencia de la variante A2.2.2-111dup ha motivado su monitoreo
mediante secuenciacion del genoma completo, dado que presenta una tasa evolutiva
ligeramente superior a la de otros sublinajes (Goya et al., 2025; Pifiana et al., 2023), lo que

podria asociarse con mayor severidad clinica y mecanismos de evasion inmune.
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Este estudio ofrece un analisis de genomas completos de MPVh obtenidos de muestras
respiratorias positivas recolectadas entre 2006 y 2025 en Panama4, aportando evidencia clave
desde una region donde los estudios gendmicos sobre este virus han sido nulos o limitados.
Ademas, incluye una caracterizacion detallada de las variaciones genéticas de la proteina F,
uno de los principales determinantes antigénicos y funcionales del virus, lo que permite
evaluar su estabilidad evolutiva, identificar sustituciones relevantes y contextualizar su

impacto potencial frente a anticuerpos neutralizantes y estrategias profilacticas en desarrollo.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Declaracién de Etica

Este estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Conmemorativo Gorgas
(219/CBI/ICGES/22). Al tratarse de muestras de vigilancia epidemiologica y sin

comprometer datos personales, no se requirié consentimiento ni asentimiento informado.

1.2 Poblacion de estudio

En Panamé, la vigilancia de virus respiratorios se remonta a 1976 (Quiroz R et al., 1987).
Tras la adopcion del Reglamento Sanitario Internacional (2005), el pais consolidé en 2006
su red centinela nacional, integrada al Sistema de Vigilancia Epidemiologica del Ministerio
de Salud. Esta red recolecta semanalmente muestras de hisopado nasofaringeo (HNF) de
pacientes con enfermedad tipo influenza (ETI) e infecciones respiratorias agudas graves
(IRAG), que son enviadas a laboratorios designados o al Centro Nacional de Influenza (NIC)
para su analisis (MINSA, 2017). En agosto de 2010, se incorporé la deteccion molecular de

MPVh, permitiendo su monitoreo sistematico dentro del componente viroldgico nacional.
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1.3 Muestras clinicas, extraccion de ARN viral y RT-qPCR

Las muestras de HNF fueron manejadas segtin el ano de recoleccion. Muestras recolectadas
entre 2006 y 2009, al no contar con diagndstico previo para MPVh, fueron agrupadas en
pooles (mezclas de 3 a 5 muestras) con el fin de realizar una deteccion inicial del virus
(Kodani et al., 2011); aquellos pooles que resultaron positivos fueron luego desagregados
para identificar la(s) muestra(s) individual(es) positiva(s). En contraste, las muestras
obtenidas entre el 1 de agosto de 2010 y el 30 de junio de 2025 fueron analizadas por RT-
qPCR al momento de su recoleccion como parte de la vigilancia rutinaria, siguiendo los
protocolos del CDC para virus respiratorios (Kodani et al., 2011; Shu et al., 2021). De las
muestras positivas para MPVh de 2006 a 2025 se seleccionaron aleatoriamente 408
especimenes (Tabla IX), y se extrajo ARN con el sistema KingFisher Flex (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU.). De estas, 202 con Ct <28 fueron utilizadas para la secuenciacion del

genoma completo (Tabla X).
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Tabla IX. Caracteristicas de las muestras MPVh-positivas seleccionadas para el analisis (2006-2025)

Brotes Estacionales

Caracteristicas 20062

2009 2010 2011-12 2012 2013 2014-15 2015 2016 2017 2018-19 2019-20 2022 2023 2024-25 Total (%)
Muestras 18 27 9 18 19 13 14 13 29 62 73 52 33 28 408 (100)
Positivas

Género
Masculino 7 17 5 10 9 11 7 8 17 32 54 31 20 18 246 (60.3)
Femenino 4 4 8 10 2 7 5 12 30 19 21 13 10 154 (37.7)
S/D 7 1 8 (2.0)
Estado Clinico
Hospitalizado 2 24 6 13 15 12 12 11 25 53 67 17 14 23 294 (72.1)
Ambulatorio 6 2 3 5 4 1 2 2 4 9 6 35 18 5 102 (25.0)
Fallecido 1 1(0.2)
S/D 10 1 112.7)
Edad de
paciente, afios

<1 3 17 4 8 10 11 9 6 17 37 42 12 12 7 195 (47.8)
1-4 2 6 4 7 5 1 3 9 25 29 22 10 19 148 (36.3)
5-49 6 2 3 4 1 2 1 2 2 15 10 1 49 (12.0)
>50 1 1 1 3 1 1 8 (2.0)
S/D 7 1 8 (2.0)
Area Geografica
AM&P 8 13 7 7 12 10 11 6 10 40 25 45 22 22 238 (58.3)
Resto del Pais 2 13 2 11 7 3 3 7 19 22 48 7 11 6 161 (39.5)
S/D 8 1 9(2.2)

"MPVh": Metapneumovirus humano; “S/D”: sin datos disponibles; AM&P: area metropolitana y periferia.

Las muestras positivas fueron seleccionadas segun su disponibilidad dentro del sistema nacional de vigilancia y almacenadas en el Centro Nacional de
Influenza (NIC). Se agruparon por brote epidémico y por caracteristicas clinicas y demograficas, y se reevaluaron mediante RT-PCR para confirmar la
integridad del ARN. Entre 2006 y 2009, el sistema de vigilancia no incluia pruebas para MPVh, por lo que no se cuenta con informacioén epidemiologica
de posibles brotes en ese periodo.

Tabla X. Caracteristicas de las 202 muestras MPVh-positivas 202 con Ct <28 fueron utilizadas para la
secuenciacion del genoma completo (2006—2025)

Brotes Estacionales

Caracteristicas 20063

2009 2010 2011-12 2012 2013 2014-15 2015 2016 2017 2018-19 2019-20 2022 2023 2024-25 Total (%)
Muestras 14 12 4 7 8 7 7 10 14 16 24 22 30 27 202 (100)
Positivas

Género
Masculino 6 7 1 3 4 6 4 6 8 9 18 10 17 18 117 (57.9)
Femenino 3 5 3 4 4 1 3 4 6 7 6 12 13 9 80 (39.6)
S/D 5 5(2.5)
Estado Clinico
Hospitalizado 2 10 3 6 5 7 6 9 11 13 21 8 12 23 136 (67.3)
Ambulatorio 4 2 1 1 3 1 1 3 3 3 14 17 4 57 (28.2)
Fallecido 1 1(0.5)
S/D 8 8 (4.0)
Edad de
paciente, afios

<1 3 6 2 3 4 7 6 4 8 7 17 6 7 91 (45.0)
1-4 2 4 2 4 2 5 3 9 6 7 10 18 72 (35.6)
5-49 4 1 2 1 1 2 1 7 8 1 28 (13.9)
>50 1 1 2 1 1 6 (3.0)
S/D 5 5(2.5)
Area Geografica
AM&P 6 6 2 2 4 5 5 4 6 9 8 21 22 22 122 (60.4)
Resto del Pais 2 6 2 5 4 2 2 6 8 7 16 1 8 5 74 (36.6)
S/D 6 6 (3.0)
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"MPVh": Metapneumovirus humano; “S/D”: sin datos disponibles; AM&P: drea metropolitana y periferia.

La tabla resume el subconjunto de muestras incluidas en la Tabla IX que cumplian con criterios éptimos de calidad (Ct <28) para la secuenciacion. Se
presentan las distribuciones por género, estado clinico, grupos etarios y procedencia geogréafica segun cada brote estacional. Estas muestras fueron
empleadas para la obtencion y el andlisis de los genomas completos de MPVh en este estudio.

1.4 Secuenciacion del Genoma Completo (WGS)

La WGS se realizo segtn lo descrito previamente (Pollett et al., 2018). En resumen, se generd
ADNCc utilizando el sistema de sintesis SuperScript IV first-strand (SSIV, Thermo Fisher
Scientific, MA, EE. UU.) con cuatro cebadores directos para MPVh. Se realizaron cuatro
reacciones de PCR independientes utilizando el kit Phusion Hot Start Flex 2X Master Mix
(New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.), generando cuatro amplicones superpuestos
de aproximadamente 4 kb cada uno, cubriendo el genoma completo del MPVh. Los
amplicones se verificaron en un gel de agarosa al 1%, se agruparon y se utilizaron para
preparar las bibliotecas mediante el kit Nextera XT (Illumina, EE. UU., cat. FC-131-1096).
Las bibliotecas fueron secuenciadas en un equipo Illumina MiSeq V2 utilizando una corrida

de lectura pareada 2 x 250.

1.5 Analisis de secuenciacion de nueva generacion

Los datos crudos en formato FASTQ pareados (Illumina; R1/R2) correspondientes a MPVh
se procesaron mediante la pipeline gencomvariable v2.0

(https://github.com/AAMCgenomics/gencomvariable.git), ejecutada en un entorno Linux.

Para cada muestra, las lecturas se sometieron a control de calidad y filtrado utilizando Fastp
, conservando lecturas con puntaje de calidad promedio > Q30 y una longitud minima de 200
pb. El filtrado generd archivos FASTQ depurados comprimidos (.fastq.gz) y reportes de

calidad por muestra en formato HTML y JSON.
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Posteriormente, los FASTQ filtrados se mapearon contra distintas secuencias de referencia
de MPVh-A (GenBank: MZ851993, OL794469, OL794361, OL794460, KJ627385) o
MPVh-B (GenBank: FJ168778.1, MZ504963, OL794453), seleccionadas en cada caso segun
el mejor rendimiento en términos de cobertura gendémica y profundidad de lectura. El
alineamiento de las lecturas pareadas se realizé mediante minimap2 (H. Li, 2018), generando
archivos SAM por muestra, los cuales fueron posteriormente convertidos y ordenados en
formato BAM. A partir de los archivos BAM se realizé el llamado de variantes en modo
haploide, y las variantes identificadas se aplicaron sobre la secuencia de referencia
correspondiente para reconstruir los genomas consenso finales en formato FASTA.
Finalmente, se evaluaron métricas de profundidad y cobertura de secuenciacion para verificar

la calidad y uniformidad del ensamblaje.

1.6 Analisis filogenético

Se descargaron genomas completos de referencia de para cada linaje dentro de MPVh-A:
A/NC 039199, A.2/FJ168779, A.2.1/AB503857, A.2.2.1/KC562220, A.2.2.1/KJ627417,
A.2.2.2/0L794397, A.2.2.2-111dup/MK 167040, A.2.2.2-180dup/OL794403; y dentro de
MPVh-B: B.1/AY 525843, B.1/KC403974, B.2/KC562232, B.2/AY297748. Las secuencias
fueron agrupadas por subgrupos y alineadas utilizando MAFFT v7.490 (Katoh & Standley,
2013), y visualizadas con Aliview v1.28 (Larsson, 2014). El mejor modelo de sustitucion de
nucledtidos fue determinado mediante ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017), y los
arboles filogenéticos de méaxima verosimilitud fueron inferidos utilizando IQ-TREE v2.2.0

(Minh et al., 2020; Nguyen et al., 2015). El soporte de ramas fue evaluado mediante 1,000
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réplicas de bootstrap ultrarrdpido (Nguyen et al., 2015). El arbol fue visualizado y anotado

utilizando la herramienta iTOL (Interactive Tree of Life; https://itol.embl.de/)

1.7 Disponibilidad de datos de secuencias

Los genomas de MPVh de este estudio estaran disponibles en NCBI GenBank.

1.8 Analisis estadistico

La duracién de los ciclos de predominancia de subgrupos se estim6 mediante analisis de
supervivencia utilizando el método de Kaplan—Meier (Bland & Altman, 1998), considerando
como evento el reemplazo del linaje predominante. Se calcularon la media, mediana y rango
de duracion, asi como la probabilidad acumulada de mantener la predominancia en el tiempo.
Las asociaciones entre subgrupos o linajes y variables categoricas (género, estado clinico,
grupo etario y area geografica) se evaluaron mediante pruebas de independencia para datos
categoricos, utilizando Chi-cuadrado o prueba exacta de Fisher segin correspondiera. Se

consider6 estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

2. RESULTADOS

2.1 Patron epidemioldgico del MPVh en Panama (2006-2025)

Entre 2006 y el 30 de junio de 2025, el metapneumovirus humano (MPVh) circulé en Panama
en brotes epidémicos recurrentes, con deteccion de casos que tipicamente aumentaban
durante la temporada lluviosa (Figura 22). En total, el Sistema de Vigilancia Epidemiologica

identifico 13 brotes estacionales entre 2010 y 2025, con 2,272 casos confirmados por
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laboratorio de infeccion por MPVh en pacientes de todas las edades, equivalentes al 6.7% de
los virus identificados en este periodo, excluyendo los casos de SARS-CoV-2 (Figura 22).
Algunos de estos brotes se iniciaron en los ultimos meses del afio y se prolongaron hasta los
primeros meses de la estacion seca, por lo que fueron registrados con el nombre de dos afios

consecutivos.

Se obtuvo informaciéon genomica de 187 cepas de MPVh, de las cuales 185 correspondieron
a genomas completos (98.9%). Respecto a las caracteristicas demograficas, el 58.8%
correspondid a varones, el 40.6% a mujeres y el 0.5% no se especificd. El estado clinico
estuvo dominado por hospitalizados (67.9% vs. 29.4% ambulatorios), con un caso fatal
(0.5%). La distribucion por edad fue: <1 afo (46.5%), 14 afios (34.8%), 549 afios (15.0%)
y >50 afios (3.2%) (Tabla XI). En cuanto a procedencia, el 61.5% de las muestras provinieron
del Area Metropolitana y su Periferia (MA&P), que incluye los distritos de Panamé, San

Miguelito, Arraijan y La Chorrera; el resto del pais aport6 el 37.4% (Tabla XI).
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Figura 22. Dinamica estacional del MPVh en Panama. Las areas naranjas muestran los periodos de mayor circulacion de MPVh, mientras que las zonas verdes y
grises representan la actividad concomitante de otros virus respiratorios y SARS-CoV-2. La linea negra indica la variacion de la tasa de positividad a lo largo del
tiempo (muestras positivas por MPVh/total de muestras analizadas). Los puntos azules y rojos corresponden a los genomas recuperados de MPVh-A y MPVh-B,

respectivamente.
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Tabla XI: Genomas de MPVh obtenidos, distribuidos por periodo de circulacion, grupo antigénico y caracteristicas demograficas de los pacientes en
Panama

Brote Estacional

2006 a

Caracteristicas 2000 2010 2011-12 2012 2013 2014-15 2015 2016 2017 2018-19 2019-20 2022 2023 2024-25 Total
A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B Total (%)
No. de Genomas 9 7 1 3 5 1 6 2 51 7 10 14 2 13 24 219 29 25 2 115 72 187(100)
Completos
Género
Masculino 5 4 1 2 1 31 4 1 4 6 8 2 6 18 10 16 17 1 67 43 110(58.8)
Femenino 3 3 1 2 3 31 1 3 4 6 7 6 2 9 13 8 1 47 29 76 (40.6)
S/D 1 1 0 1(0.5)
Estado Clinico
Hospitalizado 1 5 1 2 5 1 5 51 6 9 11 2 10 21 1 7 11 21 2 78 49 127 (67.9)
Ambulatorio 4 2 1 1 2 1 1 3 3 3 1 12 17 4 32 23 55(29.4)
Fallecido 1 1 0 1(0.5)
S/D 4 4 0 4(2.1)
Edad de paciente, afios
<1 3 3 1 1 3 4 51 6 4 8 1 6 17 1 5 11 7 54 33 87(46.5)
1-4 1 2 2 2 1 1 1 5 3 1 7 6 1 5 9 16 2 39 26 65(34.8)
5-49 4 1 1 1 1 1 2 1 7 1 18 10 28(15.0)
>50 1 1 2 1 1 3 3 6(3.2)
S/D 1 1 0 1(0.5)
Area Geografica
AM&P 5 2 1 1 1 1 31 4 1 5 4 6 1 7 8 2 18 22 20 2 74 41 115(61.5)
Resto del Pais 2 5 2 4 31 1 2 6 8 1 6 16 1 7 5 39 31 70(37.4)
S/D 2 2 0 2 (1.1)

"MPVh", Metapneumovirus humano; “A”, MPVh grupo A; “B”, MPVh grupo B; "AM&P", Area metropolitana y periferia.
Entre 2006 y 2025 se obtuvieron 187 genomas completos de MPVh, de los cuales el 61.5% correspondi6 al grupo MPVh-A y el 38.5% al grupo MPVh-B. La mayoria de los genomas provinieron de
pacientes masculinos (58.8%), hospitalizados (67.9%) y de nifios menores de 1 afio (46.5%). Ademas, el 61.5% de los casos se registrd en el area metropolitana y periferia.
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2.2 Dinamica de Subgrupos y Linajes

Los datos de vigilancia y secuencias genémicas muestran circulacion en la mayoria de los
afios, con alternancia en la predominancia de los subgrupos A y B (Figura 22). Entre 2006—
2011 se observo circulacion relativamente equilibrada, seguida de predominio de MPVh-A
entre 2012-2017. Posteriormente, de 2018 a inicios de 2020, ocurrié6 un reemplazo con
predominio de MPVh-B. Durante la pandemia de COVID-19 (2020-2021) no se documentd
un brote estacional. En 2022 la actividad viral se intensificé con predominio de MPVh-B,
seguido de un cambio hacia MPVh-A en 2023, que se mantuvo predominante en 2024 y 2025

(Figura 22).

El andlisis de vigilancia indic6 que los ciclos de predominancia tuvieron una duracién media
de 4 anos (mediana: 4; rango: 2—-6). El analisis de supervivencia mostré que la probabilidad
de mantener la predominancia mas alla de 5 anos fue <30%, lo que sugiere que los

reemplazos suelen ocurrir dentro de este intervalo (Figura 23).
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Figura 23. Curva de supervivencia de la duracion de la predominancia de MPVh en Panam4, mostrando una probabilidad
<30% de persistencia mas alla de 5 afios.

En el andlisis por subgrupos, la distribucion temporal de las 187 secuencias permitid

identificar y caracterizar distintos linajes dentro de MPVh-A y MPVh-B (Figura 24 y 25), asi
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como documentar sus patrones de reemplazo a lo largo de los brotes epidémicos ocurridos
entre 2006 y 2025 (Figura 26, Tabla XI). En el grupo A, los linajes mas antiguos detectados
en Panama correspondieron a A2.1 y A2.2.1, con circulacion continua entre 2006 y 2014.
Aunque A2.1 dejo de registrarse después de 2012, se identificd un caso aislado en 2016, lo
que sugiere una reintroduccion puntual o una circulacion de muy baja frecuencia que no habia
sido captada en los afios previos. Estos linajes tempranos fueron posteriormente desplazados
por variantes del clado A2.2.2, que dominaron la circulacion en las temporadas subsiguientes.
El linaje A.2.2.2 se detectd por primera vez en 2012 y también estuvo presente en el brote de
2014-2015. Posteriormente emergieron las variantes con inserciones en el gen G: A.2.2.2-
180dup, identificada a partir de 2014 y con deteccidon hasta 2023, y A.2.2.2-111dup,
observada inicialmente en 2017 y que, tras 2022, se expandid y concentr6 la mayor
proporcion de casos en los brotes de 2023 y 2024-25. En concreto, los linajes del grupo A
representaron el 61.5% de las secuencias, siendo A.2.2.2-111dup (29.4%) y A.2.2.2-180dup
(18.2%) los mas frecuentes, seguidos por A.2.2.1 (8.6%), A.2.1 (3.2%) y A.2.2.2 sin

duplicacién (2.1%) (Figura 26, Tabla XII).

En el grupo B, se identificaron los linajes B.1 y B.2, que en conjunto representaron el 38.5%
de las secuencias. El linaje B.1 se detectd por primera vez en 2010 y predominé en los brotes
de 2018-2019 y 2019-2020, con detecciones adicionales en 2022. El linaje B.2 se registro
inicialmente en 2010, continud presente en 2011-2013, resurgi6 en 2018-2020 y predomind
en 2022, siendo responsable del primer brote de MPVh tras el levantamiento de las medidas
de restriccion por la pandemia de COVID-19. Ademas, en el brote mas reciente (2024-25)

se identificaron dos casos adicionales de este linaje. (Figura 26, Tabla XII).
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Figura 24. Arboles filogenéticos de maxima verosimilitud obtenidos a partir de genomas completos del grupo
A, comparados con cepas de referencia. Los linajes del grupo A (A2.1, A2.2, A2.2.1, A2.2.2 y las variantes con
duplicaciones de 180dup y 111dup) se representan en el anillo externo mediante distintos tonos de azul,
evidenciando un marcado patron de reemplazo sucesivo de linajes a lo largo del periodo. El anillo interno
muestra los brotes estacionales asignados a cada secuencia, diferenciados por una escala cromatica que permite
visualizar la distribucion temporal de la circulacion viral y la aparicion de nuevas variantes. Las cepas de
referencia internacionales se incluyen para anclar la topologia del arbol y confirmar la asignacion filogenética
de los genomas panamefos. Los nodos con valores elevados de soporte (bootstrap) refuerzan la robustez de la
agrupacion interna y la estructura jerarquica observada entre linajes. La unica muestra en este grupo que no
alcanz6 un genoma completo fue AMPV/A/Panama/ICGES-165/2006, con un 43.6% de recuperacion de la
secuencia. El arbol fue visualizado y anotado utilizando la herramienta iTOL (Interactive Tree of Life;

https://itol.embl.de/)
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Figura 25. Arboles filogenéticos de maxima verosimilitud obtenidos a partir de genomas completos del grupo

B, comparados con cepas de referencia. Los linajes B.1 y B.2 se representan en el anillo externo mediante
tonalidades rosadas y rojas, lo que permite distinguir claramente la estructura bifurcada del grupo B y su
distribucion por linaje. El anillo interno muestra los brotes estacionales mediante una escala cromaética,
facilitando la visualizacion de los periodos de circulacion de cada secuencia entre 2010 y 2025. En contraste
con el grupo A, el grupo B exhibe un patréon marcado de alternancia entre linajes, con temporadas dominadas
por B.1 seguidas por reemplazos temporales o resurgimientos de B.2, sin un desplazamiento sostenido de un
linaje sobre el otro. Las cepas de referencia internacionales se incluyen para anclar la topologia y validar la

asignacion filogenética de los genomas panameios, mientras que los valores altos de bootstrap en los nodos
refuerzan la robustez de las agrupaciones internas. La unica muestra en este grupo que no alcanz6 un genoma
completo fue hAMPV/B/Panama/ICGES-176/2024, con un 92.6% de recuperacion de la secuencia. El arbol fue
visualizado y anotado utilizando la herramienta iTOL (Interactive Tree of Life; https://itol.embl.de/
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Figura 26. Distribucion temporal de los linajes circulantes en Panama, destacando el comportamiento
diferencial entre ambos grupos: reemplazo dentro del grupo A y alternancia entre linajes del grupo B. Las barras
coloreadas corresponden a los mismos codigos cromaticos utilizados en los arboles filogenéticos, donde los
linajes del grupo A (A2.1, A2.2, A2.2.1, A2.2.2 y las variantes con duplicaciones de 180 nt y 111 nt) se
representan en tonos de azul, mientras que los linajes del grupo B (B.1 y B.2) se muestran en tonos rosados y
rojos. Cada bloque representa la proporcion relativa de secuencias recuperadas en cada brote estacional entre
2006 y 2025. En el grupo A se observa un patron de reemplazo sucesivo, con la progresiva transicion desde
A2.1 hacia linajes del clado A2.2 y, posteriormente, su dominio casi exclusivo por A2.2.2 y sus variantes con
duplicacion en el gen G. En contraste, el grupo B exhibe un patrén de alternancia recurrente entre B.1 y B.2,
con temporadas dominadas por uno u otro linaje sin evidencia de fijacion sostenida.
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Tabla XII. Distribucién de los genomas completos de MPVh por linaje y brotes epidémicos (2006-2025)

Brotes Estacionales

Caracteristicas 30062
2010 2011-12 2012 2013 2014-15 2015 2016 2017 2018-19 201920 2022 2023 2024-25

2009 Total (%)

No. de Genomas 9 7 4 6 8 6 7 10 14 15 24 21 29 27 187 (100)
Subgrupo A
Linajes

A2.1 2 1 2 1 6(3.2)
A22.1 7 2 6 1 16 (8.6)
A222 1 3 42.1)
A.2.2.2 (180dup) 1 7 9 13 1 3 34 (18.2)
A.2.2.2 (111dup) 1 1 2 26 25 55(29.4)
Subgrupo B Linajes
B.1 4 1 1 9 22 4 41 (21.9)
B.2 3 3 1 1 4 2 15 2 31 (16.6)

MPVh, metapneumovirus humano.

Distribucion de los genomas completos de MPVh obtenidos entre 2006 y 2025, clasificados segun los linajes del Grupo A (A.2.1, A.2.2.1, A.2.2.2 y sus
variantes con inserciones 180dup y 111dup) y del Grupo B (B.1 y B.2), de acuerdo con el brote epidémico. Para el periodo 2006-2009, los genomas
corresponden exclusivamente a muestras circulantes, ya que no se disponia de datos epidemiologicos que permitieran asociarlos a brotes especificos. La tabla
muestra el nimero de genomas identificados por afo y el porcentaje que representa cada linaje dentro del total de secuencias analizadas.
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Finalmente, el analisis de asociacion entre los subgrupos no mostrd diferencias

estadisticamente significativas para ninguna de las caracteristicas demograficas evaluadas:

género (p = 1.0), estado clinico (p = 0.81), edad (p = 0.92) y area geografica (p = 0.39). Sin

embargo, dentro del subgrupo A si se identifico una asociacion significativa con el area

geografica (p = 0.022), destacandose que A2.2.2-180dup se detecté con mayor frecuencia en

el resto del pais, mientras que A2.2.2-111dup predominé en el Area Metropolitana y Periferia

(AM&P). Estos resultados sugieren que, aunque los subgrupos se distribuyen de manera

homogénea en la poblacidn, ciertos linajes del grupo A presentan diferencias geograficas,

posiblemente vinculadas a dindmicas de introduccion y dispersion. (Tabla XIII y Tabla XIV).

Tabla XIII. Linajes de MPVh involucradas en los brotes estacionales de 2006-2025 segun las

caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

MPVh-A MPVh-B
Caracteristicas Total MPVh-A — Total MPVh-B Total
A21 A221 A222 A222(180dup) A.2.2.2(111dup) B.1 B.2
Genomas 6 16 4 34 55 115 41 31 72 187
Género
Masculino 1 9 4 20 33 67 25 18 43 110
Femenino 4 7 14 22 47 16 13 29 76
Sin Datos 1 1 1
Estado
Clinico
Hospitalizado 3 9 4 29 33 78 28 21 49 127
Ambulatorio 2 4 5 21 32 13 10 23 55
Fallecido 1 1 1
Sin Datos 1 3 4 4
Edad del
Paciente, afios
<1 3 9 3 20 19 54 22 11 33 87
1-4 1 3 1 8 26 39 14 2 26 65
5-49 1 4 5 8 18 10 28
>50 1 2 3 1 2 3 6
Sin Datos 1 1 1
Area
Geografica
AM&P 3 8 3 16 44 74 20 21 41 115
Resto del Pais 2 7 1 18 11 39 21 10 31 70
Sin Datos 1 1 2 2

MPVh, Metapneumovirus humano; AM&P, Area Metropolitana y Periferia
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Tabla XIV. Asociacion estadistica entre los linajes de MPVh y las caracteristicas demograficas
mediante la prueba de chi-cuadrado de independencia.

Linajes
Caracteristica MPVh-A MPVh-B
Chi Degrees of P- Chi Degrees of P-

Square Freedom value | Square Freedom value
Género 5.984 4 0.200 0.062 1 0.803
Estado Clinico| 7.871 4 0.096 0.002 1 0.960
Edad del 11.83 12 0459 | 3227 3 0.358
Paciente
Area 11.44 4 0.022 | 2.589 1 0.108
Geografica

Los resultados chi-cuadrado y p-value obtenidos del andlisis se muestran por linajes, separados por subgrupos. Para el
estado clinico, en los linajes de MPVh-A la variable de fallecido no fue considerada debido a datos insuficientes. Las
caracteristicas con datos faltantes "Sin Datos" no fueron incluidas en el analisis estadistico. Resultados de OpenEpi,
version 3, la calculadora de codigo abiertoRbyC (https://www.openepi.com/RbyC/RbyC.htm)
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2.3 Analisis de la Proteina de Fusion

El analisis de divergencia de la proteina F en las 114 secuencias panamefias completas de
MPVh-A recolectadas entre 2006 y 2025, tras excluir la cepa hMPV/A/Panama/ICGES-
165/2006 por falta de informacion genética, revelo una ligera variacion a nivel nucleotidico,
con una p-distance promedio de 2.10% (identidad promedio = 97.90%, rango: 95.06—100%)
(Figura 27). y una variacién aun menor a nivel de aminoacidos, con una p-distance promedio
de 0.27% (identidad promedio = 99.73%, rango: 98.70-100%). La comparacién con la
referencia AMPV/A/NC 039199, correspondiente a una de las secuencias completas mas
antiguas disponibles y utilizada como referencia en GenBank, reveld siete sustituciones
completamente fijadas en todas las cepas (R82K, A185D, F2581, G294E, S466N, T504S y
N539S) (Tabla XV), localizadas en regiones tolerantes de la proteina F, incluyendo el
dominio F2 (R82K), zonas internas del subdominio F1 (A185D, F2581 y G294E) y
segmentos distales asociados a la region transmembrana o la cola citoplasmatica (S466N,
T504S y N539S); sin comprometer la conformacion prefusion ni los sitios antigénicos. Entre
las mutaciones de frecuencia intermedia, V5101 (86.8%) se ubicé en la region transmembrana
(Tabla XV) y aparecid exclusivamente a partir del linaje A2.2.2 y sus descendientes con
duplicaciones en G, mientras que K518R (48.2%), situada en la cola citoplasmatica (Tabla
XV), se restringié al grupo portador de la duplicacion de 111nt (111dup). Este patron
confirma que la variabilidad del MPVh-A se concentra en posiciones periféricas
estructuralmente flexibles, sin evidencia de sustituciones que afecten dominios funcionales

clave ni indicios de presion de escape inmunolégico. (Figura 28)
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1.00

Figura 27. Matriz de identidad nucleotidica de la proteina F de MPVh en Panama.(A) Subgrupo A (114 secuencias), (B) subgrupo B1 (41 secuencias) y (C) subgrupo
B2 (30 secuencias). Cada panel muestra la identidad par-a-par entre secuencias de la proteina F, calculada a partir de alineamientos completos de nucleotidos. La
misma escala de colores se aplica a los tres paneles, donde valores cercanos a 1 reflejan alta identidad y tonos més oscuros representan menor similitud. Los patrones
en bloques evidencian agrupamientos internos y niveles diferenciales de conservacion dentro de cada subgrupo viral
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Figura 28. Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen de la proteina F de MPVh-A, comparado con la
referencia AMPV/A/NC 039199. Los linajes (A2, A2.1, A2.2.1, A2.2.2 y variantes con duplicaciones de 180 nt
y 111 nt) se representan en la barra externa con distintos tonos de azul, mostrando el reemplazo sucesivo de
linajes a lo largo del periodo. La barra interna indica el brote estacional de cada secuencia, permitiendo
visualizar su distribucion temporal. En los nodos internos se muestran las mutaciones ancestrales compartidas
por cada clado, mientras que las sustituciones puntuales no adaptativas aparecen a la derecha del nombre de
cada cepa. La secuencia hAMPV/A/Panama/ICGES-165/2006 fue excluida por falta de informacion genética. La
visualizacion y anotacion se realizaron en iTOL (https://itol.embl.de/).

De manera similar, el analisis de divergencia de la proteina F de las 41 secuencias panamenas
de MPVh-B.1 analizadas entre 2010 y 2022 mostrd una divergencia extremadamente baja. A
nivel de nucledtidos, mostraron una p-distance promedio de 1.0% (identidad promedio de
99.0%, rango de identidad: 97.6—100%) (Figura 27), mientras que a nivel de aminoacidos la
p-distance promedio fue de 0.1% (identidad promedio 99.9%, rango: 99.3-100%). En
comparacion con la referencia hMPV/B.1/KC403974, correspondiente a una de las
secuencias completas mas antiguas disponibles y utilizada como referencia en analisis de
genoma completo, se identificaron seis sustituciones fijadas (K179R, E306D, D475E,
R479K, K518R y K521T), todas ubicadas fuera de los principales determinantes antigénicos
descritos para la proteina F (Tabla XV). Los cambios en F2 (K179R) y F1 (E306D) se
encuentran en superficies con baja contribucion a epitopos conformacionales, mientras que
las variaciones situadas cerca de la regién transmembrana o en la cola citoplasmatica
(D475E, R479K, K518R y K521T) corresponden a zonas que no participan en los sitios
antigénicos predominantes (Tabla XV). Las sustituciones esporddicas y de muy baja
frecuencia (A523V, T411A, 1495V y T504A) se localizaron igualmente en regiones
periféricas sin asociacion conocida a epitopos de neutralizacion. Este patron indica que, en
el subgrupo B1, la diversidad detectada no involucra posiciones clave para el reconocimiento
inmunitario, lo que refuerza la conservacion de los sitios antigénicos relevantes a lo largo del

periodo analizado. (Figura 29)
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En el caso del subgrupo B2, el analisis de divergencia de la proteina F en 30 secuencias
panamenas colectadas entre 2010 y 2025, tras excluir la muestra A”MPV/B/Panama/ICGES-
176/2024 debido a su cobertura parcial y ausencia de regiones clave en el gen F, revel6 una
p-distance promedio de 1.24% a nivel de nucledtidos (identidad promedio de 98.76%, rango:
96.17-100%) (Figura 27) y una p-distance promedio de 0.44% a nivel de aminoacidos
(identidad promedio de 99.56%, rango: 97.78-100%). Al comparar las secuencias del
subgrupo B2 con la referencia hAMPV/B.2/KC562232, se identificaron mutaciones de alta
frecuencia: T223N, D280N, I1392T, R396Q, K450R, S444N y T521A (Tabla XV). Aunque
estas sustituciones aparecen ampliamente distribuidas dentro del linaje, su localizacion
periférica o con contribucion antigénica limitada indica que su expansion probablemente no
afecte los determinantes criticos del reconocimiento inmunitario. Las variaciones esporadicas
de muy baja frecuencia mostraron un patrén similar, sin involucrar posiciones clave de la
conformacion prefusion. A pesar de que el subgrupo B2 presenta una variabilidad
ligeramente mayor que B1, la preservacion de los sitios antigénicos relevantes confirma que

la proteina F mantiene su conservacion caracteristica dentro del periodo estudiado. (Figura

29)
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Figura 29. Arbol filogenético de méxima verosimilitud de la proteina F de MPVh-B, comparado con la
secuencia de referencia del grupo B. En la barra externa se distinguen los linajes B1 y B2, mientras que la barra
interna muestra el brote estacional asignado a cada aislamiento. Las mutaciones ancestrales que caracterizan
cada clado se indican en rojo sobre los nodos internos, representando cambios compartidos por todas las
secuencias descendientes. A la derecha del nombre de cada cepa se muestran las sustituciones puntuales no
adaptativas detectadas en aislados individuales. El 4arbol fue visualizado y anotado con iTOL
(https://itol.embl.de/)
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Tabla XV. Sustituciones aminoacidicas en la proteina F de MPVh en los subgrupos A, Bl y
B2 durante 20062025

Dominio Posiciones (aa) MPVh-A MPVh-B MPVh-B
(B1) (B2)
Péptido seiial 1-22 FIL (3) K20R (1) M6V (1)
. R82K*, A61S (5), 3
Subunidad F2 23-102 N97D (1) T61I (1)
Sitio de corte 102-103 = = =
Péptido de fusion 103-125 — — —
Hélice Repetida A 3 S132G (1), K143T 3
(HRA) 131-172 (5), K171R (1) K142R (6)
T223N (29)
* * >
%12891]%*’ 111225986IR’ K179R*, E306D*, R229K (1),
Subunidad F1 173453 : 1286V (1), T411A D280N (29),
(2), H435Y (1),
V4491 (7) (1 A374T (1), 1392T
(30), R396Q (30)
Hélice Repetida B S466N*, N478T
454486 ’ D475E*, R47T9K* K479R (1
(HRB) () M
T504S*, A499V
Region 490-514 (2), V5001 (1), 1495V (1), TS04A  1495T (1), A499V
transmembrana V510I (99), F5111 €)) (2), S507L (1)
A3)
KS518R (55), " " K515R (1),
G522R (3), 5248 [ ??1 9’1\12%” © TS21A (24),
Cola citoplasmatica 515-539 (1), P520L (1), A523V () P5’25L G522E (1),
S528N (1), (1)’ AS523T (3), PS37L
N539S* @)

Mutaciones aminoacidicas identificadas en la proteina F de MPVh a partir de genomas completos obtenidos
entre 2006 y 2025 en Panama. Las mutaciones se agrupan seglin los dominios estructurales de la proteina e
incluyen la frecuencia de aparicion dentro de cada subgrupo (A, Bl y B2). Las sustituciones fijadas o
consistentes en un subgrupo se indican con un asterisco *, mientras que las mutaciones presentes en una
fraccion de aislamientos se muestran con el numero de secuencias que las contienen (n). Para el andlisis
comparativo, se emplearon como referencias las secuencias AMPV/A/NC 039199 (subgrupo A),
hMPV/B.1/KC403974 (subgrupo B1) y AMPV/B.2/KC562232 (subgrupo B2), seleccionadas por su posicion
representativa dentro de los arboles filogenéticos mostrados en las Figuras 28 y 29.
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3. DISCUSION

Los patrones estacionales observados en Panamad, caracterizados por brotes recurrentes
durante la temporada lluviosa, son consistentes con lo reportado en otros paises tropicales y
subtropicales, donde la actividad del MPVh tiende a intensificarse en periodos de mayor
humedad (Lianou et al., 2025). A diferencia de las regiones templadas, donde los picos de
circulacion se concentran a finales del invierno e inicios de primavera (Lianou et al., 2025),
en zonas tropicales la transmision puede extenderse por varios meses y abarcar la transicion
entre afos, tal como se evidencid en este estudio. Hallazgos similares han sido descritos en
cohortes longitudinales, como la de Managua, Nicaragua, donde se documentaron
temporadas prolongadas y recurrentes con alta carga en poblacion pediatrica (Hacker et al.,
2022). La persistencia de brotes en Panama durante casi dos décadas apunta a una transmision
sostenida, un comportamiento que también ha sido reportado en otras regiones tropicales en
las que se evidencian multiples introducciones virales y circulacion prolongada (Kadjo et al.,
2025). En este contexto, resulta fundamental mantener esfuerzos sistematicos de
caracterizacion viroldgica y genomica que permitan comprender la dindmica del MPVh en
el pais y anticipar posibles cambios relevantes ante el desarrollo futuro de estrategias

terapéuticas o preventivas dirigidas contra este virus

Con respecto a la frecuencia de deteccion, la positividad observada en Panama (6.7% de los
virus identificados, excluyendo SARS-CoV-2) muestra que el MPVh representa una fraccion
consistente y clinicamente relevante dentro de las infecciones respiratorias detectadas en el
pais. Este valor se encuentra alineado con reportes recientes de otras regiones. En el norte de
China, por ejemplo, el MPVh representd el 6.2% de todas las pruebas positivas para

infecciones respiratorias durante el aumento observado entre finales de 2024 e inicios de

147



2025 (Satapathy et al., 2025) , mientras que estudios hospitalarios en Latinoamérica han
descrito proporciones similares en poblaciones pediatricas (Hacker et al., 2022; Narro Flores
et al., 2025). Las estimaciones globales indican que el MPVh puede detectarse en hasta el
11% de los casos de infeccion respiratoria baja (LRTI) en nifios y contribuir al 4 -13% de las
hospitalizaciones por LRTI (Wang et al., 2021), cifras que contextualizan la importancia
clinica del virus y permiten interpretar los valores observados en Panama dentro del rango

esperado para este patogeno.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de nuestra cohorte, compuesta por 187 muestras
con informacién genémica de MPVh (Tabla XI), reflejan un patrén similar al descrito en
multiples estudios internacionales. La mayor afectacién en menores de un ano (46.5%) y en
nifios de 14 afos (34.8%) coincide con estudios que sefialan que mas del 70% de los casos
y hospitalizaciones por MPVh ocurren en nifios pequefos, especialmente en los primeros 3
afios de vida (Papenburg et al., 2012; Sharipova et al., 2020). La alta proporcion de pacientes
hospitalizados en nuestra cohorte (67.9%) y la presencia de un caso fatal reflejan el impacto
clinico del MPVh en la infancia panamefia. Este patron es consistente con el estudio
INFLUMIKA, donde los primeros afios de vida concentraron la mayor carga de infecciones
respiratorias virales y se observo una incidencia notable de MPVh en lactantes y nifios
pequenios (Azziz-Baumgartner, Duca, Gonz alez, et al., 2022). Asimismo, la mayor
proporcion de varones observada en nuestra cohorte (58.8%) es consistente con datos
descriptivos reportados en estudios hospitalarios, donde los casos positivos por MPVh
muestran una ligera predominancia masculina (Hacker et al., 2022; Kadjo et al., 2025). La
predominancia de casos procedentes del Area Metropolitana y su Periferia es coherente con

la distribucion demografica del pais, ya que estas zonas concentran la mayor proporcion de
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la poblacion. Ademas, el funcionamiento del sistema de vigilancia tiende a captar con mayor
frecuencia los eventos generados en areas con mayor actividad sanitaria, lo que contribuye a

su mayor representacion en el conjunto de muestras analizadas.

Los patrones de circulacion observados en Panamd, caracterizados por la alternancia
periodica entre los subgrupos A y B, coinciden con lo descrito en otras regiones donde el
MPVh exhibe ciclos multianuales de reemplazo. Estudios realizados en América del Norte,
Europa y China han documentado que los subgrupos tienden a predominar de manera
alternada cada 1 a 4 afos, en ocasiones vinculados a variaciones en la inmunidad poblacional
o a la introduccion de nuevos linajes virales (Aberle et al., 2010; Apostoli et al., 2012; Kong
et al., 2016; Pless et al., 2025; Reiche et al., 2014). Los ciclos identificados en Panama, con
una duracion media de 4 afios y una probabilidad baja de mantenerse mas alld de cinco,
proporcionan una de las caracterizaciones mas completas de esta dindmica en un entorno
tropical, donde la estacionalidad respiratoria suele mostrar patrones menos definidos. La
interrupcion temporal de la circulacion durante la pandemia de COVID-19, seguida de una
rapida reactivacion con un cambio en el subgrupo predominante, refleja ademas un fenomeno
observado globalmente tras las medidas de mitigacion que alteraron la transmision de

multiples virus respiratorios (Franco et al., 2021; Huang et al., 2021)

La dindmica evolutiva del MPVh observada en Panama entre 2006 y 2025 evidencia también
desplazamientos sucesivos dentro del linaje A2, la expansion de variantes con duplicaciones
en el gen Gy los ciclos de resurgimiento de los linajes B1 y B2; reproduce y complementa
las tendencias descritas globalmente, aportando ademas una de las cronologias mas extensas
documentadas en un pais tropical. La evidencia historica disponible para Panaméa ya

mostraba, durante 2010-2012, una alta heterogeneidad genética con circulacion simultanea
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de A2a, A2b, Bl y B2 y claro predominio de A2b (A2.2) (Abrego et al., 2018), lo que
mostraba la capacidad del ecosistema panamefio para sostener diversidad viral elevada. Sobre
este trasfondo, el presente estudio documenta la transicion hacia un escenario dominado por
A2.2.2, coincidencia notable con tendencias internacionales que muestran la diversificacion

acelerada del clado A2b (A2.2) y su diversificacion en sublinajes de éxito epidemioldgico

(Heim et al., 2025).

En linea con estas tendencias, los andlisis comparativos con otros paises revelan patrones
casi paralelos a los observados en Panama. De forma similar a lo reportado en Argentina,
donde entre 2011-2013 predomind el subtipo A2 y coexistieron multiples sublinajes con alta
identidad genética (Rodriguez et al., 2020), Panam4 experiment6 ciclos de reemplazo en los
que A2.1 y A2.2.1, ampliamente distribuidos entre 2006 y 2014, fueron progresivamente
desplazados por A2.2.2, un linaje cuya circulacion global se ha documentado al menos desde
2008 (Nao et al., 2020b). En nuestro estudio, la primera deteccion local de A2.2.2 ocurrid en
2012, seguida por la aparicion de la variante con duplicacion de 180nt (180dup) en 2014 vy,
posteriormente, de la duplicacion de 111nt (111dup) en 2017. Esta secuencia temporal
reproduce el patron descrito a nivel mundial, donde 180dup fue detectada primero y 111dup
emergid posteriormente dentro del mismo linaje (Heim et al., 2025; Pifiana et al., 2023;
Saikusa et al., 2017). Aunque se ha propuesto que la duplicacion de 111nt podria derivar de
una variante previa con duplicacioén de 180nt (Goya et al., 2025), nuestro analisis de genomas
completos infiere que ambas duplicaciones podrian corresponder a eventos evolutivos
independientes dentro del linaje A2.2.2, en concordancia con las descripciones iniciales
(Saikusa et al., 2017). Aunque estos analisis de genomas completos sugieren que 180dup y

111dup surgieron como eventos independientes dentro de A2.2.2, aun falta evidencia para

150



confirmar definitivamente su relacion evolutiva; ademas, cada una sigue un patrén

epidemioldgico distinto, como se observa claramente en Panama.

En este sentido, la variante A2.2.2-180dup se mantuvo en circulacion activa durante casi una
década (2014-2023), mientras que A2.2.2-111dup emergio en 2017 y, de forma similar con
lo observado en Espaiia tras la reactivacion post-pandemia, donde A2.2.2-111dup llego a
constituir practicamente el unico linaje del grupo A en circulacion entre 2021 y 2022 (Pifiana
et al., 2023), pas6 a convertirse en la variante dominante en los brotes panamefios de 2023 y
2024-25. Esta expansion acelerada también ha sido documentada en Paises Bajos, donde los
virus A2.2.2 con duplicaciones se convirtieron en los genotipos mas frecuentes desde 2015
y contribuyeron a la desaparicion de linajes como A1, que no volvio a detectarse después de
2006 (Groen et al., 2023). En Estados Unidos, 111dup también se consolidé como la forma
predominante de A2b2 (A2.2.2) tras la pandemia, sin evidenciar la emergencia de un linaje
de preocupacién, sino reflejando la expansion continua de variantes ya establecidas y
adaptadas a contextos de inmunidad poblacional alterada por la interrupcion de la circulacion

respiratoria durante la COVID-19 (Goya et al., 2025).

Un aspecto a considerar y hallazgo de este estudio ha sido la mayor frecuencia del linaje
A2.2.2-111dup en el area Metropolitana y Periferia (AM&P) lo cual es coherente con el papel
de esta zona como punto potencial de entrada viral, debido a su alta densidad poblacional y
su conectividad aérea e internacional. Patrones similares se han descrito para VSRh, donde
los linajes emergentes suelen introducirse primero en grandes centros urbanos antes de

dispersarse hacia regiones periféricas (Langedijk et al., 2024; Zheng et al., 2021)
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Paralelamente, los linajes B1 y B2 mostraron en Panaméd un patron de circulacion
caracterizado por persistencia a baja frecuencia y reemergencias periddicas, una dindmica
consistente con lo descrito para el subgrupo B (Goya et al., 2025). El linaje B1, detectado
por primera vez en Panama en 2010, volvid a resurgir durante los brotes de 2018-2020, un
comportamiento que coincide con reportes europeos donde B1 y B2 alternaron periodos de
predominio antes de la pandemia (Pinana et al., 2023; Reiche et al., 2014). Por su parte, B2,
que circuld entre 2010-2013 y reaparecié en 2018-2020, pasé a predominar en 2022 y
origin6 el primer brote post-pandemia en Panama. Un patrén similar se describio en Corea
del Sur en 2022, donde B2 volvi6 a circular tras un periodo prolongado de baja deteccion
(Cho et al., 2023), y coincide con analisis filodindmicos que evidencian la capacidad del
subgrupo B para resurgir de forma intermitente en distintos contextos epidemiolédgicos (Goya
et al., 2025; Kamau et al., 2020). No obstante, este comportamiento contrasta con lo
observado en otras regiones donde, tras la pandemia, el linaje que recuper6 predominancia
fue B1, como ocurri6 en Israel en 2021(Stein et al., 2022). Estos hallazgos sugieren que los
linajes del subgrupo B siguen una dindmica propia marcada por alternancia, persistencia
prolongada y picos intermitentes de actividad, y que, a diferencia del grupo A, los linajes B1
y B2 no muestran un patrén global uniforme, pueden predominar en diferentes regiones al
mismo tiempo, de modo que B1 puede ser el linaje dominante en una region, mientras B2

domina simultaneamente en otra.

La trayectoria evolutiva registrada en Panama coincide con las tendencias globales, como el
desplazamiento sostenido hacia A2.2.2 y la expansion de duplicaciones en G, sino también
la conservacion de patrones locales de alternancia y co-circulacion entre sublinajes A y B.

En el subgrupo B, la persistencia y reemergencia de Bl y B2 a lo largo de un periodo
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inusualmente extenso para un pais tropical aporta una de las series mas prolongadas de la
region de Centroamérica y el Caribe, subrayando la continuidad de su circulacion y la

capacidad del virus para ajustarse a presiones evolutivas cambiantes.

El andlisis evolutivo de la proteina F en las secuencias panamefas revela un nivel de
conservacion notable a lo largo de casi dos décadas de circulacion viral. Las estimaciones de
divergencia obtenidas en este estudio muestran una p-distance promedio baja en los tres
conjuntos analizados: 2.10% en MPVh-A, 0.98% en MPVh-B1 y 1.24% en MPVh-B2 a nivel
de nucleétidos. Este patron es consistente con lo observado en un estudio longitudinal que
incluy6 85 secuencias obtenidas durante un periodo aproximado de veinte afnos en diferentes
regiones, donde también se reportaron identidades elevadas (96-99%) entre linajes y una
evolucion muy limitada de la proteina F, sin evidencia de deriva progresiva ni acumulacion
sostenida de mutaciones (Yang et al., 2009). No obstante, dicho estudio abarc6 inicamente
muestras previas a 2009, por lo que no incorpord variantes contemporaneas; en contraste, los
datos panamefios actualizan este panorama y confirman que la alta conservacion de la

proteina F se ha mantenido incluso en afios recientes.

Las sustituciones identificadas en los subgrupos A, B1 y B2 para el gen F fueron evaluadas
en relacion con los residuos equivalentes del epitopo minimo descrito para MPES, un
anticuerpo de amplio espectro dirigido al sitio antigénico III, también activo contra VSRh y
con potencial terapéutico (Corti et al., 2013; Principi et al., 2025). En VSRh, este epitopo
estd definido por los residuos T50, L305, G307, 1309 y D310, cuyos homdlogos en MPVh
corresponden a T41, 1275, G277, 1279 y D280 (Corti et al., 2013; Guo et al., 2023). En
nuestras cepas, estas posiciones permanecieron invariantes en los subgrupos A y B1, mientras

que en B2 se detect6 la sustitucion D280N, un cambio no conservador que altera la carga del
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residuo pero no genera un motivo compatible con glicosilacion N-linked. Aunque el impacto
de D280N sobre la interaccion con MPES8 no puede determinarse con los datos disponibles,
su presencia subraya la necesidad de estudios funcionales que evaluen su posible relevancia

estructural e inmunoldgica.

Otro anticuerpo con potencial terapéutico es 54G10 (Principi et al., 2025), el cual se une a
un epitopo lineal centrado en el residuo 397, definido mediante mutantes de escape (V397G
y Q434H) y equivalente al sitio antigénico IV de RSV (Schuster et al., 2015). En nuestros
datos, ninguna de las sustituciones detectadas afectd directamente este nucleo critico; sin
embargo, una de las cepas presentd la mutacion H435Y (hAMPV/A/Panama/ICGES-
196/2025) (Figura 28), un reemplazo por un aminoacido no polar que podria modificar el
entorno inmediato del epitopo. Aunque su impacto funcional es incierto, este hallazgo resalta
la necesidad de estudios experimentales para evaluar si cambios en posiciones cercanas

podrian influir en la unién o sensibilidad frente a 54G10.

Un tercer anticuerpo en fase preclinica es DS7, que actua sobre el sitio antigénico I de MPVh
F al interactuar con un bolsillo hidrofébico formado por los residuos Leu24, Ile31, Pro282 y
Trp284 (Miller & Mousa, 2023). De acuerdo con los datos obtenidos en este estudio, ninguno
de estos aminodcidos present6 sustituciones en las cepas panamefias analizadas, por lo que

el entorno inmediato del sitio I se mantiene conservado en las secuencias evaluadas.

El analisis de la proteina F de MPVh en cepas panamefias indica que esta glicoproteina ha
permanecido altamente conservada durante casi dos décadas. A pesar de la presencia de

sustituciones fijadas en los subgrupos A, B1 y B2, estas se localizan mayoritariamente en
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regiones periféricas o tolerantes, sin afectar los principales epitopos de neutralizacion ni los

elementos estructurales que sostienen la conformacién prefusion.

Entre los cambios observados, destaca la sustitucion D280N en B2, ubicada en un residuo
equivalente a un punto critico del epitopo minimo descrito para MPES. Asimismo, en el
subgrupo A se identifico la mutacion H435Y, cercana al epitopo lineal reconocido por
54G10, cuya posible repercusion sobre la union del anticuerpo requiere evaluacion funcional.
Otras mutaciones linaje-especificas, como V5101 en A2.2.2 y K518R en variantes con
duplicacién de 111 nt, asi como las variaciones de alta frecuencia detectadas en B2, no
coincidieron con posiciones previamente implicadas en el reconocimiento inmunitario. La
estabilidad evolutiva observada establece un perfil basal robusto de la proteina F de MPVh,
relevante para el monitoreo de posibles desviaciones asociadas a presion inmunoldgica o a

la introduccién futura de antivirales o anticuerpos monoclonales.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que el MPVh ha circulado de forma sostenida en
Panamé durante casi dos décadas, con patrones estacionales propios de regiones tropicales,
alternancia periddica entre los subgrupos A y B, y ciclos de reemplazo que reproducen
tendencias globales, incluyendo la expansion del linaje A2.2.2 y la aparicion secuencial de
las variantes con duplicaciones de 180 nty 111 nt. La carga clinica observada, concentrada
en lactantes y nifios pequefios, coincide con lo reportado internacionalmente y subraya la
relevancia del virus en la poblacion pediatrica. A nivel gendmico, la proteina F mostr6 un
alto grado de conservacion, con divergencias bajas y sustituciones mayoritariamente
localizadas en regiones que no influyen en los principales sitios antigénicos; sin embargo, se
identificaron dos cambios potencialmente relevantes: D280N en B2, equivalente a un residuo
critico del epitopo minimo descrito para MPES y H435Y en A, ubicada cerca del epitopo
reconocido por 54G10. Ninguna otra sustitucion coincidié con posiciones clave asociadas a
anticuerpos neutralizantes, lo que confirma la estabilidad evolutiva de F durante el periodo
analizado y resalta el valor de estos datos como referencia para evaluar futuros cambios con

posible impacto inmunolédgico o terapéutico.

Finalmente, la informacion generada a partir de este andlisis constituye la base de un
manuscrito cientifico que se encuentra actualmente en preparacion para su eventual

publicacion.
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CONCLUSIONES GENERALES: DINAMICA EVOLUTIVA DE LOS VIRUS
SINCITIAL RESPIRATORIO Y METAPNEUMOVIRUS HUMANO EN PANAMA,
Y SUS IMPLICACIONES EN NUEVAS VACUNAS Y TRATAMIENTOS EN

DESARROLLO

La evidencia integrada en esta tesis muestra que, en Panama, el VSRh y el MPVh comparten
una dinamica compleja pero coherente en el tiempo: circulaciéon endémica de larga data,
picos epidémicos anuales coincidentes con la temporada lluviosa y ciclos multianuales de
reemplazo entre subgrupos y linajes. A partir del marco conceptual desarrollado en la
introduccion, que revisa desde la historia natural, la biologia molecular y la clasificacion
hasta las herramientas diagnoésticas y las intervenciones preventivas emergentes, los capitulos
analiticos demuestran que Panama no es un escenario periférico, sino un nodo activo donde
convergen tendencias virales globales y particularidades epidemiologicas propias de un pais

tropical altamente conectado.

En el caso del VSRh, los analisis que abarcan casi dos décadas (2006-2017 y 2018-2024)
muestran una alternancia marcada entre los subgrupos A y B, con ciclos de reemplazo y co-
circulacion de linajes que reflejan la dindmica descrita en multiples regiones, pero
documentada aqui con una resolucion sin precedentes para Centroamérica. La adopcion de
la nueva clasificacion basada en genomas completos permite reinterpretar retrospectivamente
la circulacién de genotipos historicos (NA1, ON1, BA9) bajo el lenguaje actual de linajes
(A.3.1, A.D, B.D, etc.), y situar a Panamé dentro del mapa global de la diversidad del VSRh
antes y después de la pandemia de COVID-19. La identificacion de linajes post-pandemia

como A.D.1, A.D.5.2, B.D.4.1.1 y B.D.E.1, junto con su asociaciéon ocasional con mayor
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hospitalizacion (particularmente en el caso de B.D.4.1.1), ilustra como las perturbaciones en
la transmision respiratoria pueden reconfigurar transitoriamente la composicion genética del
virus sin alterar, al menos por ahora, los determinantes clave de sensibilidad a anticuerpos

monoclonales.

Los estudios fenotipicos frente a anticuerpos anti-F, tanto en cepas histdricas (2009) como
contemporaneas, convergen en una conclusion central: la proteina F del VSRh mantiene una
diversidad limitada y una conservacion notable de los epitopos criticos (especialmente @ y
II), incluso en presencia de sustituciones puntuales como D200N, N276S o cambios en p27
asociados a glicosilacion. Las cepas panamenas evaluadas fueron altamente sensibles a
anticuerpos monoclonales de uso clinico y en etapa preclinica (palivizumab/motavizumab,
nirsevimab/MEDI8897*, clesrovimab/AM14, entre otros), con capacidad de neutralizacion
comparables a las descritas internacionalmente. Este hallazgo, reiterado a lo largo de
diferentes periodos epidémicos y linajes, refuerza la solidez de la proteina F como diana
terapéutica y sugiere que, en el contexto pre-implementacion de inmunoprofilaxis masiva,
las variantes circulantes en Panamé no presentan evidencias de escape relevante a estos

agentes.

De manera complementaria, el analisis gendmico de MPVh entre 2006 y 2025 demuestra que
este virus, aunque menos visible en la agenda de salud global, contribuye de forma sostenida
a la carga de infeccion respiratoria aguda baja en la infancia panamefa. La positividad
cercana al 7%, la alta proporcion de hospitalizaciones y la concentracion de casos en menores
de cinco afios alinean a Panama con las estimaciones de impacto clinico global de MPVh.

Desde el punto de vista evolutivo, la trayectoria de los subgrupos A y B confirma ciclos de
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predominio alternante y una marcada diversificacion dentro del linaje A2, con transicion
desde A2.1 y A2.2.1 hacia un escenario dominado por A2.2.2 y, dentro de este, por variantes
con duplicaciones de 180nt y 111nt en el gen G. La cronologia documentada, emergencia de
A2.2.2 en 2012, aparicion de 180dup en 2014 y expansion de 111dup a partir de 2017,
reproduce con notable precision la secuencia reportada en otros paises, pero aqui se describe
de manera continua durante casi veinte afos en un entorno tropical, aportando una de las

series mas largas disponibles para este virus.

La alta variabilidad de la proteina G de MPVh y la apariciéon de importantes cambios
estructurales asociados a las duplicaciones contrastan con el alto grado de conservacion
observado en la proteina F, tanto en el grupo A, como dentro de los linajes B1 y B2. Las
estimaciones de divergencia bajas y la ausencia de una deriva antigénica detectable, junto
con la conservacion de los residuos equivalentes a los epitopos reconocidos por anticuerpos
de amplio espectro como MPES, 54G10 y DS7, refuerzan la idea de que la proteina F del
MPVh constituye una diana antigénica estable y atractiva para el desarrollo de vacunas y
terapias. Las pocas sustituciones potencialmente relevantes identificadas (como D280N en
B2 0 H435Y en una cepa A2.2.2) se ubican en un escenario de alta conservacion general y
se destacan precisamente como puntos de partida para estudios funcionales futuros, mas que

como amenazas inminentes de escape.

Esta tesis demuestra que VSRh y MPVh en Panama comparten un patrén de circulacion
endémica, alta carga en poblacion pediatrica, ciclos de reemplazo entre subgrupos/linajes y
una alta estabilidad evolutiva de la proteina F, a pesar de la intensa diversificacion observada

en otras proteinas de superficie como G. Esta combinacién de plasticidad antigénica
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periférica y conservacion de epitopos funcionales clave es consistente con el desempefio
observado de anticuerpos monoclonales y plataformas vacunales dirigidas a F, y sugiere un
fundamento biologico favorable para estas estrategias, cuyo impacto poblacional y presion
selectiva aun deberan evaluarse a medida que su uso se generalice. Al mismo tiempo, los
datos generados establecen una linea basal Unica, pre y post-COVID-19, previa a la
implementacion de inmunoprofilaxis y a lo largo de casi dos décadas, que sera indispensable
para evaluar el impacto de nuevas vacunas y tratamientos en desarrollo en el contexto

panamenio.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A pesar de la robustez del andlisis longitudinal y la integraciéon de datos gendmicos,
epidemioldgicos y fenotipicos, este estudio presenta algunas limitaciones que deben
considerarse en la interpretacion de los resultados. En primer lugar, el muestreo no fue
completamente representativo en todos los afios analizados ni en todos los brotes
estacionales, lo que podria introducir sesgos en la estimacion de la diversidad viral y la
frecuencia de linajes circulantes. Asimismo, la dependencia del sistema de vigilancia, con
mayor captacion de casos hospitalarios y de areas urbanas como el Area Metropolitana y su
periferia, puede sobreestimar la carga en poblaciones pediatricas graves y subrepresentar
infecciones leves o regiones con menor acceso al sistema de salud. Adicionalmente, no todos
los linajes identificados pudieron ser evaluados fenotipicamente mediante ensayos de
neutralizacion, lo que limita la extrapolacion completa de los hallazgos sobre sensibilidad a
anticuerpos monoclonales. Las interrupciones en la circulacion viral durante la pandemia de
COVID-19 también pudieron afectar la continuidad temporal de los patrones observados.

Finalmente, aunque se analizaron regiones antigénicamente relevantes, la ausencia de
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estudios funcionales extensivos para todos los sitios de la proteina F impide descartar
completamente efectos sutiles sobre la antigenicidad o la biologia viral. Estas limitaciones
no invalidan los hallazgos principales, pero resaltan la necesidad de fortalecer la vigilancia
continua, ampliar la cobertura geografica y temporal, e integrar analisis funcionales en

futuros estudios.

PERSPECTIVAS Y LINEAS FUTURAS

1. Vigilancia genomica integrada y sostenida para VSRh y MPVh
Los resultados de esta tesis evidencian la necesidad de consolidar la secuenciacion genomica
como componente rutinario de la vigilancia nacional de virus respiratorios. Una prioridad
inmediata es integrar, de forma sistematica, la informacion gendmica de VSRh y MPVh con
datos clinicos, demograficos y de exposicion (por ejemplo, uso de nirsevimab, vacunas
maternas o futuras vacunas pediatricas), de manera que Panaméd pueda detectar
tempranamente cambios en la circulacion de linajes, emergencias de variantes inusuales o
patrones de severidad asociados a clados especificos. Esta integracion situaria al pais en una

posicion estratégica dentro de las redes regionales y globales de vigilancia.

2. Evaluacion del impacto evolutivo de nuevas intervenciones frente a VSRh
El conjunto de datos presentado ofrece una linea de base excepcional para monitorear la
respuesta del VSRh a la introduccidon de intervenciones preventivas, en particular los
anticuerpos monoclonales de vida media extendida y las vacunas dirigidas a la proteina F.
Una linea de trabajo clave sera comparar la diversidad y estructura de linajes antes y después

de la implementacion de estas herramientas en Panama, evaluando si surgen patrones de
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seleccion positiva en F, redistribucion de subgrupos o desplazamiento de linajes que hoy se
asocian a mayor hospitalizacion. Estudios longitudinales que combinen genomica,
neutralizaciéon in vitro y modelaje filodindmico permitirdn anticipar y contextualizar
cualquier sefial de adaptacion viral frente a la presion inmunoldgica inducida por estas

intervenciones.

3. Fortalecimiento de la agenda de investigacion traslacional en MPVh
Dado que no existen atin vacunas ni anticuerpos monoclonales licenciados contra MPVh, los
hallazgos de esta tesis posicionan a Panamd como un escenario ideal para estudios
traslacionales que evaliien candidatos dirigidos a la proteina F. La demostrada estabilidad
antigénica de F, junto con la documentacion detallada de linajes A2.2.2-180dup, A2.2.2-
111dup, B1 y B2, ofrece un marco solido para ensayos de neutralizacion con anticuerpos de
amplio espectro como MPES, 54G10 o DS7 usando potenciales aislados locales. A mediano
plazo, el pais podria participar en estudios multicéntricos de candidatos vacunales frente a
MPVh, aprovechando la extensa linea base gendémica y epidemiologica aqui descrita para

interpretar cualquier sefial de escape o cambio en la severidad clinica.

4. Ampliacion del espectro poblacional y geografico de los estudios
La presente tesis se centra, de forma intencionada, en la poblacion pediatrica y en los casos
captados por el Sistema de Vigilancia, con un peso importante del Area Metropolitana y su
Periferia. Una siguiente etapa serd extender estas observaciones a otros grupos de riesgo
(adultos mayores, personas inmunocomprometidas, pacientes con comorbilidades cronicas)
y a regiones con menor densidad poblacional o menor acceso sanitario. Esto permitira

determinar si determinados linajes de VSRh o MPVh se asocian de forma diferencial a
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desenlaces especificos en subpoblaciones vulnerables y evaluar posibles gradientes

espaciales en la introduccion y propagacion de linajes entre areas urbanas y periféricas.

5. Analisis filodinamico y filogeografico
El uso de modelos filodindmicos y reconstrucciones filogeograficas permitird estimar
tiempos de introduccion, rutas de dispersion y patrones de expansion espacial de VSRh y
MPVh en Panama. La integracion de enfoques coalescentes y modelos de difusion espacial
contribuira a identificar conexiones entre regiones del pais y posibles vinculos con corredores
internacionales de movilidad, fortaleciendo la interpretacion evolutiva de los datos

gendmicos en un contexto regional y global.

6. Estudios funcionales y estructurales de mutaciones puntuales en la proteina F
Aunque las mutaciones detectadas en F de VSRh y MPVh no muestran, hasta la fecha, un
impacto claro en la sensibilidad a anticuerpos monoclonales, la identificacion de cambios en
posiciones cercanas o equivalentes a epitopos criticos (como D200N y N276S en VSRh o
D280N y H435Y en MPVh) justifica el desarrollo de estudios funcionales especificos.
Ensayos de neutralizacion con paneles ampliados de MAbs, experimentos de
ganancia/pérdida de funcion y modelaje estructural in silico podrian esclarecer si estas
sustituciones alteran sutilmente la afinidad de unién o la estabilidad conformacional de F,
particularmente en un contexto futuro de mayor presion inmunoldgica por intervenciones

masivas.
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7. Modelaje de la carga de enfermedad y optimizacion de estrategias preventivas
La caracterizacion detallada de la estacionalidad, los ciclos de reemplazo y la distribucion
por edad de VSRh y MPVh en Panama proporciona insumos clave para el desarrollo de
modelos matematicos que estimen la carga de enfermedad atribuible a cada virus y proyecten
el impacto potencial de diferentes estrategias de inmunizacion (por ejemplo, combinacion de
vacunacion materna, inmunizacion pediatrica y uso estacional de anticuerpos monoclonales).
Tales modelos podrian ayudar a definir ventanas 6ptimas de administraciéon en un contexto
tropical, donde la temporada epidémica se solapa con la estacion lluviosa y puede extenderse

varios meses.

8. Articulacion regional y uso de Panama como plataforma de referencia
Finalmente, la experiencia acumulada en esta tesis, que combina vigilancia epidemioldgica,
gendmica, analisis evolutivo y ensayos fenotipicos, coloca a Panamd en una posicion
privilegiada para contribuir como centro de referencia regional en el estudio de VSRh y
MPVh. La continuidad de estas lineas de trabajo, junto con el fortalecimiento de redes
colaborativas con otros paises de América Latina y del Caribe, permitira no solo compartir
datos y capacidades, sino también abordar preguntas regionales sobre dispersion de linajes,
introducciones virales a través de corredores aéreos y maritimos y efecto de las

intervenciones preventivas en distintos contextos socioepidemioldgicos.
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A.D.3.1/EPI-ISL-15896167/Australia/2022
A.D.3.1/EPI-ISL-15896183/Australia/2022
A.D.3.1/EPI-ISL-15896222/Australia/2022
A.D.3.1/EPI-ISL-16714780/Australia/2022
A.D.3.2/OR143195.1/USA/2022
A.D.3.2/PP135024.1/USA/2023
A.D.3.2/PP508181.1/Peru/2022-05-30
A.D.3.3/PP530269.1/USA/2024
A.D.3.3/PP748752.1/USA/2021
A.D.3.3/PP770461.1/USA/2024
A.D.3.4/0Q024115.1/USA/2022
A.D.3.4/0Q261753.1/Austria/2022
A.D.3.4/OR143204.1/USA/2022
A.D.3.5/0OR795475.1/Germany/2022
A.D.3.5/PP709453.1/USA/2024
A.D.3.6/PP237786.1/USA/2023
A.D.3.6/PP401817.1/USA/2023
A.D.3.6/PP504647.1/USA/2023
A.D.3/MN306029/USA/2019
A.D.3/MT422270/Russia/2019
A.D.3/MZ151853/Russia/2020
A.D.3/MZ515619/Spain/2019
A.D.3/MZ515679/United-Kingdom/2020
A.D.3/MZ515693/Spain/2020
A.D.3/MZ515731/Netherlands/2018
A.D.3/MZ515923/United-Kingdom/2019
A.D.3/MZ516023/United-Kingdom/2020
A.D.3/MZ516039/Netherlands/2019
A.D.3/MZ516110/Netherlands/2018
A.D.3/MZ516112/United-Kingdom/2019
A.D.3/OK500256/France/2021
A.D.3/ON152648/Russia/2021
A.D.3/0P890340/USA/2022
A.D.3/0Q261748/Austria/2021
A.D.4.1/EPI-ISL-11055718/South-
Africa/2022
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177.

178.

179.

180.

181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.

192.

193.

194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.

205.
206.
207.
208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.

215.
216.

A.D.4.1/EPI-ISL-11055743/South-
Africa/2021
A.D.4.1/EPI-ISL-12529638/South-
Africa/2021
A.D.4.1/EPI-ISL-12529640/South-
Africa/2021
A.D.4.1/EPI-ISL-12529643/South-
Africa/2021
A.D.4.1/MZ515682/United-Kingdom/2019
A.D.4/MH181991/Kenya/2013
A.D.4/MH182003/Kenya/2014
A.D.4/MH182010/Kenya/2014
A.D.4/MH182012/Kenya/2014
A.D.4/MH182018/Kenya/2014
A.D.4/MH182019/Kenya/2014
A.D.4/MH182031/Kenya/2015
A.D.4/MH182036/Kenya/2015
A.D.4/MH182049/Kenya/2015
A.D.5.1/EPI-ISL-11055722/South-
Africa/2022
A.D.5.1/EPI-ISL-11055747/South-
Africa/2021
A.D.5.1/EPI-ISL-11055760/South-
Africa/2021
A.D.5.1/MZ515749/United-Kingdom/2019
A.D.5.2/EPI-ISL-15055327/Argentina/2021
A.D.5.2/OK500258/France/2021
A.D.5.2/0OP890318/USA/2022
A.D.5.2/0OP890321/USA/2022
A.D.5.2/0OP890332/USA/2022
A.D.5.2/0OP890338/USA/2022
A.D.5.2/0OP890339/USA/2022
A.D.5.2/0Q024127/USA/2022
A.D.5.2/0Q171903/USA/2022
A.D.5.3/EPI-ISL-16959591/New-
Zealand/2021
A.D.5.3/EPI-ISL-16959666/New-
Zealand/2021
A.D.5.3/EPI-ISL-16959728/New-
Zealand/2021
A.D.5.3/EPI-ISL-16959943/New-
Zealand/2021
A.D.5.3/EPI-ISL-16960085/New-
Zealand/2021
A.D.5.3/EPI-ISL-16960101/New-
Zealand/2021
A.D.5.4/PP135013.1/USA/2023
A.D.5.4/PP237781.1/USA/2023
A.D.5/EPI-ISL-15055318/Argentina/2019
A.D.5/EPI-ISL-15120672/Morocco/2014
A.D.5/MZ515616/Netherlands/2019
A.D.5/MZ515782/United-Kingdom/2018
A.D.5/MZ515884/Netherlands/2019

217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.
244.
245.
246.
247.
248.
249.
250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.

A.D.5/ON237271/Argentina/2015
A.D.5/ON237320/Argentina/2017
A.D.5/0OP320383/Philippines/2019
A.D.5/0OP320385/Philippines/2019
A.D.5/0OP320394/Philippines/2019
A.D.5/0OP320399/Philippines/2020
A.D/KJ627735/USA/2013
A.D/KY654513/Philippines/2013
A.D/KY654515/Philippines/2012
A.D/KY982516/USA/2013
A.D/MF614946/China/2012
A.D/MF614947/China/2013
A.D/MH181911/Kenya/2012
A.D/MH181917/Kenya/2012
A.D/MH181927/Kenya/2012
A.D/MH181931/Kenya/2012
A.D/MH181938/Kenya/2012
A.D/MH181940/Kenya/2012
A.D/MH181941/Kenya/2012
A.D/MH181945/Kenya/2012
A.D/MH181947/Kenya/2012
A.D/MH181948/Kenya/2012
A.D/MH181960/Kenya/2012
A.D/MH181969/Kenya/2012
A.D/MH181974/Kenya/2012
A.D/MH181982/Kenya/2013
A.D/MH181985/Kenya/2013
A.D/MH279547/China/2017
A.D/MH447953/Thailand/2013
A.D/MH447956/Thailand/2014
A.D/MH447957/Thailand/2016
A.D/MN630090/USA/2016
A.D/MN630093/USA/2016
A.D/MN630106/USA/2016
A.D/MW020596/Australia/2018
A.D/MWO020598/Australia/2017
A.D/MZ221197/China/2018
A.D/MZ221199/China/2018

A.D/MZ515600/United-Kingdom/2018
A.D/MZ515802/United-Kingdom/2019

A.D/MZ515913/Netherlands/2019
A.D/MZ515973/Netherlands/2017
A.D/MZ516057/Netherlands/2019

A.D/MZ516076/United-Kingdom/2018

A.D/OK649682/USA/2012

A.D/ON237225/Argentina/2014
A.D/ON237229/Argentina/2014
A.D/ON237230/Argentina/2014
A.D/ON237243/Argentina/2014
A.D/ON237250/Argentina/2015
A.D/ON237252/Argentina/2015
A.D/ON237254/Argentina/2015
A.D/ON237258/Argentina/2015
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270. A.D/ON237259/Argentina/2015
271. A.D/ON237276/Argentina/2016
272. A.D/ON237277/Argentina/2016
273. A.D/ON237280/Argentina/2016

274. A.D/ON237286/Argentina/2016
275. A.D/ON237293/Argentina/2016
276. A.D/ON237298/Argentina/2017
277. A.D/ON729319/USA/2019

List of One hundred forty-five (145) complete reference genomes of RSV-A

subgroup, downloaded from the RSV Genotyping Consensus Consortium

(https://github.com/rsv-lineages). Data obtained on August 26, 2024.

O 0 N OGN

NN DN RNNNRNRR &R R e e e e
SAPRON RS 0OOXIDT RPN LD

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

B.1/MG642037/USA/1980
B.1/MG642044/USA/1982
B.1/MG642045/USA/1979
B.1/MG642065/USA/1981
B.2/MG642036/USA/1989
B.2/MG642054/USA/1991
B.2/MG642057/USA/1984
B.2/MG642076/USA/1987
B.3/MG642049/USA/1993
B.3/MG642064/USA/1995

. B.4/JX198144/USA/1994

B.4/OK649748/USA/1992
B.D.1.1/KY249666/United-Kingdom/2013
B.D.1.1/ON237110/Argentina/2014
B.D.1.1/ON237115/Argentina/2014
B.D.1/KY249662/United-Kingdom/2013
B.D.1/MH594430/Kenya/2010
B.D.1/OK649699/Brazil/2009
B.D.2/MH594352/Kenya/2010

. B.D.2/MH594457/Kenya/2010
. B.D.2/MH594461/Kenya/2010
. B.D.3/MH594379/Kenya/2010

B.D.3/MH594402/Kenya/2010
B.D.3/MH594407/Kenya/2010

. B.D.3/MH594415/Kenya/2010

B.D.4.1.1/EPI-ISL-11055802/South-
Africa/2021

B.D.4.1.1/EPI-ISL-11817058/ Australia/2021
B.D.4.1.1/EPI-ISL-11817060/ Australia/2021
B.D.4.1.1/EPI-ISL-12529656/South-
Africa/2021
B.D.4.1.1/EPI-ISL-14769847/South-
Africa/2022

B.D.4.1.1/EPI-ISL-

15067710/ Argentina/2018
B.D.4.1.1/EPI-ISL-15728620/South-
Africa/2022
B.D.4.1.1/EPI-ISL-15728627/South-
Africa/2022

B.D.4.1.1/EPI-ISL-15774019/ Australia/2021
B.D.4.1.1/EPI-ISL-16714597/England/2021
B.D.4.1.1/EPI-ISL-16714599/England/2021

37.
38.
39.
40.

41.

42.
43.

44.
45.

46.
47.
48.
49.

50.
51.
52.

53.
54.

55.

56.
57.
58.

59.
60.

61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.

B.D.4.1.1/EPI-ISL-16714651/England/2021
B.D.4.1.1/MT373705/Russia/2019
B.D.4.1.1/MZ151850/Russia/2019
B.D.4.1.1/MZ515553/United-
Kingdom/2019
B.D.4.1.1/MZ515561/United-
Kingdom/2019
B.D.4.1.1/MZ515562/Netherlands/2018
B.D.4.1.1/MZ515590/United-
Kingdom/2019
B.D.4.1.1/MZ515599/Netherlands/2019
B.D.4.1.1/MZ515636/United-
Kingdom/2019
B.D.4.1.1/MZ515656/Spain/2019
B.D.4.1.1/MZ515658/Netherlands/2018
B.D.4.1.1/MZ515665/Netherlands/2017
B.D.4.1.1/MZ515716/United-
Kingdom/2018
B.D.4.1.1/MZ515743/Netherlands/2017
B.D.4.1.1/MZ515761/Netherlands/2018
B.D.4.1.1/MZ515779/United-
Kingdom/2018
B.D.4.1.1/MZ515827/Spain/2019
B.D.4.1.1/MZ515837/United-
Kingdom/2019
B.D.4.1.1/MZ515904/United-
Kingdom/2020
B.D.4.1.1/MZ515926/Netherlands/2017
B.D.4.1.1/MZ515975/Netherlands/2019
B.D.4.1.1/MZ516021/United-
Kingdom/2018
B.D.4.1.1/MZ516054/Spain/2019
B.D.4.1.1/MZ516061/United-
Kingdom/2018
B.D.4.1.1/MZ516143/Spain/2019
B.D.4.1.1/OM857370/Australia/2020
B.D.4.1.1/OM857373/Australia/2019
B.D.4.1.1/OM857375/ Australia/2020
B.D.4.1.1/0OM857381/Australia/2020
B.D.4.1.1/0OM857393/Australia/2020
B.D.4.1.1/0OP975389/Australia/2019
B.D.4.1.1/0Q261736/Austria/2019
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69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.
102.
103.
104.

B.D.4.1.1/0Q261743/Austria/2022
B.D.4.1/EPI-ISL-15120696/Morocco/2016
B.D.4.1/EPI-ISL-15120725/Morocco/2016
B.D.4.1/EPI-ISL-15120751/Morocco/2017
B.D.4.1/EPI-ISL-15120753/Morocco/2017
B.D.4.1/KY249660/United-Kingdom/2013
B.D.4.1/KY249683/United-Kingdom/2016
B.D.4.1/LC385008/Philippines/2016
B.D.4.1/LR699735/United-Kingdom/2017
B.D.4.1/LR699740/Spain/2018
B.D.4.1/LR699742/Spain/2017
B.D.4.1/MH327947/India/2017
B.D.4.1/MK749869/Nicaragua/2016
B.D.4.1/MK749877/Nicaragua/2015
B.D.4.1/MK749915/Nicaragua/2016
B.D.4.1/MT040088/USA/2016
B.D.4.1/MZ515674/Netherlands/2018
B.D.4.1/MZ516082/Netherlands/2017
B.D.4.1/MZ516104/Netherlands/2018
B.D.4.1/ON237091/Argentina/2014
B.D.4.1/ON237138/Argentina/2015
B.D.4.1/ON237168/Argentina/2015
B.D.4.1/ON237186/Argentina/2016
B.D.4.1/ON237208/Argentina/2016
B.D.4.1/ON237214/Argentina/2017
B.D.4/KY249656/United-Kingdom/2014
B.D.4/KY249677/United-Kingdom/2012
B.D.4/LC385007/Philippines/2015
B.D.4/MK109786/Jordan/2012
B.D.4/MZ516025/Netherlands/2017
B.D.4/OK649704/Brazil/2009
B.D.4/OK649726/Brazil/2010
B.D.4/ON237114/Argentina/2014
B.D.4/ON237134/Argentina/2015
B.D.4/ON237159/Argentina/2015
B.D.4/ON237167/Argentina/2015

105. B.D.E.1/OP890343/USA/2022
106. B.D.E.1/OP890347/USA/2022
107. B.D.E.1/OP965698/USA/2021
108. B.D.E.1/OP965703/USA/2021
109. B.D.E.1/0Q357797/USA /2022

110.
111. B.D.E.2/MZ516102/United-Kingdom/2019
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.

B.D.E.2/MZ515997/Netherlands/2018

B.D.E.2/MZ516135/Netherlands/2018
B.D.E.2/OMB857390/Australia/2020
B.D.E.3/EPI-ISL-16533866/Austria/2022
B.D.E.3/EPI-ISL-16714385/England/2021
B.D.E.3/EPI-ISL-16714627/England/2021
B.D.E.4/EPI-ISL-15896190/Australia/2022
B.D.E.4/EPI-ISL-16714784/Australia/2022
B.D.E.4/EPI-ISL-16959502/New-
Zealand/2021

120. B.D.E.4/EPI-ISL-16959704/New-
Zealand/2021

121. B.D.E.4/EPI-ISL-16960135/New-
Zealand/2021

122. B.D.E.4/EPI-ISL-17066801/Australia/2022

123. B.D.E.4/OM857382/Australia/2021
124. B.D.E.4/OM857387/Australia/2021
125. B.D.E.4/OM857388/Australia/2020
126. B.D/EPI-ISL-6494896/England/2008

127. B.D/KY249663/United-Kingdom/2013

128. B.D/MH594400/Kenya/2010
129. B.D/MH594451/Kenya/2010
130. B.D/MK109765/Jordan/2011
131. B.D/MK109766/Jordan/2013
132. B.D/MK109779/Jordan/2010
133. B.D/MK109780/Jordan/2013
134. B.D/MK109781/Jordan/2011
135. B.D/MW582529/Germany/2015
136. B.D/OK649702/Brazil/2009

137. B.D/OK649703/Brazil/2009

138. B.D/OK649706/Brazil/2009

139. B.D/OK649719/Brazil/2009

140. B.D/OK649720/Brazil/2009

141. B.D/OK649724/Brazil/2010

142. B.D/OK649725/Brazil/2010

143. B.D/ON237105/Argentina/2014
144. B.D/ON237140/Argentina/2015
145.B.D/ON237165/Argentina/2015
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Table I: RSV genomes obtained, distributed by epidemic outbreak (2018 to 2024), antigenic subgroup, and demographic characteristics
of patients in Panama

RSV - Epidemic Outbreaks
2018 2019-20 2021 2022 2023 2024 Total (%)

Characteristics
Type Type Type Type Type Type
Total Total Total Total Total

Total

No. complete genomes 8 10 18 209 29 0 8 8 19 1 20 10 10 20 17 3 20 115 (100)

Gender

Male 5 5 10 7 1 8 0 6 6 13 0 13 5 7 12 13 2 15 64 (55.7)
Female 3 5 8 13 8 21 0 2 2 6 1 7 5 3 8 4 1 5 51 (44.3)

Clinical Status

Hospitalized 8 10 18 19 7 26 0 3 3 00 0 7 5 12 16 3 19 78 (67.8)
Outpatient 0 0 0 11 2 0 5 5 191 20 3 5 8 1 0 1 36 (31.3)
Deceased 0 0 0 01 1 0 0 0 00 0 0 0 0 00 0 1(0.9)

Patient age, y

<1 7 9 16 158 23 04 4 61 7 5 4 9 112 13  72(626)

1-4 11 2 51 6 04 4 90 9 25 7 61 7 35304

5-50 o0 0 00 O ©0O0 0 40 4 31 4 00 0 8 (7.0)
Geographic Area

MA&P 43 7 81 9 06 6 191 20 8 3 11 123 15  68(9.0)

gif;;t of the 47 11 128 20 02 2 00 0 2 7 9 50 5  47(409)

RSV, respiratory syncytial virus; “A”, RSV subgroup A; “B”, RSV subgroup B; MA&P, Metropolitan area and periphery.

Between 2018 and 2024, 115 complete RSV genomes were obtained, with 64.3% corresponding to RSV-A and 35.7% to RSV-B. Most
genomes were from children under 1 year old (62.6%) and hospitalized patients (67.8%). Additionally, 59.1% of the cases were recorded
in the metropolitan area and its periphery.
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Table II: Clinical and demographic characteristics of RSV-positive cases (2018-2024) sequenced by WGS and grouped by epidemic outbreak and lineage found.

2018 2019-20 2021 2022 2023 2024
Characteristics Total (%)
AD AD.1 AD22 AD3 BD4.11 Total AD AD1 AD221 ADS5 BD4.11 Total B.D.4.1.1 B.D.E.1 Total AD1 AD.17 AD32 AD33 BDE.1 Total AD1 AD.15 AD.17 AD3 ADS52 BD411 BD.E.1 Total AD3 AD32 ADS52 B.D.E1 Total

No. complete 1 2 2 10 18 2 16 1 1 9 29 1 7 8 13 2 2 2 1 2 1 1 1 2 5 6 4 20 3 6 8 3 20 115(100)
genomes

Gender
Male 2 1 0 2 5 10 1 6 0 0 1 8 1 5 6 § 2 1 2 0 1 1 0 ©0 2 2 5 2 12 2 5 6 2 15 64(557)
Female 1 0 2 0 5 8 1 10 1 1 8 21 0 2 2 5.0 1 0 1 7 o 1 1 0 3 1 2 8 1 1 2 1 5 51(443)
Clinical Status
Hospitalized 3 1 2 2 10 18 2 16 0 1 7 26 1 2 3 O 0 0 0 0 0 1 1 1 1 3 4 1 12 3 5 8 3 19 78(678)
Outpatient o0 o 0 0 o0 o0 0 1 0 1 2 o 5 5 13 2 2 2 1 20 0 0 0 1 2 2 3 8 0 1 0 0 1 36(313)
Deceased o0 o 0 0O O o0 0 0 0 1 1 0 0 0 o 0 0 0 o0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 109
Patient age, y
<1 31 2 1 9 16 1 14 0 0 8 23 1 4 4 2 0 1 7 11 1 1 1 2 2 2 2 13 72(62.6)
1-4 o0 o 1 1 2 1 2 1 1 1 6 0 4 4 6 0 1 2 0 o 0 o0 0 2 4 1 7 1 3 2 1 7 350304
5-50 o0 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 1 0 0 4 o 0 o0 1 2 0 1 4 0O 0 0 0 0 80
Geographic

Area
MA&P 2 0 2 0 3 7 2 5 1 0 1 9 1 5 6 13 2 2 2 1 2 0 0 1 2 5 0 3 11 3 1 8 3 15 68(59.1)
The Rest of

e Resto 1 0 2 7 11 01 0 1 8 20 0 2 2 O 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 6 1 9 0 5 0 0 5 47(409)

the Country

RSV, respiratory syncytial virus; “A”, RSV subtype A; “B”, RSV subtype B; MA&P, Metropolitan area and periphery.
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Statistical association between the RSV lineages found and Demographic

characteristics

Table III: Statistical Association Between RSV Lineages and Demographic Characteristics Using Chi-

Square Test of Independence

Li
Characteristics Teases
RSV-A RSV-B

Chi Square | Degrees of Freedom | P-value | Chi Square | Degrees of Freedom | P-value
Gender 12.2 10 0.272 0.730 1 0.393
Clinical Status 16.32 10 0.091 10.98 2 0.004
Patient age, y 13.29 10 0.208 3.439 2 0.179
Geographic 19.6 10 0.033 | 14470 1 0.0001
Area

The Chi Square and p-values obtained from the analysis are shown by lineages, separated by subgroups.
For clinical status, in RSV-A lineages the deceased variable was not considered due to insufficient data.
For patient age, in RSV-A lineages the 5-50 age range was not considered due to insufficient data.

Analysis performed at https://www.openepi.com/RbyC/RbyC.htm
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https://www.openepi.com/RbyC/RbyC.htm

Table IV: RSV lineages involved in the 2018-2024 epidemic outbreaks based on the clinical and demographic characteristics of the patients

RSV-A Lineages RSV-B Lineages
Characteristics Total RSV-A Total RSV-B Total (%)
AD. AD1 AD.15 AD.17 AD22 AD221 AD3 AD32 AD33 ADS5 ADS52 B.D.4.1.1 B.D.E.1
No. complete - ) 1 3 2 1 7 8 2 1 13 74 26 15 41 115 (100)
genomes
Gender
Male 3 16 0 2 0 0 6 6 2 0 8 43 12 9 21 64 (55.7)
Female 2 15 1 1 2 1 1 2 0 1 5 31 14 6 20 51 (44.3)
Clinical Status
Hospitalized 5 18 1 1 2 0 6 5 0 1 11 50 2 6 28 78 (67.8)
Outpatient 0 13 0 2 0 1 1 3 2 0 2 24 3 9 12 36 (31.3)
Deceased 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1(0.9)
Patient age, y
<1 4 20 1 3 2 0 4 3 0 0 7 44 20 8 28 72 (62.6)
1-4 18 0 0 0 1 2 4 2 1 4 23 6 6 12 35 (30.4)
5-50 0o 3 0 0 0 0 1 1 0 0 2 7 0 1 1 8(7.0)
Geographic
Area
MA&P 4 18 0 3 2 1 5 3 2 0 13 51 5 12 17 68 (59.1)
The Restof 45 1 0 0 0 2 5 0 1 0 23 21 3 24 47 (40.9)

the Country

RSV, respiratory syncytial virus; “A”, RSV subtype A; “B”, RSV subtype B; MA&P, Metropolitan area and periphery.
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Table V: Information about the RSV strains isolated and those selected for the neutralization assay with mAbs

Subgroup

Strain Name

Ct values
(original
sample)

Lineage

F Protein Mutations (compared against NCBI references)

Binding Site

Nirsevimab Motavizumab Clersovimab

Other mutations

F Protein
Mutations
(GISAID
references)

RSV-A

7-

hRSV/A/Panama/ICGES-215/2018

hRSV/A/Panama/ICGES-198/2018

hRSV/A/Panama/ICGES-97/2019

hRSV/A/Panama/ICGES-127/2019

hRSV/A/Panama/ICGES-131/2019

hRSV/A/Panama/ICGES-134/2019

hRSV/A/Panama/ICGES-28/2022

23.2

19.7

21.1

20.0

20.6

20.4

2211

AD

AD3

AD.1

AD.1

AD.1

AD.1

AD.1

- N276S

- N276S

- N276S

- N276S

- N276S

- N276S

- N276S

M447V

M447vV

M447vV

M447vV

M447vV

M447vV

M447vV

L4P, A8T, T16A, F20L, G25N, P102A,

T103A, N105S, L1191, A122T, K124N,

V139G, V1521, L178V, 1379V, V3841,
A518V, S540A

L4P, A8T, T12I, T16A, F20L, G25N,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124N,
V139G, V1521, L178V, 1379V, V384l,
S540A

L4P, A8T, T16A, F20L, G25S, P102A,
T103A, N105S, A122T, K124N, V139G,
V1521, L178V, 1379V, V3841, S540A

L4P, A8T, T16A, F20L, G25S, P102A,
T103A, N105S, A122T, K124N, V139G,
V1521, L178V, 1379V, V3841, S540A

L4P, A8T, T16A, F20L, G25S, P102A,
T103A, N105S, A122T, K124N, V139G,
V1521, N165S, L178V, 1379V, V3841,
S540A

L4P, A8T, T16A, F20L, G25S, P102A,
T103A, N105S, A122T, K124N, V139G,
V1521, L178V, 1379V, V3841, S540A

L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G258,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T,
V139G, V1521, L178V, 1379V, V384l,
S540A

L1191,
A518V

T12I, S25N

N1655

T13A,
N124T

yes

no

no

no

no

no

no
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Table V: Information about the RSV strains isolated and those selected for the neutralization assay with mAbs

Ct values F Protein Mutations (compared against NCBI references) F Prot.ein
. . . Mutations
Subgroup Strain Name (original ~ Lineage Binding Site NT
sample) - - Other mutations (GISAID
Nirsevimab Motavizumab Clersovimab references)
RSV-A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
8- hRSV/A/Panama/ICGES-32/2022 228 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384l N124T no
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
9- hRSV/A/Panama/ICGES-37/2022 248 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384I, N124T no
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
10- hRSV/A/Panama/ICGES-40/2022 18.8 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384l N124T no
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
11- hRSV/A/Panama/ICGES-45/2022 20.7 A.D.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384I, N124T yes
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
12- hRSV/A/Panama/ICGES-43/2022 21.0 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384l N124T no
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
13- hRSV/A/Panama/ICGES-44/2022 19.8 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384I, N124T no
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, T13A,
14- hRSV/A/Panama/ICGES-59/2022 23.1 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521, L178V, 1379V, V384l N124T no
S540A
L4P, A8T, T13A, T16A, F20L, G25S, T13A
P102A, T103A, N105S, A122T, K124T, !
15- hRSV/A/Panama/ICGES-60/2022 21.6 AD.1 - N276S M447vV V139G, V1521 L178V, 1379V, V38dl, ié?ﬂ; no

S540A, K551R
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Table V: Information about the RSV strains isolated and those selected for the neutralization assay with mAbs

Ct values
(original
sample)

Subgroup Strain Name Lineage

F Protein Mutations (compared against NCBI references)

Binding Site

Nirsevimab Motavizumab Clersovimab

Other mutations

F Protein
Mutations
(GISAID
references)

NT

RSV-A

16- hRSV/A/Panama/ICGES-42/2022 22.0 A.D.3.2

17- hRSV/A/Panama/ICGES-147/2023 18.0 ADJ3

18- hRSV/A/Panama/ICGES-343/2023 16.8 AD3

M447V

- N276S

M447V

- N276S M447V

L4P, A8T, T12I, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, A122T, K124N,
V139G, V1521, L178V, 1379V, V3841,
S540A

L4P, A8T, T12I, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, M1151, A122T,
K124N, V139G, V1521, L178V, I379V,

V3841, S540A

L4P, A8T, T12I, T16A, F20L, G25S,
P102A, T103A, N105S, M1151, A122T,
K124N, V139G, V1521, L178V, 1379V,

V3841, S540A

T12I, S276N

T121, M1151

T12I, M1151

yes

yes

no

RSV-B

1- hRSV/B/Panama/ICGES-114/2019 20.8 B.D.4.1.1

1206M and
Q209R

L8S, F45L, A103V, L172Q, S173L,
K191R, N234T, T529A,

yes

"RSV", respiratory syncytial virus; "RSV-A", RSV subgroup A; “RSV-B”, RSV subgroup B; "NT", Neutralization Test.
For the analysis of mutations in the F protein, reference sequences from NCBI GenBank (NC_038235 for RSV-A and NC_001781 for RSV-B) and EpiRSV GISAID (EPI_ISL_412866 for

RSV-A and EPI_ISL_1653999 for RSV-B) were used.

Nirsevimab binding site in RSV F protein: Residues 62-69 in the F2 subunit and 196-212 in the F1 subunit (Zhu et al., 2017).
Motavizumab binding site in RSV F protein: Residues 255-277 in the F1 subunit (Mas et al., 2018).
Clersovimab binding site in RSV F protein: Residues E161, S182, and 426447 in the F1 subunit (Tang et al., 2019).
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Phylogenetic Analysis — Fusion Protein

RSV-A RSV-B

Year of Collection Year of Collection

@) @)
@) @)
2020 @ 2020 @
2022 @ 2021 @
2023 @ 2022 @ =
2024 @ 2023 @ {_i—
2024 @ -
?)
= Selected for Neutralization Test g
Lineages Lineages 2_5@
——AD ——B.DA4.1.1 I
—AD. —— B.DE.I
——AD.15 — Other Lineages
AD.17 re
——AD22 i
AD22.1
—AD3
—A.D.32
AD33
—AD.S
——AD.S2
——Other Lineages

EL@IE"—E

0.008 0.006

Figure I: Maximum-likelihood phylogenetic trees of Fusion gen of RSV-A and RSV-B grouped with reference
strains. RSV genomes from Panama are highlighted with circles ranging from light red (2018) to dark red (2024)
at branch tips. RSV subgroups are represented by the colors of the tree branches. The isolated strains subjected
to neutralization assays (NT) against the F protein are indicated in the tree. The scale bar indicates nucleotide
substitutions per site. “RSV-A”, RSV subgroup A; “RSV-B”, RSV subgroup B, “NT”, Neutralization Test.
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Figure II: Determination of IC50 values for RSV isolates. Each graph corresponds to a specific strain, indicated
at the top of each plot. Neutralization assays were performed using monoclonal antibodies (mAbs), with their
respective concentrations (ng/mL) shown on the x-axis. The y-axis represents the number of FFU counted in each
well. mAbs are color-coded as follows: MEDI8897* (turquoise), AM14 (magenta), MOTAVIZUMAB (blue) and
MF 14 (green). IC50 values were calculated by fitting the experimental data to a four-parameter logistic (4PL)
equation using Microsoft Excel (Sebaugh, 2011). "hRSV", human Respiratory Syncytial Virus; "FFU", Focus
Forming Units; "mAbs", Monoclonal Antibodies; "ng", Nanograms; "ml", Milliliters.
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Statistical association analysis between the antigenic subgroups found and the

gender of the patients

Fisher's Exact Test (p-value 2-tail)

Contingency tables (data) for Gender: (Male vs Female) for RSV Subgroups A vs B

for each epidemic outbreak (2018-2024)

2018: [[6, 6], [4, 9]], Male vs Female, P-value: 0.5682
2019-20: [[31, 9], [25, 11]], Male vs Female, P-value: 0.5920
2021: [[0, 10], [0, 5]], Male vs Female, P-value: >0.9999
2022: [[34, 2], [26, 3]], Male vs Female, P-value: 0.7932
2023: [[19, 24], [12, 8]], Male vs Female, P-value: 0.3694
2024: [[30, 5], [21, 2]], Male vs Female, P-value: 0.8394

2018-2024: [[120, 56], [88, 38]], Male vs Female, P-value: 0.9840

There is no statistically significant association between the variables

Analysis performed at https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm
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Statistical association analysis between the antigenic subgroups found and the

clinical status of the patients

Fisher's Exact Test (p-value 2-tail)

Contingency tables (data) for Clinical Status: (Hospitalized vs Outpatient) for RSV

Subgroups A vs B for each epidemic outbreak (2018-2024)

2018: [[10, 15], [0, 0]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: >0.9999
2019-20: [[53, 17], [3, 2]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: 0.7487
2021: [[0, 4], [0, 11]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: >0.9999
2022: [[7, 2], [53, 3]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: 0.2747
2023: [[21, 18], [9, 13]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: 0.4822
2024: [[48, 7], [3, 0]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: >0.9999

2018-2024: [[139, 63], [68, 29]], Hospitalized vs Outpatient P-value: 0.9310

There is no statistically significant association between the variables

Analysis performed at https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm
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Statistical association between the antigenic subgroups found and the Patient age

of the patients

Fisher's Exact Test (p-value 2-tail)

Contingency tables (data) for Patient age, y: (<1 vs 1-4) for RSV Subgroups A vs B

for each epidemic outbreak (2018-2024)

2018: [[9, 13], [1, 2]], Age group <1 vs 1-4, P-value: >0.9999

2019-20: [[38, 16], [17, 4]], 2019-20 Age group <1 vs 1-4, P-value: 0.5316
2021: [[0, 4], [0, 8]], Age group <1 vs 1-4, P-value: >0.9999

2022: [[28, 2], [24, 3]], Age group <1 vs 1-4, P-value: 0.8978

2023: [[14, 15], [9, 14]], Age group <1 vs 1-4, P-value: 0.7065

2024: [[27, 3], [22, 4]], Age group <1 vs 1-4, P-value: 0.8354

2018-2024: [[116, 53], [73, 35]], Age group <1 vs 1-4, 0.9572

There is no statistically significant association between the variables

Analysis performed at https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm
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Statistical association between the antigenic subgroups found and the Geographic

Area of the patients

Fisher's Exact Test (p-value 2-tail)

Contingency tables (data) for Geographic Area: (MA&P vs The Rest of the Country)

for RSV Subgroups A vs B for each epidemic outbreak (2018-2024)

2018: [[5, 5], [5, 10]], MA&P vs The Rest of the Country, P-value: 0.6748
2019-20: [[17, 6], [39, 14]], MA&P vs The Rest of the Country, P-value: >0.9999
2021: [0, 9], [0, 6]], MA&P vs The Rest of the Country, P-value: >0.9999

2022: [[50, 4], [10, 1]], MA&P vs The Rest of the Country, P-value: >0.9999

2023: [[21, 10], [10, 23]], MA&P vs The Rest of the Country, P-value: 0.0056

2024: [[38, 6], [13, 1]], 2024 MA&P vs The Rest of the Country, P-value: 0.9123
2018-2024: [[131, 40], [77, 55]], 2024 MA&P vs The Rest of the Country, P-value:

0.001074

Analysis performed at https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm
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Statistical association between the RSV-B lineages found and the Clinical Status of

the patients

Fisher's Exact Test (p-value 2-tail)

Contingency tables (data) for Clinical Status: (Hospitalized vs Outpatient) for RSV

Lineages B.D.4.1.1 vs B.D.E.1 for each epidemic outbreak (2018-2024)

2018-2024: [[22, 6], [3, 9]], Hospitalized vs Outpatient, P-value: 0.004456

Analysis performed at https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm
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Statistical association between the RSV-B lineages found and the Geographic Area

of the patients

Fisher's Exact Test (p-value 2-tail)

Contingency tables (data) for Geographic Area: (MA&P vs The Rest of the Country)

for RSV Lineages B.D.4.1.1 vs B.D.E.1 for each epidemic outbreak (2018-2024)

2018-2024: [[5, 12], [21, 3]], MA&P vs The Rest of the Country, P-value: 0.0005

Analysis performed at https://www.openepi.com/TwobyTwo/TwobyTwo.htm
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