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Resumen

Introduccion: Desde 2024, Chile incorpor6 el anticuerpo mono-
clonal nirsevimab en el Programa Nacional de Inmunizacioén para
recién nacidos. Este anticuerpo actua contra la proteina pre-fusion
del virus respiratorio sincicial (VRS) que se sabe, hasta el momento,
altamente conservada. Objetivo: Caracterizar la diversidad genética del
VRS circulante en Chile durante el afio 2025. Méfodos: Este estudio
observacional y multicéntrico caracterizo la diversidad genética del
VRS mediante analisis de secuenciacion (NGS) para la clasificacion
de subgrupos, linajes y busqueda de mutaciones asociadas a resistencia
durante 2025, que corresponde al segundo afno de la administracion
de nirsevimab a la poblacion objetivo. Resultados: Hasta la semana
epidemiologica (SE) 37, se estudiaron 1.342 muestras de nifios bajo 5
anos. El subgrupo A predomind en 927 (69%) de los casos; 13 linajes
detectados para VRS-A'y 6 linajes para VRS-B. De las 234 muestras
con analisis genoémico hasta la SE 32, 43 (18%) presentaron mutacio-
nes en la proteina F, todas en VRS-B; la combinacion 1206M/Q209R/
S211N se detectd en 40 (17%) de ellas. Discusion: No se encontrd
asociacion con una posible resistencia o menor susceptibilidad a
nirsevimab, aunque la presion selectiva podria favorecer mutaciones
futuras que requieren vigilancia gendmica permanente.
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Abstract

Introduction: Chile has incorporated the monoclonal antibody nir-
sevimab into its National Immunization Program for newborns since
2024. This antibody specifically targets the pre-fusion protein of the
respiratory syncytial virus (RSV), which is currently recognized as
highly conserved. Aim: To characterize the genetic diversity of circula-
ting RSV in Chile during the year 2025. Methods: This observational,
multicenter study characterized the genetic diversity of RSV using
next-generation sequencing (NGS) to classify subgroups and lineages
and to identify mutations linked to resistance in 2025, the second
year of nirsevimab administration to the target population. Results:
1,342 samples from children under 5 years of age were analyzed up
to epidemiological week (EW) 37. Subgroup A was predominant in
927 (69%) of the cases; 13 lineages were detected for RSV-A and 6
for RSV-B. Of the 234 samples that underwent genomic analysis up
to EW 32, 43 (18%) had mutations in the F protein, all of which were
RSV-B; the 1206M/Q209R/S211N combination was detected in 40
(17%) of them. Discussion: No association was found with potential
resistance or reduced susceptibility to nirsevimab; however, selective
pressure may foster future mutations that require ongoing genomic
surveillance.

Keywords: respiratory syncytial virus; RSV; nirsevimab; genetic
surveillance; gene mutation.
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Introduccion

causas de infeccion respiratoria baja en niflos bajo un afo de

edad. En Chile, presenta una circulacion estacional entre mayo
y septiembre!2. El VRS se clasifica genéticamente en dos subgrupos
VRS-A y VRS-B, capaces de circular simultaneamente alternando la
prevalencia, tanto del subgrupo como de sus linajes’.

Nirsevimab es un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina
F pre-fusion de VRS, impidiendo que el virus ingrese a la célula blanco
del epitelio respiratorio y se replique. Se ha descrito que en el epitope
“sitio @ (zero)” de la proteina F del subgrupo VRS-B pueden presen-
tarse mutaciones asociadas a resistencia (N208D) o a una reduccion
parcial de susceptibilidad como 164M/K65R>®.

La administracion universal de nirsevimab para la poblacion de
recién nacidos lactantes menores de seis meses, y otros casos especi-
ficos?, realizada a través del Programa Nacional de Inmunizaciones,
podria ejercer una presion selectiva sobre VRS.

El objetivo del estudio fue caracterizar la diversidad genética del
VRS circulante en Chile durante el afio 2025, mediante la identificacion
de subgrupos, linajes y variantes con mutaciones en la proteina F,
potencialmente asociadas a resistencia o disminucion de susceptibilidad
al anticuerpo monoclonal nirsevimab.

El virus respiratorio sincicial (VRS) es una de las principales

Métodos

Se realiz6 un estudio observacional, transversal, multicéntrico, en 29
hospitales de la red de vigilancia de VRS del Instituto de Salud Publica
(ISP) de Chile, distribuidos en todas las regiones del pais, entre mayo
y diciembre de 2025. Se analizaron muestras respiratorias de pacientes
bajo los 5 aflos con VRS confirmado por reaccion de polimerasa en
cadena con transcriptasa reversa (RT-PCR). Se incluyeron pacientes
bajo un afo de edad, con antecedentes de administracion de nirsevimab
en el grupo inmunizados y pacientes bajo los 5 afios sin antecedentes
de administracion del monoclonal en el grupo no inmunizados. Se
excluyeron pacientes mayores de 5 afios, casos con resultado negativo
para VRS y aquellos con estado de inmunizacién desconocido. El
protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Servi-
cio de Salud Metropolitano Oriente. Debido a que el estudio utilizd
muestras y datos provenientes de la vigilancia (Decreto Supremo 7
sobre Reglamento de la Notificacion de Enfermedades Transmisibles
de Declaracion Obligatoria y su Vigilancia, 2019), anonimizados y
analizados de forma agrupada, el Comité de Etica otorgé dispensa de
consentimiento informado.

La deteccion de VRS se realizd mediante RT-PCR en tiempo real
utilizando el protocolo de los CDC’ en termociclador 7500 (Applied
Biosystems) y extraido con equipo easyMAG™ (bioM¢érieux). Las
muestras con umbral de ciclo (cycle threshold o Ct) < 27 fueron
seleccionadas para secuenciacion de genoma completo siguiendo el
protocolo del Centro Colaborador OMS de Melbourne. Las bibliotecas
fueron preparadas con DNA Prep Kit (Illumina™) y secuenciadas en
plataforma MiSeq™ en un protocolo de lectura de extremos pareados
(paired-end o PE) con un kit de 300 ciclos. El ensamblaje y generacion
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de consensos se realizé con REVICA. La identificacion de subgrupos
se realizo mediante el médulo RSVsurver de la base de datos GISAID
(https://rsvsurver.bii.a-star.edu.sg), mientras que para la asignacion de
linajes se utiliz6 Nextclade (https://clades.nextstrain.org/). La clasifi-
cacion taxondmica se realizé de acuerdo con lo descrito por Goya y
cols.® Solo se incluyeron secuencias con cobertura > 80% del genoma
y proteina F. Para el analisis estadistico, los resultados se describieron
con medias o medianas y variables de dispersion para variables con-
tinuas y mediante frecuencias absolutas y relativas para las variables
categoricas. Las prevalencias para los subgrupos de VRS se reportaron
junto con los intervalos de confianza de 95%. Para evaluar diferencias
entre grupos se utilizo x*> o Fisher en caso de frecuencias bajas. Se
utiliz6 el software R-Studio v3.6 y Microsoft Excel 365.

Resultados

Los datos corresponden a andlisis preliminares de muestras obteni-
das entre las SE 13 y 37, con un maximo de muestras entre la SE 30-35.
La representatividad territorial fue heterogénea con mayor aporte de
muestras desde las regiones Metropolitana, Valparaiso, Biobio, Maule
y Coquimbo.

E1 VRS-A fue el subgrupo predominante con 927 de las 1.342 mues-
tras positivas (69%), las que se distribuyeron en 13 linajes diferentes,
mientras que VRS-B presento seis linajes circulantes.

De las 234 muestras secuenciadas hasta la SE 32, en 191 (82%) no
se detectaron mutaciones en la proteina F asociadas a una potencial
resistencia. Las mutaciones identificadas se observaron exclusivamente
en VRS-B y correspondieron principalmente a la combinacion [206M/
Q209R/S211N en 41 muestras (17%). La combinacion 1206M/S211N
se detectd en dos muestras (0,8%) y T67N/I206M/Q209R/S211N en
una muestra (0,4%). No se observaron diferencias significativas entre
linajes circulantes y el antecedente de administracion de nirsevimab.

Discusion

Durante la temporada 2025 se observo circulacion de ambos sub-
grupos de VRS, con predominio de VRS-A, en el contexto del segundo
aflo de inmunizacion universal con nirsevimab en recién nacidos y
lactantes chilenos durante la temporada de circulacion viral.

Las mutaciones 1206M/Q209R/S21 1N fueron detectadas exclusiva-
mente en VRS-B y ya han sido descritas previamente en la literatura
especializada®. Hasta el momento, estas sustituciones no se han aso-
ciado a fenomenos de resistencia o a una reduccion significativa de
susceptibilidad a nirsevimab. En las secuencias analizadas de VRS-A
no se identificaron mutaciones potencialmente asociadas a resistencia.

Estos hallazgos concuerdan con reportes internacionales que
muestran una baja frecuencia de variantes asociadas a la resistencia a
nirsevimab, a pesar del incremento en el uso de anticuerpos monoclona-
les'. Sin embargo, determinadas mutaciones en el sitio @ de la proteina
F (como N208D o 164M/K65R) han demostrado experimentalmente
reducir la susceptibilidad al anticuerpo®’.

En Chile, los resultados preliminares de la estrategia con nirsevimab
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Tabla 1. Distribuciéon de las combinaciones de mutaciones detectadas por regién de Chile

Region 1206M, Q209R, S211N T67N, 1206M, Q209R, S211N 1206M, S211N Sin mutaciones Total por region
Arica y Parinacota 0 0 0 28 (100) 28 (100)
Tarapaca 1 (20) 0 0 4 (80) 5(100)
Antofagasta 0 0 0 0 0
Atacama 1 (50) 1 (50) 0 0 2 (100)
Coquimbo 12 (63) 0 0 7 (37) 19 (100)
Valparaiso 3 (8) 0 1(3) 31 (91) 35 (100)
Metropolitana 0 0 1(3) 32 (97) 33 (100)
Del Libertador B. O'Higgins 2(18) 0 0 9 (82) 1 (100)
Maule 14 (50) 0 0 14 (50) 28 (100)
Nuble 0 0 0 (100) 5 (100)
Biobio 1 (3) 0 0 35 (97) 36 (100)
Araucania 3 (19) 0 0 13 (81) 16 (100)
Los Rios 2 (50) 0 0 2 (50) 4(100)
Los Lagos 1(12) 0 0 7 (88) 8 (100)
Aysén 0 0 0 4(100) 4(100)
Magallanes 0 0 0 0 0
Total, pafs 0(17,09) 1 (0,42) 2(0,85) 191 (81,62) 234 (100)

muestran una reduccion de las hospitalizaciones y de los cuadros graves
asociados a VRS en la poblacion infantil'!. Para sostener este beneficio
clinico a largo plazo, resulta fundamental mantener una vigilancia
genomica activa que permita detectar oportunamente variantes mole-
culares emergentes.

Entre las limitaciones del estudio destacan el caracter preliminar
de los resultados, la representatividad territorial heterogénea y el
diseno descriptivo, lo que no permite establecer relaciones causales
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entre la administracion de nirsevimab y la aparicion de mutaciones
virales.

En conclusion, no se detectaron mutaciones asociadas a la resisten-
cia a nirsevimab en VRS-A, mientras que en VRS-B se identificaron
sustituciones previamente descritas, sin evidencia actual de impacto en
la susceptibilidad viral. Estos hallazgos respaldan la efectividad inicial
de la estrategia de inmunizacion y refuerzan la necesidad de mantener
una vigilancia gendomica continua del VRS en Chile.
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