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A mis padres.

“Nothing in life is to be feared, it is
only to be understood. Now is the time to

understand more, so that we may fear less.”
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RESUMEN

El metapneumovirus humano (HMPV) es un importante agente etioldgico de la infeccion
respiratoria aguda en poblacidon pediatrica, aunque recientemente se ha descrito su alta
incidencia también en la poblacion adulta. Se ha observado un 100% de seroprevalencia del
HMPV a partir de los 5 afios, aunque las reinfecciones son comunes, probablemente debido a
una inmunidad adquirida efimera. El HMPV se caracteriza por su alta diversidad genética, mayor
incluso que en el virus respiratorio sincitial humano (HRSV), perteneciente a la misma familia.
Ademas, este virus presenta una gran cantidad de estrategias de evasion del sistema inmune,
abarcando diferentes vias de sefializacion para interrumpir la respuesta inmunitaria a diferentes

niveles.

En esta Tesis Doctoral se realiza una descripcion de la prevalencia, estacionalidad y
diversidad genética del HMPV detectado en muestras de pacientes pediatricos y adultos en el
hospital universitario Vall d’"Hebron a lo largo de ocho temporadas, desde octubre de 2014 hasta
diciembre de 2021. En este trabajo se realiza una descripcién de la emergencia de nuevas
variantes virales, cuya prevalencia aumenta hasta reemplazar los grupos genéticos circulantes
al inicio del estudio, y se describen los cambios estructurales aportados por las mutaciones de
las nuevas variantes. También se realiza una descripcion del impacto clinico que tiene el HMPV
en el paciente, concretando en las diferencias que presentan los pacientes afectados por estas
variantes virales. Finalmente, se realiza un estudio evolutivo del genoma completo de este virus,
pudiendo trazar la emergencia de estas variantes virales y estudiando las diferentes presiones

selectivas a las que esta sometido el virus.

Esta Tesis Doctoral remarca la importancia de llevar a cabo una monitorizacién de la
infeccion por HMPV, donde la unién de los datos microbioldgicos, epidemiolégicos y clinicos
permiten realizar una vigilancia viroldgica de la emergencia, impacto y evoluciéon de nuevas

variantes del HMPV.
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1 INTRODUCCION

El ano 2001, un virus desconocido fue aislado por un equipo de investigacién holandés a
partir de muestras respiratorias de 28 pacientes pediatricos con infeccidn respiratoria. El virus
aislado replicaba lentamente in vitro en cultivos de células terciarias de rifidn de mono (tMK),
causando efectos citopaticos indistinguibles de aquellos causados por el virus respiratorio
sincitial humano (HRSV, por sus siglas en inglés, human respiratory syncytial virus),
caracterizados por la formacidn de sincitios y posterior disrupcidn celular. Este efecto citopatico
aparecié a los 10-14 dias del primer inéculo, y al estudiar el sobrenadante por microscopia
electrénica se observé la presencia de particulas pleomérficas paramyxovirus-like de 150-600
nm con pequefias proyecciones de 13-17 nm en la envuelta (Figura 1). Se realizaron pruebas
moleculares para confirmar la presencia del virus de la parainfluenza (HPIV) 1-4, el virus de la
parotiditis, el virus del sarampién, HRSV, el simian virus 5, el virus Sendai y el virus de la
enfermedad de NewCastle, siendo todas negativas. Se inocularon dos aislados del virus en
hurones y cobayas y se analizo el suero de los animales post-inoculacion mediante ensayos de
seroneutralizacidon e inmunofluorescencia para HPIV 1-4, HRSV y virus de la gripe A y B. Todos
los ensayos obtuvieron resultados negativos, descartando que el virus aun sin identificar
perteneciera a estas especies. Se enfrentd el suero de los hurones y cobayas a los 28 aislados en
cultivo de células tMK, obteniendo un resultado
positivo por inmunofluorescencia y comprobando
de esta manera que los animales habian
seroconvertido y que eran serolégicamente
compatibles. Dado que en los cultivos celulares no
se pudo demostrar que hubiera hemoaglutinaciony

que la replicacidon viral era dependiente de la

presencia de tripsina, caracteristica propia de los

P e § S S 3 =3

Figura 1. Micrografia de particulas virales de orthomyxovirus, se dedujo que el nuevo virus debia
HMPV. Imagen procedente Schildgen et al. Clin.
Microbiol. Rev. 2011. pertenecer a la familia Paramyxoviridae (1).

Fue posible la secuenciacion parcial del genoma de este virus mediante una técnica
llamada RAP-PCR (de sus siglas en inglés, RNA arbitrarily primed PCR), que consiste en la
amplificacion aleatoria de fragmentos del genoma y su posterior secuenciacion. Estas secuencias
presentaban una gran similitud con la del metapneumovirus aviar (AMPV), especialmente con

el serotipo C, razén por la que llamaron a este nuevo virus METAPNEUMOVIRUS HUMANO
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(HMPV) (1). En estudios seroldgicos realizados a partir de sueros recogidos y preservados desde
los afios 50 en diferentes paises, confirmaron la presencia de anticuerpos neutralizantes contra
este virus, demostrando que el HMPV habia circulado durante décadas sin haberse podido

detectar con los medios disponibles en el momento (1,2).

1.1 TAXONOMIA Y CLASIFICACION

Segun el International Committee on  Taxonomy of Viruses (ICTV,
https://ictv.global/taxonomy/), el HMPV pertenece al dominio Riboviria, que incluye todos los
virus cuyo genoma esta compuesto por acidos ribonucleicos (ARN); al reino Orthornavirae, que
incluye los virus que contienen una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp); al filum
Negarnaviricota, que incluye los virus de ARN monocatenario y polaridad negativa; al subfilum
Haploviricotina; a la clase Monjiviricetes; al orden Mononegavirales; a la familia Pneumoviridae,

junto al HRSV; y al género Metapneumovirus, junto al AMPV .


https://ictv.global/taxonomy/
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Hasta el afio 2015, el HMPV y el HRSV pertenecian a la subfamilia Pneumovirinae dentro
de la familia Paramyxoviridae, pero debido a la reconstruccidn filogenética de las secuencias
(Figura 2), la presencia de la proteina M2 (Unica para HMPV y HRSV) y las diferencias a nivel del
complejo de la ribonucleoproteina, se establecieron como familia independiente de los

paramyxovirus (3).
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Figura 2. Arbol neighbor-joining de la region central de la polimerasa de los virus representantes del orden
Mononegavirales. Los virus descritos en orden descendente son los siguientes: AMPV, HMPV, pneumovirus murino
(MPV), HRSV, virus del Ebola (EBOV), virus Marburg (MARV), virus parainfluenza 3 (PIV3), virus Sendai (SeV), virus
Fer-de-Lance (FDLV), virus Hendra (HeV), virus Nipah (NiV), virus canino distemper (CDV), virus del sarampién (MeV),
virus de las paperas (MuV), virus parainfluenza 5 (PIV5), virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), paramyxovirus
aviar tipo 6 (APMV6), APMV2, APMV3, APMV4, virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV), virus de la
septicemia hemorragica viral (VHSV), virus del reticulado amarillo del Sonchus (SYNV), virus de la necrosis amarilla
de la lechuga (LNYV), virus de la rabia (RABV), virus de la estomatitis vesicular (VSV) y virus de la fiebre efimera
bovina (BEFV). Imagen adaptada de Kuhn et al. ICTV, 2015.
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1.2 ESTRUCTURA Y ORGANIZACION GENOMICA

La longitud del genoma de este virus varia segun la variante viral, entre 13.280 y 13.378
pares de bases (pb), y contiene 8 genes que codifican para 9 proteinas. Estas proteinas, en orden
3’-5’, son la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P), la proteina de la matriz (M), la proteina de
fusion (F), las proteinas M2-1 y M2-2 (ambas codificadas por el gen M2), la proteina SH, la
glicoproteina (G) y la polimerasa (L). Estas proteinas son muy similares a las del HRSV (Figura 3),
con la diferencia de que el HMPV carece de las proteinas no estructurales NS1 y NS2 del HRSV

(4).

HMPV

HRSV

NS1 NS2 N P M SH G F M2 L

Figura 3. Comparacion de la organizacion del genoma de HMPV y HRSV. Imagen adaptada de Shildgen
et al. Clin. Microbiol. Rev. 2011.

El genoma de HMPV contiene también regiones no codificantes entre los genes, llamadas
regiones intergénicas. Estas regiones varian en tamafio y secuencia, y van desde los 23 hasta los
209 nucledtidos (5). A modo de curiosidad, estas regiones intergénicas no guardan ninguna

similitud con el HRSV o con su antecesor aviar.

Finalmente, hay dos regiones extragénicas en los extremos 3’ y 5’ del genoma de HMPV,
llamadas secuencias lider y trdiler, respectivamente. Los primeros 12 nucledtidos de la secuencia
lider y los ultimos 12 nucledtidos de la secuencia trailer son complementarios, y esto se debe
probablemente a que contienen elementos basicos del promotor viral. La secuencia lider
consiste en 41 nucledtidos, cuya regidn central es similar a la del AMPV; la secuencia trdiler

consiste en los 179 nucleétidos que hay tras el coddn stop de la polimerasa (5).
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Los viriones de HMPV son particulas pleomérficas que tienen una envuelta de bicapa
lipidica alrededor de la proteina de la matriz, en la cual se encuentran ancladas las tres
glicoproteinas de superficie: la proteina de fusién (F), la glicoproteina de adhesién (G) y la

proteina pequefia hidrofébica de membrana (SH) (Figura 4).

Bicapa lipidica

Fosfoproteina (P)
[ ] 5]
®
Proteina de matriz (M)

B
. SIA

o @ o
¢ .II é e \ProteinaG

Figura 4. Virion de HMPV. Imagen adaptada de Cheemarla et al.
Pathogens, 2015.

Polimerasa (L)

1.2.1 El complejo de la ribonucleoproteina

Dentro de la particula virica, se encuentra el complejo de la ribonucleoproteina (RNP),
que consiste en la proteina N, P, L, M2-1y el genoma de naturaleza ARN no segmentado, de una

sola cadena y de polaridad negativa (4).

1.2.1.1 La nucleoproteina (N)

La proteina N es la Unica responsable de envainar y proteger el genoma del HMPV de las
RNasas. Esta proteina cubre de manera homo-oligomerizada el ARN gendémico del virus,
formando ribonucleocapsides helicoidales y flexibles, también conocido como nucleocéapside
(6). Para ello, las proteinas N se ensamblan entre ellas a través de los dominios N- y C-terminal,
que se encuentran a ambos lados de la proteina. EI ARN del virus queda unido por cargas
positivas firmemente a una hendidura que hay entre los dominios N- y C-terminal en grupos de
7 nucleétidos, tal como se ha descrito para el HRSV y al contrario que en lo observado en los

virus de la familia Paramyxoviridae (7).

La proteina N presenta dos conformaciones que se alternan con una movilidad de tipo
bisagra. La conformacidn No, que siempre esta unida a la proteina P en el extremo C-terminal,
es aquella en la que la proteina N aun no se ha unido al ARN viral, y la alanina de la posicidon 254

esta siendo estabilizada por la treonina de la 257 y una interaccion con la treonina de la 175,
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manteniendo una conformacion helicoidal. Cuando el ARN gendmico se une, la treonina de la
posicién 257 contacta la cadena del genoma en vez de estabilizar la alanina 254, y la forma
helicoidal de la bisagra se pierde, ganando flexibilidad y a su vez, permitiendo el movimiento de

los extremos N-y la C-terminal (7).

El extremo C-terminal juega un papel importante en la oligomerizacion de las proteinas
N. Una vez unida la proteina N al ARN viral, y por lo tanto en su segunda conformacion, se
extiende el extremo C-terminal hacia el siguiente protémero de proteina N, adn unida a la P. El
extremo C-terminal de la primera proteina N desplaza a la proteina P de la segunda proteina N,
secuestrando su extremo y uniéndola al oligdmero de N. Este proceso se lleva a cabo a medida

que va replicando el ARN, de manera concomitante (7).

1.2.1.2 Lafosfoproteina (P)

La proteina P es el cofactor esencial de la polimerasa. Esta proteina, que contiene largas
regiones de desorden intrinseco, tiene varias funciones e interactta con diversos componentes
del complejo de replicacion viral. Se diferencian tres regiones: la N-terminal, asociada a la unién
del ARN viral y la No, la C-terminal, asociada al complejo ARN-N ya unido, y el mdédulo de
tetramerizacion central. El tetrdmero P tiene grandes dimensiones y una gran flexibilidad,
factores que le permiten realizar sus funciones relacionadas con la replicacién y transcripcién
viral, que requieren de la unién simultanea de la No, de la proteina M2-1, de la polimerasa L y

de la nucleocépside (8,9).

La regidon N-terminal de la proteina P parece ser un MoRE (a-helical molecular recognition
element), y es muy similar a los descritos para otros virus de las familias Paramyxoviridae o

Rhabdoviridae (10). Esta region actia como una chaperona de la proteina No, manteniéndola en

P Template q’
Template
exit
3
Template
enty
N
Pl
RdRp
Large prot
v Replication 5

Figura 5. Modelo de conformacién que adquiriria la proteina P en forma de tetrdmero
anclada a la proteina L. Imagen original de Pan et al. Nature, 2020.
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un estado libre de unidn a ARN previo al ensamblaje de la nucleocapside (9). Este paso es
importante para el virus, ya que impide que la proteina No se una a los acidos nucleicos de Ia
célula huésped, manteniendo un pool de No como reserva. La regién comprendida entre los
aminodcidos 135-158 corresponde al sitio de unién con el factor de procesividad M2-1. Las
proteinas P y M2-1 forman un complejo extendido no globular impreciso, en el que, aun
formando una sola estructura, ambas proteinas mantienen su flexibilidad. En el extremo C-
terminal, se encuentra el sitio de unién a la proteina N secundario, cuya funcién se sugiere que
es acercar las proteinas N y L para facilitar la sintesis de ARN (8). La regién central de la proteina
P es menos desordenada, y forma un tetrdmero de proteinas P muy estable (10). Esta region
tetramérica permanece anclada a la proteina L tal y como se observa en la Figura 5. Desde esta
posicién, es capaz de adoptar estructuras asimétricas que permitirian que cada uno de los

extremos de las 4 proteinas P tuvieran una conformacién diferente (8,9).
1.2.1.3 Las proteinas M2

El gen M2 tiene dos pautas de lectura abiertas presentes Unicamente en la familia
Pneumoviridae, que codifican para las proteinas M2-1, de 187 aminoacidos, y M2-2, de 71
aminodacidos. Ambas han demostrado ser imprescindibles en experimentos in vivo, donde se ha
observado una gran atenuacion de la replicacién viral (11), especialmente con la proteina M2-2

(12).

La proteina M2-1 actia como un antiterminador de transcripcién y factor de procesividad,
previniendo la terminacion transcripcional prematura de ARNm largos y mejorando la sintesis
de ARNm largos policistrénicos. También participa en el transito del ARNm post-transcripcional
y la acumulacion de ARNm virales en organulos sin membrana, previa liberacion de éstos al
citosol para su traduccion. También se ha asociado al ensamblaje de la particula viral, mediando
interacciones entre la N y la M. En HRSV se ha visto que también tiene un rol en la morfogénesis
del viridn, pues forma una capa entre M y N. Para poder llevar a cabo este amplio abanico de
funciones, es necesario que haya cambios conformacionales, que pueden darse por
modificaciones post-traduccionales, interacciones o cambios ambientales, como estrés

oxidativo o cambios de pH (13,14).

Esta proteina forma tetrdmeros con tres regiones diferenciadas: el extremo N-terminal,
que tienen un dominio de unidn al ion Zn? (residuos 1-30), la hélice de tetramerizacién (residuos
31-52) y el dominio central (residuos 66-170). Los residuos 53-65 corresponden a una secuencia

linker que conecta el dominio central y la hélice de tetramerizacidn (13,14). La unién de Zn* al
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motivo CCCH del extremo N-terminal es reversible, lo que permite el cambio conformacional
necesario para llevar a cabo funciones diferentes. Ademas, el M2-1 puede formar oligémeros

mayores, relacionado con la morfogénesis del virién (13).

El ARN se une al dominio central, cuyas dimensiones le permiten la unidn de secuencias
de 12-13 nucleétidos, especialmente GE y colas poliA, y se estabiliza mediante interacciones
entre fosfatos y residuos cargados positivamente, y esta unién provoca que el tetrdmero adopte
una conformacion cerrada (14). En esta conformacidn, previene la terminacién transcripcional

prematura y aumenta la sintesis de ARNm policistrénicos (Figura 6).

Figura 6. Modelo de reconocimiento del ARNm viral por M2-1 junto
al complejo de transcripcion viral de HMPV. Imagen adaptada de
Leyrat et al. eLife 2014.

La proteina M2-2 juega un papel importante en la replicacion y transcripcioén viral y en la
evasion del sistema inmune. Aunque se desconoce el mecanismo por el cual estd implicada en
el ciclo viral, experimentos in vitro demostraron que la titulacién viral de cepas AM2-2 era muy
inferior a aquella de cepas sin deleciones. También se encontraron diferencias a nivel de
expresion proteica, indicando un rol de esta proteina en la transcripcion viral (15). Cultivos
infectados con la cepa AM2-2 probaron producir mas citocinas y quimiocinas, demostrando que
la proteina M2-2 juega un papel en la regulacién de la sefializacidn antiviral celular (16,17) Se ha
descrito que los aminoacidos 1-25 de esta proteina son los implicados en la replicacién viral,

mientras que los 26-69 son los que evaden el sistema inmune (18).

1.2.1.4 Lapolimerasa (L)

La proteina L es una enzima multifuncional transcrita en un solo polipéptido de 2005

aminodcidos (19). La proteina L, con ayuda del cofactor P y de la proteina M2-2, realiza la
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replicacion y la transcripcién del genoma, funciones que incluyen la polimerizacién del RNA,
adicidon de la caperuza 5’, la metilacién de esta caperuza, poliadenilacién del extremo 3’ y

replicacion del genoma viral (9,19).

Esta proteina se divide en 5 dominios segun su funcién (Figura 7), lamados dominio RdRp
(ARN polimerasa dependiente de ARN, aminoacidos 1-903), dominio de caperuza (aminoacidos
904-1381), dominio conector (aminoacidos 1382-1599), dominio de la metil-transferasa
(aminodacidos 1600-1884) y dominio C-terminal (aminodcidos 1885-2005). Ademas, esta
proteina esta muy conservada en todos los Mononegavirales, en especial 6 regiones llamadas
CR (conserved region)-1 a CR-VI, que se encuentran repartidas entre los dominios RdRp, el
dominio caperuzay el dominio metil-transferasa (19), y se ha observado que algunas mutaciones

pueden inhibir las funciones de la polimerasa (20).

RdRp Cap CcD MT CTD
SECERCTSCY CIGEY —mC

Multifunctional enzyme - monomeric L

Figura 7. Representacion de los dominios de la proteina L. Las regiones conservadas (CR) estan representadas en
rectangulos grises, el dominio de la polimerizacion de ARN dependiente de ARN (RdRp) es el dominio azul, el dominio
de cobertura (Cap) es el verde, el dominio conector (CD) es el amarillo, el dominio metil-transferasa es el rosa y el
dominio C-terminal (CTD) es el azul claro. Imagen original de Liang, Journal of Virology, 2020.

Las actividades enzimdticas de la proteina L estan coordinadas, de manera que el
transcrito de ARNm naciente es sintetizado y modificado durante varias etapas diferenciadas.
Una vez el transcrito de ARNm alcanza una longitud determinada, se forma la estructura llamada
caperuza en el extremo 5’. Esta caperuza consiste en la adicion de una guanosina al primer
nucledtido del ARN naciente mediante un puente trifosfato 5’-5’. Acto seguido se produce la
metilacion del segundo oxigeno del primer nucledtido del ARNm y del séptimo nitrégeno de la
guanina de la caperuza. De esta manera, el ARNm es protegido de la actividad exonucleasa

celular. La proteina L continda la elongacion de este ARNm hasta que encuentra la secuencia

terminal de, momento en que sintetiza una cola poli(A) en el extremo 3’ y libera el ARNm (9,19).
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1.2.2 La proteina de la matriz (M)

La proteina M es la coordinadora del ensamblaje de los viriones. Se asocia a la membrana
de la célula desde el interior mediante la interaccidon con las colas citoplasmaticas de las
glicoproteinas virales, y forma la particula viral final tras interaccionar con el complejo de la
ribonucleoproteina (21,22). La proteina M forma dimeros que se estabilizan mediante la
interaccién de iones Ca%*, que parecen ser indispensables. Cada subunidad del dimero estd
compuesta de un extremo N-terminal (aminoacidos 1-123), un extremo C-terminal (aminoacidos
137-254) y una regidén linker (aminodacidos 123-137). La regidn N-terminal presenta un sitio de
unién al calcio con forma de bolsillo, y los aminodacidos implicados son Glu24, Asp26, Leu28 y
Lys101. Los dimeros se ensamblan en lipidos, formando estructuras complejas mediante

interacciones con otros dimeros de M (22).

1.2.3 Las glicoproteinas de la envuelta

1.2.3.1 La proteina pequeiia hidrofébica (SH)

La proteina SH es una glicoproteina transmembrana integral de tipo Il de 179
aminodcidos. Esta proteina puede tener hasta tres formas de glicosilacién diferentes: sin
glicosilaciones, con N-glicosilaciones y altamente glicosilada. Adn no se conoce bien la funcién
de esta proteina, de hecho, hay estudios que la consideran una proteina accesoria porque el
virus sigue siendo viable sin el gen que la codifica in vitro (12,23), aunque in vivo se ha observado
que los niveles de infeccidn son menores. Hay estudios que apuntan a que tiene varias

funciones, tanto a nivel estructural como no estructural (24).

Una funcién de esta proteina es actuar como una viroporina. Las viroporinas son proteinas
generalmente pequefias e hidrofébicas con uno o mas dominios transmembrana que
oligomerizan para poder formar canales y, por tanto, permeabilizar la membrana para permitir
el paso de iones o pequefias moléculas. La proteina SH forma octdmeros cuyos protémeros
estan simétricamente distribuidos, formando un canal en el centro. Se ha demostrado que la
presencia de esta proteina in vitro aumenta la permeabilizacién de la membrana de la célula
huésped y de sus organulos celulares, evidenciando que se trata de una viroporina, aunque el
rol que juega esta viroporina en el ciclo viral atiin es desconocido. Por otra parte, parece que esta
permeabilizacién necesita una modulacidn, ya que el nimero de proteinas SH incorporadas al

virion es muy bajo en comparacion a las otras glicoproteinas de HMPV (24).
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Otra funcién principal de esta proteina es la regulacion y evasion de la respuesta inmune
innata y adaptativa del hospedador, funcién que realiza desde varias perspectivas. Por una
parte, esta proteina afecta a la produccién de IFN de al menos dos maneras. La proteina SH
inhibe la sefalizacién TLR7/MyD88/TRAF6 en células dendriticas plasmacitoides mediante su
unién a TRAF6, inhibiendo la secrecién de IFN (25). También disminuye la sefializacién de la via
de IFN impidiendo la fosforilacién del receptor STAT1, disminuyendo la expresion de IFN-a y IFN-
v (26). Finalmente, también regula la respuesta inmune del hospedador en las células epiteliales
mediante la modulacién de NF-kB. La proteina SH inhibe la fosforilacidon de p65, factor necesario
para la expresién de citocinas y quimiocinas, modulando asi la actividad transcripcional de NF-
KB (27). Ademas, la proteina SH, junto a la proteina G, inhibe la macropinocitosis de las células
dendriticas, reduciendo asi la ingesta de antigenos del virus por parte de las células y
consecuentemente, su presentacion. Al evitar o disminuir la presentacion de antigeno por parte
de las células dendriticas, se limita la proliferacién de células T CD4 y por tanto, se restringe la

respuesta polarizada Th1 (28).

Recientemente, un estudio describid otra funcién para esta proteina. Este estudio
evidenciaba que la proteina SH era una activadora del inflamasoma NLRP3, provocando la
maduracién de IL-1B. Esta citocina tiene un papel importante en procesos inflamatorios, y se ha

comprobado que éstos son importantes para la patogenia de este virus (29).

1.2.3.2 La proteina de adhesion (G)

La proteina G es una glicoproteina transmembrana de tipo Il, y tiene 219-236 aminoacidos
(5,30). Aun se desconoce la funciéon principal de esta proteina, ya que, aunque en un inicio se
postuld que era la que permitia la adhesidon a un receptor celular para iniciar la fusién y
consecuentemente, la infeccidn, se demostrd en diversos estudios que la ausencia de la misma
no afectaba a la replicacidn in vitro (23), aunque si atenuaba la infeccidn in vivo (12). Dado que
esta proteina siempre se encuentra en el virus de manera natural (23), la proteina G podria estar
confiriendo una ventaja para la adhesidn en algunos tejidos fortaleciendo la unién del virus a la
membrana o concentrando viriones (4,31); o bien podria tener algin papel en la evasion del

sistema inmune (32,33).

Otra funcién que se ha comprobado que lleva a cabo esta proteina es la inhibicién de IFN-
a y el reclutamiento de neutréfilos en los espacios alveolares, relacionado con el incremento de
los niveles de TNF, IL-17 y otras citocinas proinflamatorias y quimioatrayentes de neutréfilos.

Esta infiltracion de neutréfilos en el sistema respiratorio también se ha visto en otros virus como
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HRSV o el virus de la gripe A (34). También se ha observado que esta proteina, junto con la
proteina SH, reduce la internalizacién del virus por células dendriticas, reduciendo asi la

activacion y proliferacién de células T CD4+ (28).

La proteina G es la mds variable de todo el genoma. De hecho, uno de los primeros
estudios de HMPV comprobd que la proteina G variaba hasta un 33% entre los diferentes grupos
de HMPV (30), porcentaje muy similar a la divergencia que hay entre proteinas F de HMPV y
HRSV (35). La region N-terminal de la proteina contiene la regién citoplasmatica (aminodcidos
1-30) y el dominio transmembrana (aminodcidos 31-51). Las tres cuartas partes de la proteina
desde la C-terminal corresponderia a la regidn extracelular (12,36). Esta proteina tiene un gran
contenido de serinas y treoninas, que son aceptores potenciales de O-glicosilaciones, entre 3-6
lugares de N-glicosilacién y una gran cantidad de residuos de prolina, ambas caracteristicas
indicadoras de que se trata de una proteina similar a una mucina altamente glicosilada
(4,5,36,37). El tamanio de la proteina G en Western Blot resulté ser hasta 4 veces mayor de la
esperada por su composicién aminoacidica, por lo que se sugiere que es una proteina altamente
glicosilada. En el mismo estudio se observé que la proteina G era muy sensible a la tripsina
presente en el medio en varios puntos de su estructura, por lo que se propuso que esta proteina
probablemente presentaba una estructura no globular, extendida y expuesta (12). Estudios in
silico del ectodominio demostraron que se trataba de un proteina elongada y desordenada, con
una gran cantidad de conformaciones diferentes que le permitian sobresalir entre 10 y 25 nm
por encima de la superficie celular. Dado que la proteina G siempre co-localiza con la proteina
F, probablemente formando un complejo proteico (38), se propuso un modelo de evasion del
sistema inmune donde la proteina G actuaba como un escudo para la proteina F (Figura 8),
impidiendo el acceso de los anticuerpos monoclonales a ella. Esta hipdtesis se ve respaldada por
la hipervariabilidad de esta proteina, especialmente en la regiéon C-terminal; el desorden

intrinseco que tiene y el alto niumero de glicosilaciones (37).

18



Extracellular Region

25 nm
A

Post-fusion F

17 nm
Pre-fusion F

DS7 Fab

Figura 8. Esquema comparativo de los tamafnos de las dos proteinas de membrana F y G. Aparece representado el
anticuerpo monoclonal DS7, mostrando la posibilidad de enmascarar este epitopo. Imagen adaptada de Leyrat, JVI
2014

Se han detectado diversos puntos en la proteina donde actua una seleccién positiva. Este
es un fendmeno extrafio, dado que la seleccion positiva suele darse por fuerzas del sistema
inmune, y esta proteina no parece ser diana de anticuerpos neutralizantes (4,12,39,40). Este
hecho sugiere que la proteina no tiene un papel como epitopo antigénico pero si como evasora

de la respuesta inmune (41).

1.2.3.3 La proteina de fusién (F)

La proteina F es una glicoproteina de fusion de clase | homotrimérica de 539 aminoacidos,
y la encargada de fusionar la membrana viral con la membrana de la célula huésped para liberar
el genoma y el complejo de replicacion en el interior del citoplasma, pudiendo iniciar asi la
replicacion viral (42,43). Esta proteina también puede realizar la fusion de la célula infectada y
una célula adyacente, formando sincitios (células gigantes multinucleadas). A diferencia de los
paramyxovirus, que requieren de la proteina de adhesién junto a la F para poder fusionar las
membranas (31), los pneumovirus pueden realizar la fusién con tan solo la proteina F. De hecho,
se ha demostrado en varios estudios que la proteina F, en ausencia de la proteina de adhesion,
puede realizar el reconocimiento del receptor celulary la fusién (23), pudiendo el HMPV replicar

eficientemente, aunque estas cepas in vivo se vean atenuadas (12).

Dado que el virus sin proteina de adhesion puede replicar de manera eficiente in vitro
(32), se sugiere que la proteina F de HMPV se activa para realizar la fusion mediante factores
ambientales y del huésped auin desconocidos (44). Para ello, la proteina F debe poder reconocer
receptores celulares para realizar la adhesion y posteriormente, la fusion de membranas. El
modelo que se ha propuesto entre varios estudios consiste en un primer reconocimiento del

glucosaminoglicano (GAG) heparan sulfato como receptor celular (32,35), tras la unién al cual el
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virus reconoceria otros coreceptores como las integrinas aVp1, a5B1 u otras aV-integrinas. Estas
integrinas se unirian a los aminoacidos arginina-glicina-aspartato (RGD) de las posiciones 329-
331 de la proteina F, regién conservada en todas las cepas de HMPV caracterizadas hasta la
fecha (31). La integrina avB1 es un factor mayor promoviendo la infeccion de HMPV. El motivo
RGD parece estar al descubierto solo en la conformacidn post-fusion de la proteina, por lo que
podria interaccionar con la integrina a partir de este estado intermedio de fusidén, disparando
una cascada de sefializacion que aumentara la permisividad de la célula a la infeccidn (32).
Aunque este es un fendmeno extrafio para proteinas de fusién de clase |, si se ha visto para

proteinas de fusion de tipo Ill, como la de VSV-G (45).

Esta proteina se sintetiza como un precursor inactivo llamado Fo, que es escindido
proteoliticamente por proteasas aun desconocidas similares a la tripsina en el espacio
extracelular, dando lugar al heterodimero formado por las subunidades F1 y F,, que se
mantienen unidas covalentemente por dos puentes disulfuro entre residuos de cisteina
(42,43,46). Cada una de las dos subunidades comprende varios dominios funcionales, como se

observa en la Figura 9.
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Figura 9. Esquema representativo de la estructura de la proteina F. En la regidn F2 se encuentra el péptido seal
(SP) y en la regidn F1 se encuentran el péptido de fusidn (FP), las regiones de repeticiones heptadicas HRA y HRB, el
dominio transmembrana (TM) y el dominio citoplasmdtico (C tail). Los aminoacidos RGD donde se une el receptor
celular esta representado por un pentagono rosa. Imagen original de Feuillet et al. Journal of Clinical Virology, 2012.
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La subunidad F;1 contiene el péptido hidrofébico de fusion (FP), que se inserta en la
membrana de la célula huésped para iniciar la fusidn de ambas membranas; dos regiones de
repeticiones heptadicas denominadas HRA y HRB, que estdn implicadas en el correcto
plegamiento de la proteina en el cambio de conformacidn pre-fusién a post-fusién; la region
transmembrana (TM) y la cola citoplasmatica (C-tail). La subunidad F, comprende el péptido

sefial (SP) en el extremo N-terminal (31,43).

La proteina F madura es un trimero de los heterodimeros F1+F2 unidos a su vez por
puentes disulfuro, que es incorporada a las membranas celulares y posteriormente a los viriones

en una conformacién metaestable llamada pre-fusidon. Durante la fusién de membranas del
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virion y de la célula hospedadora, esta glicoproteina cambia a la conformacidn post-fusién (45).
Durante el cambio de conformacion de pre- a post-fusidn, las regiones HRA y HRB forman cada
una tres hélices superenrolladas, y en el extremo N-terminal de la HRA se encuentra el péptido
fusidn, que se inserta en la membrana de la célula diana, queddndose en una conformacién
inestable denominada “pre-hairpin” (Figura 10). Posteriormente, las regiones HRA y HRB se
reorganizan, acercandose las seis hélices y formando un poro entre la membrana de la célulay
la del viridn. Esta conformacién post-fusion de las seis hélices unidas formando el canal es muy

estable e irreversible (31,46,47).

Figura 10. Modelo de fusion de membranas mediado por la proteina F de HMPV. Imagen original de Chang and
Dutch, Viruses, 2012.

El péptido de fusién se encuentra en el interior del trimero, y la regidon N-terminal parece
estar en un bolsillo protomérico bloqueado por 456F en HRB. Esta conformacién pre-fusion
sugiere que es necesario desestabilizar la proteina antes de la liberacion del péptido fusion y del
desdoblamiento a la conformacién post-fusién, mucho mas estable. En HRSV, la posicién interna
de este péptido fusién resulta en una regién con un gran potencial para bloquear la infeccidn
mediante pequefias moléculas inhibidoras de fusion, cuya funcién es aumentar la estabilidad de
la forma pre-fusidon encadenando el péptido fusidn y la regidon HRB. La gran similitud estructural
con la proteina pre-fusién de HRSV sugiere que esta estrategia también pueda utilizarse en

HMPV (45).

Otra caracteristica de la forma pre-fusidn es la presencia de una regién que actiia a modo
de sensor de pH, que debe disociarse para la formacién de la estructura post-fusion. La
protonacion de la H435 seria la responsable de la desestabilizacidn local de la proteina para
poder realizar el cambio conformacional, pero también podria llevar a la desestabilizacién global
(45). Aunque todas las cepas llevan los residuos correspondientes al sensor de pH (Lys20,
Glu433, His435), solo algunas cepas son sensibles al pH (Gly294, Lys296, Trp396 y Asn404)
(45,48-50). De hecho, en la posicidn 294 se ha visto que hay seleccion positiva restringida a los
aminodcidos G, Ky E. La presencia de G y K condiciona al virus a requerir un pH bajo para poder

realizar la fusidn, mientras que la E permitiria al virus realizarla a pH neutro (51). Por otra parte,
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un cambio por una histidina en la posicién 434 provoca un fenotipo hiperfusogénico, por lo que
se sugiere que este cambio contribuye a la fusién mediada por pH bajo a través de un mecanismo
similar a la H 435, que se ha propuesto que tras protonarse, desestabiliza la forma pre-fusién
para iniciar el doblamiento a la forma post-fusidn. De hecho, es necesaria la desestabilizacion
de la HRB para comenzar el desdoblamiento hacia la conformacion post-fusidn. Se requieren
mas factores de la célula huésped para la fusidn de algunas cepas de HMPV para escapar del
endosoma e iniciar la infeccion, y parece que este factor no se encuentra presente en la
superficie de la célula (51). K438 también podria tener un rol en el aumento de la actividad de
fusidn, debido a la proximidad de este residuo a los aminoacidos de las posiciones 434 y 435.
H434 no suele estar presente, por lo que pareceria que la hiperfusogenicidad no beneficiaria el
virus, aunque se ha visto que esta mutacion le confiere la evasion del anticuerpo monoclonal
neutralizante 54G10, por lo que parece que esta mutacion introduce cambios estructurales

ventajosos (51)

Otros estudios sefialan que el HMPV, como el HRSV y otros virus con envuelta, tendria
diversas maneras de entrar e infectar las células, y estas diferentes vias de entrada podrian
utilizarse de forma simultanea. De esta forma, al inhibirse una de las vias, se incrementaria la
entrada por una via alternativa, y asi el virus podria completar el ciclo de infeccién (52,53). Se
ha observado que la adhesion de la proteina F a integrinas a través de su dominio RGD provoca
una endocitosis mediada por clatrina. Aun se desconoce por qué HMPV necesita esta
internalizacién para llevar a cabo la infeccidn, ya que suele darse en virus que requieren un pH
bajo para hacer la fusion y este fendmeno se ha visto en un nimero muy bajo de cepas de HMPV.
Es posible que HMPV necesite algln constituyente idnico o proteasa presente en los endosomas
para poder empezar el cambio conformacional de la proteina F, pero aun estad por demostrar
(52). Aungue tanto la via de entrada por endocitosis mediada por clatrina como la via de entrada
mediante la fusidén directa en la membrana celular han sido demostradas, se desconoce cual

seria la principal, ya que parece que cambia segun el tipo de célula infectada (52,53).

La proteina F de HMPV es la uUnica proteina de superficie diana de anticuerpos
neutralizantes; aunque las proteinas G y SH son también inmunogénicas, no se han detectado
anticuerpos neutralizantes contra ellas. La proteina G induce una respuesta humoral muy débil,
mientras que la de la proteina SH es indetectable. Esto difiere de la respuesta inducida por virus
relacionados con HMPV, como por ejemplo HRSV, cuya respuesta humoral contra la proteina G
produce un nivel significativo de anticuerpos neutralizantes y resulta protectora ante una

segunda infeccion por HRSV, atenuando la sintomatologia; o como HPIV3, cuya respuesta contra
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la hemaglutinina, proteina andloga a G, es mas protectora que la inducida por la proteina F del
virus. Esta diferencia en inducir la creacion de anticuerpos podria ser debido a los diferentes
patrones de glicosilacién que tienen estas proteinas, dado que las proteinas SH y G son
altamente glicosiladas en comparacién a F (40). Aun asi, la proteina F esta glicosilada en las
asparaginas de las posiciones 57, 172 y 353, y las dos ultimas han demostrado ser
imprescindibles para el correcto plegamiento y consecuente funcién de la proteina (31). Estas
glicosilaciones se encuentran en el dpex de la conformacién pre-fusion de HMPV, y parece

ocultar los epitopos al sistema inmune (45).

Aguellas regiones antigénicas asociadas a una mayor capacidad de neutralizacion frente
a HMPV son las reconocidas por los anticuerpos tanto en conformacién pre- como post-fusién.
Ademas, la administraciéon de una vacuna basada en proteina F estabilizada en conformacién
pre-fusién demostré la produccidn del mismo titulo de anticuerpos neutralizantes que la
estabilizada en la conformacion de post-fusion. En HRSV se da una mejor respuesta ante la
conformacion pre-fusion, y este cambio puede deberse a las glicosilaciones que tiene la proteina
F de HMPV, que parece que forman un escudo de glicanos donde estaria el equivalente al lugar
antigénico & (54,55). Aunque a nivel aminoacidico tan solo hay un 38% de similitud entre los
ectodominios de las proteinas F de HRSV y HMPV, tanto la estructura pre-fusién como la
estructura post-fusién son muy similares, por lo que parte del conocimiento sobre sitios

antigénicos que se tiene del HRSV puede extrapolarse a HMPV (Figura 11) (46).

hMPV
Aa no. 132 152179 238-245 386 397
18 102 127| 169 H 445 489 514
N jsp F2 4 Fp | HRA F1 HRB mfl C
22 109 137 157 199 ‘ ‘ 488 516 550
Aa no. 262-276 389 429-447
Sitio antigénico v 1) ] 1l | v
hRSV

Figura 11. Representacion esquematica de la estructura primaria de las proteinas F de HMPV y HRSV vy la
localizacidn de sus epitopos. Los nimeros hacen referencia a las posiciones aminoacidicas donde se han encontrado
mutaciones que escapan al reconocimiento de anticuerpos. Imagen adaptada de la tesis doctoral del Dr. Eduardo
Olmedillas, Universidad Auténoma de Madrid, 2017.

En la literatura se utilizan dos nomenclaturas diferentes para referirse a los sitios
antigénicos de HMPV. Una primera corriente continua lo publicado por Ulbrandt donde se
describen los sitios 1-6 (56-58), mientras que otras aproximaciones, dado que se comparan los

sitios antigénicos de HRSV con los de HMPV, denominan a los sitios antigénicos analogos con el
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mismo nombre. Para esta tesis, se ha decidido seguir esta segunda nomenclatura para mayor
facilidad en la comparacidén. Los sitios antigénicos Ill, IV y el V son analogos a los lugares
antigénicos lll, IV y V de HRSV, y hay anticuerpos con diana en estos epitopos capaces de
neutralizar ambos virus (54,55). Los aminoacidos criticos para la unién de los anticuerpos son
los siguientes: 1266, K271, G307, V308 e 1309 para el lugar antigénico I, G430, 1431 e 1432 para
el lugar antigénico IV y E163, A170, K176, K201 y D263 para el lugar antigénico V (55). El lugar
antigénico IV de HMPV esta preservado en ambas conformaciones de la proteina F y comprende
los aminoacidos 391-409, cuyos aminodcidos 398-401 (GIIK) son idénticos a los 430-433 de
HRSV, que se sugiere sea la razdn por la que este lugar antigénico tiene reaccién cruzada entre
ambos virus (59). Se ha descrito otro epitopo localizado en la cabeza de la proteina y
denominado DS7, que también se encuentra conservado en el HRSV, y comprende los
aminoacidos 19-26, 31, 33, 34, 282-284, 312, 317, 345, 348, 349, 351-353, 356, 378, 411,413 y
414 (60). Recientemente se ha descrito un nuevo epitopo en la region F2, en la cadena alfa hélice
de los aminodcidos 66-87. Esta regidn se encuentra conservada en ambas conformaciones de la
proteina, aunque se observd una mayor union a anticuerpos neutralizantes en la conformacion
pre-fusién. Curiosamente, este epitopo se encuentra en el interior del trimero en esta
conformacioén, sugiriendo que quiza los anticuerpos con diana en este epitopo evitarian la
transiciéon de la proteina F de pre- a post-fusion, hecho que parece ser el mecanismo de accién
de la mayoria de anticuerpos descritos para los pneumovirus (61). Por otra parte, es importante
remarcar que el epitopo contra el anticuerpo monoclonal Palivizumab, farmaco cominmente
utilizado para HRSV, también estda presente en HMPV en los aminodacidos 224-247, aunque se ha
comprobado que este anticuerpo no tiene efectividad contra las hospitalizaciones asociadas a

HMPV (62,63).

Debido al grado de conservacion de esta proteina y la potente produccién de anticuerpos
monoclonales neutralizantes que estimula, ésta se ha convertido en la diana mas popular para

el desarrollo de vacunas (12,54).
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1.3 CICLO REPLICATIVO VIRAL

El ciclo de replicacién de HMPV empieza con la unidn del virus a la célula del huésped
(Figura 12) (4), que como se ha explicado anteriormente, puede darse tan solo con la proteina F
(32). Tras esta unidn, se produce la activacion de la proteina F dando lugar a la fusién de las
membranas del virus y de la célula infectada. La proteina M, que se encontraba en la parte
interna de la envuelta del virus, se desestructura permitiendo la liberacién del complejo de la
nucleocapside al citoplasma celular. Una vez en el interior de la célula, el ARN viral de polaridad
negativa sirve como molde para la sintesis de ARN mensajero (ARNm) y ARN copia (cARN)
antigendmico de polaridad positiva (4). Esta molécula de antigenoma se utiliza para sintetizar
ARN gendmico para la incorporacion de esta molécula en la progenie viral o bien para tener mas

moldes donde hacer la transcripcion y asi tener mas expresion proteica viral (4).
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Figura 12. Representacion esquematica del ciclo replicativo viral de HMPV. Imagen
procedente Schildgen et al. Clin. Microbiol. Rev. 2011.

El genoma de HMPV se transcribe empezando por el extremo 3’ mediante un proceso
lineal secuencial, también conocido como stop-restart. Eso significa cada gen esta flanqueado

por unas secuencias llamadas gene-start (GS) y gene-end (GE), que median el inicio de la

25

Introduccion



Introduccion

transcripcién y la terminacién o poliadenilacién (64). El GS del HMPV consiste en un motivo de
16 nucledtidos cuyo consenso es GGGACAANTNNNAATG, cuyos 10 primeros nucledtidos guardan
una gran similitud con aquellos del GS del HRSV (64) y del AMPV (5). EI GE del HMPV es un motivo
de entre 12 y 15 nucleétidos cuyo consenso es AGTTANnNnAAAAA, idéntico al de HRSV (64). La
diferencia de longitud del GE es debido al residuo de adeninas, que puede tener entre 4 y 7

nucledtidos (64).

Las proteinas de superficie F, G y SH son las Unicas que pasan por el aparato de Golgi para
las modificaciones postraduccionales, y tras este paso se dirigen a la membrana plasmatica de
la célula. La proteina M no requiere del aparato de Golgi, tras la traduccion va directamente a la
parte interior de la membrana plasmatica, donde se asocia a las colas citoplasmaticas de las
proteinas de superficie. Una vez el complejo de la RNP estda ensamblado, se dirige hacia las
proteinas M bajo la membrana celular, donde interaccionan y forman nuevas particulas virales

mediante exocitosis o gemacion (4,21,22).

1.4 MANIFESTACIONES CLiNICAS

El HMPV es uno de los agentes mas comunes en las infecciones de tracto respiratorio
superior e inferior en pediatria, pacientes inmunodeprimidos y en pacientes mayores de 65 anos
(65). La poblacidn pediatrica, la inmunocomprometida y la de mayores de 65 afios son las mas

vulnerables a la infeccidn por este virus.

Aunque este virus raramente se detecta en pacientes asintomaticos en los pocos estudios
en los que esta cohorte es incluida, la infeccidn viral por HMPV suele presentar sintomatologia
clinica, aunque leve. Como la mayoria de los virus respiratorios, la infeccion por HMPV suele
limitarse al tracto respiratorio superior, manifestando sintomas inespecificos como rinorrea,
coriza, tos, dolor de garganta, fiebre y crup. Otros sintomas menos comunes son conjuntivitis,
otitis media aguda, vomitos, diarreas, erupciones maculopapulares, incremento de los niveles
de transaminasas y convulsiones febriles (4,65). La duracién de los sintomas suele ser de 1

semana, y el virus suele ser aclarado entre 1y 2 semanas (4).

El HMPV también puede infectar el tracto respiratorio inferior, en cuyo caso las
manifestaciones mas comunes serian bronquiolitis, neumonia y exacerbacion del asma (4,65)
generalmente como mala evolucién de la infeccién del tracto respiratorio superior y habiendo
presentado previamente sintomatologia mas leve (66). Las radiografias de térax de los pacientes

que sufren una infeccion del tracto respiratorio inferior suelen presentar infiltrados perihilares
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difusos, manguitos peribronquiales e infiltrados lobares, imagenes similares a las producidas por

otros virus respiratorios (66).

Diversos estudios tanto en poblacién hospitalizada como ambulatoria han asociado este
virus con 6-40% de enfermedad respiratoria aguda en pacientes en edad pediatrica (2). Los
pacientes hospitalizados por infeccién de HMPV suelen tener entre 6 meses y 1 afio de edad, un
poco mayores que los infectados con HRSV, que tienen 2-3 meses de edad, hecho que sugiere
una mayor proteccion en la infancia temprana relacionada con la transferencia de anticuerpos
de la madre (2,65). Este virus es una de las principales causas de bronquiolitis en niflos menores
de 5 afios (65), en algunos estudios se ha observado que es el segundo agente por detras de
HRSV, siendo el agente causal de aproximadamente el 10% de hospitalizaciones pediatricas

(43,66).

Aunque se estima que todas las personas han experimentado una primoinfeccién por
HMPV antes de los 5 afios, las reinfecciones en adultos son comunes. Esta infeccion en adultos
sanos suele ser leve debido a la inmunidad creada en la primera infeccidn (4), aunque diversos
estudios han sugerido que la inmunidad creada por este virus sea efimera e incompleta (66). Por
otra parte, se ha observado un incremento en la gravedad y una alta morbilidad y mortalidad en
el paciente mayor de 64 afos (2). La enfermedad en adultos esta muy subestimada, ya que los
hospitales no suelen incluir este virus en el cribado cuando los pacientes no son poblacién
pediatrica. Se ha visto que el HMPV puede tener una prevalencia del 4-11%, aunque esta
incidencia varia segun el estudio debido a la diferencia en los grupos estudiados (adultos sanos,

pacientes de alto riesgo, mayores de 65, pacientes en residencias, etc.) (4).

Aquellos pacientes con inmunodepresion, con enfermedades cardiacas previas o
enfermedades respiratorias de base (enfermedad pulmonar obstructiva crénica o asma) suelen
estar en mas riesgo de desarrollar sintomas mas graves, llevando a fallos respiratorios que
requieren soporte de oxigeno de alto flujo o incluso ventilacién mecdnica (65) y en general,
teniendo una mayor tasa de hospitalizacién. Ha habido casos fatales de HMPV en pacientes con
cancer, y se ha visto una gran asociacidon con enfermedad grave de este virus en pacientes
adultos y pediatricos con cancer o trasplantes hematopoyéticos. Esta mayor gravedad
probablemente se debe a la capacidad reducida de controlar la replicacién viral, aunque aun se

desconoce este mecanismo (4).

El HMPV es un virus que tiene suficiente entidad clinica como para producir enfermedad

por si solo, sin necesidad de la contribucion de otros virus respiratorios. Ademas, las
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coinfecciones o codetecciones con otros virus respiratorios son poco frecuentes (66). Aun asi,
las coinfecciones detectadas parecen no tener impacto en la gravedad de los sintomas. Las
neumonias bacterianas secundarias a la infeccién por HMPV, por otra parte, si estan asociadas

a una mayor mortalidad (2).

1.5 PATOGENIA E INMUNIDAD

La transmisiéon del HMPV se puede dar por contacto directo con individuos infectados
mediante la aerosolizacién de gotitas infectivas a través de la tos o los estornudos de éstos, o
por contacto indirecto mediante fdmites, de manera que un objeto que ha estado en contacto
con secreciones contaminadas entra en contacto con el epitelio nasal o conjuntival de una
persona susceptible, transmitiendo la infeccién (2,67). La infeccidn por HMPV principalmente se
localiza en el epitelio del tracto respiratorio superior. El periodo de incubacidn suele ser de 3-5
dias antes de la manifestacidon del primer sintoma. En los casos mas graves, el HMPV puede
llegar a infectar el epitelio del tracto respiratorio inferior mediante la infeccién de células

adyacentes y la aspiracién de secreciones nasofaringeas (65).

Como proteccidény para hacer frente a la infeccién, el ser humano cuenta con la respuesta
de su sistema inmune, que juega papeles determinantes a varios niveles. Se conoce que las
infecciones virales estimulan una respuesta inmune innata caracterizada por la induccién de la

respuesta mediada por interferdn de tipo | (IFN-I). Esta via comienza con el reconocimiento de
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Figura 13. Vias de sefializacion de los dos TLR que reconocen PAMPs de HMPV. Imagen original de Kolli et al.
Viruses, 2012.
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patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) del virus por parte del sistema inmune a
través de toll-like receptors (TLR) o helicasas de ARN como RIG-I o MDA-5 (4). Tras el

reconocimiento por parte de los TLR4 y 7 especificamente en el caso de HMPV, éstos disparan

vias de sefalizacidn intracelular que inducen citocinas inflamatorias, quimiocinas e IFN-I (18)

(Figura 13).
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(4,18) (Figura 14).

De estas vias de sefalizacion se puede deducir que la respuesta mas rapida que da el
cuerpo humano ante una infeccidn viral es la produccion de IFN-I. Estas moléculas de IFN-a y B
son reconocidas por el receptor IFNAR, que da inicio a otra cascada de sefalizacidn celular donde
estan implicadas la fosforilacion de STAT1 y su consecuente dimerizacién con STAT2, que al

unirse se dirigen al ndcleo celular para activar la transcripcion de genes antivirales (68).

Por otra parte, la entrada de HMPV en las células epiteliales también provoca la activacidn
de un conjunto de quimiocinas proinflamatorias que atraen monocitos, macréfagos y neutroéfilos
(69) (Figura 15). Los neutrdfilos se especializan en la eliminacién de células infectadas, células
muertas y debris. Ademas de esta funcidn citotdxica, estas células promueven el paso de la
respuesta inmune adaptativa. Es importante remarcar que un exceso de actividad de neutréfilos
es negativo para el huésped, ya que pueden provocar dafios peores que los provocados por
propia infeccién del tejido respiratorio. Por ello, estas células entran en apoptosis a los pocos
dias de haber empezado su funcién, y sus restos seran limpiados por los macréfagos (69). Otras
células implicadas en la respuesta inmune innata son las natural killer (NK). Estas células son
capaces de discernir las células infectadas para poder eliminarlas, a la vez que median una

respuesta inmune adaptativa, tal como se ha observado en la infeccién por el HRSV. Sin
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embargo, parece que las proteinas de HMPV no son reconocibles por los receptores activadores
de estas células (69). Finalmente, las células epiteliales pueden llevar a cabo la muerte celular

programada o apoptosis para poder limitar la replicacidn y propagacion viral (69).
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Figura 15. Esquema representativo de la respuesta inmune provocada por HMPV. Imagen original de Ballegeer y
Saelens, Viruses, 2020.

Otra respuesta temprana inducida por la infeccion de HMPV es la produccion de
linfopoyetina estromal timica (TSLP, de sus siglas en inglés). La TSLP induce una respuesta
inmune innata similar a la alergia, que lleva a la expresion de citocinas como TNF-q, IL-5 e IL-13,
que acaba incrementando el reclutamiento de células polimorfonucleares y la induccidon de
secrecidon mucosa (68). Ademads, la TSLP activa las células dendriticas mediante la OX40L,

provocando la diferenciacion a células T CD4+ de tipo Th-2 (69).

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno que expresan TLR a la

espera de encontrar PAMPs para activarse. Suelen ser las primeras células del sistema inmune
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en tomar contacto con los virus, ya que pueden detectar antigenos directamente en el lumen
del tracto respiratorio. Una vez tienen las particulas virales en su interior, estas células pueden
permanecer en el tracto respiratorio y promover respuestas inmunes locales o bien migrar a los
nodos linfaticos donde presentan el antigeno a células CD4+ y CD8+. Tras este reconocimiento,
las células T efectoras activadas con un receptor T adecuado al antigeno reconocido viajan hasta

el parénquima pulmonar, donde eliminan las células epiteliales infectadas (69).

Las células T convencionales juegan un papel importante en el control de la replicacion
viral de HMPV en el pulmdn durante las fases temprana y tardia de la infeccién. Se ha observado
que tanto las CD4+ como las CD8+ tienen un rol en la respuesta antiviral, pero la combinacidn
de ambas poblaciones resulta mas efectiva para la erradicacion del HMPV del tracto respiratorio.
En diversos estudios se ha observado que la respuesta idonea por parte de las células T CD4+ es
la Thl, ya que limita la replicacién viral, mientras que una respuesta de tipo Th2 facilitaria su
persistencia. Por otra parte, las células T CD8+ eliminan de manera selectiva las células
infectadas. De hecho, se ha observado que estas células permanecen en sangre periférica de
pacientes recuperados, y el 97% de éstas esta dirigido a la proteina F. Las células T no
convencionales (células T-y8) también parecen participar en esta defensa, pero se desconoce el

mecanismo (69).

Otra vertiente de la respuesta inmune adaptativa es la humoral. Se ha observado que en
pacientes de entre 6 meses y 1 afio, la prevalencia de anticuerpos especificos para HMPV es del
25%, del 55% entre 1-2 afios, del 70% entre 2-5 afios y del 100% en mayores de 5 afios. Aun asi,
no todos estos anticuerpos son neutralizantes. Se ha observado que en pacientes de 6 meses a
1 afio se mantiene el porcentaje, mientras que para pacientes de 1-2 afos desciende al 31%, en
aquellos de 2-5 desciende al 38% y en mayores de 5 afios el porcentaje varia entre el 75 y 100%
(18). Los anticuerpos neutralizantes pueden bloquear la actividad de proteinas virales de
superficie, especificamente la proteina F, como se ha comentado previamente, y prevenir la

infeccidn de otras células por viriones liberados al lumen.

Aun habiendo diversos estudios sobre la respuesta inmune inducida por HMPV, muchos
de éstos se contradicen al describir diversas respuestas implicando a moléculas muy diferentes.
Esto demuestra que, aunque ya hace 20 afios que se descubrid este virus, aun queda mucho por

estudiar para poder desarrollar técnicas eficientes contra su infeccion.
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1.5.1 Estrategias de evasion del sistema inmune

Dado que la produccién de IFN-I es critica en una buena respuesta inmune innata, el
HMPV ha desarrollado maneras de evitar su expresion. Estas estrategias consiguen interrumpir
la via de sefializacién que lleva a la produccién de IFN mediante el bloqueo de alguna molécula
de lavia Jak/STAT, el incremento de algun supresor de moléculas implicadas en la via, fosfatasas,

etc. (18)

Las proteinas G, SH y M2-2 han demostrado jugar un papel en la evasion del sistema

inmune innato (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de los efectos que tienen las proteinas fe HMPV sobre las diferentes vias de sefializacion del
sistema inmune innato. Imagen original de Soto et al. Frontiers in Immunology, 2018.

La proteina SH parece impedir la activacion de NF-kB mediante la inhibicion de una de las
quinasas que fosforila esta molécula, impidiendo la expresidon de genes dependientes de NF-kB
como la IL-6, IL-8 y TNF-a entre otras (18). Esta proteina también tiene la capacidad de inhibir la

fosforilacién de STAT1, interrumpiendo asi la sefializacion promovida por el IFN-I (68).

La proteina G ha mostrado ser un factor de virulencia importante capaz de inhibir la
sefializacion celular tanto en células del tracto respiratorio como en células primarias del sistema
inmune. Esta proteina interacciona directamente con RIG-I, impidiendo que ésta se asocie con
MAVS e interrumpiendo completamente esta via de sefializacién. También se ha observado la
implicacion de esta proteina en la via de sefializacion dependiente de TLR4 en células

dendriticas, pero se desconoce el mecanismo. Este Ultimo descubrimiento abre las puertas a
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que esta proteina también esté jugando un papel en la modulacién del sistema inmune
adaptativo (18). La proteina G también contribuye al reclutamiento de neutréfilos, que provoca
danos al hospedador y colabora en una mayor gravedad del curso clinico del paciente. Se
desconoce el mecanismo por el que atrae neutrofilos, pero se cree que tiene que ver con la

inhibicion de RIG-I (69).

La proteina M2-2 también es una antagonista de la sefializacién antiviral celular (18). Esta
proteina interactua fisicamente con la proteina MAVS formando un complejo y asi evitando su
activacion. También se ha comprobado que interactia con el adaptador MyD88 en células
dendriticas para suprimir la respuesta inmune antiviral (16) y con la proteina IRF7, impidiendo
gue ésta se fosforile y alcance la homodimerizacidon necesaria para poder activar la via del

interferén a (IFN- a) (17).

Por otra parte, las proteinas de la RNP también parecen jugar un papel en la evasién del
sistema inmune. Las proteinas N y P pueden formar cuerpos de inclusion dentro de la célula
donde se da la replicacién viral, ocultando de esta manera el ARN viral de las helicasas de ARN

celulares, impidiendo asi la activacion de la via de sefializacion de RIG-1 (18).

Aunqgue queda mucho por descubrir sobre la respuesta inmune contra este virus, se ha
visto que las proteinas SH y G son las que juegan un mayor papel contra ésta, inhibiendo a varios

niveles la respuesta mediada por IFN-I (68).

Por otro lado, la activacidn de la via de TSLP parece ser otra estrategia del virus para poder
permanecer en las células e incrementar su replicacién viral, ya que al inducir una respuesta de
tipo Th2, ésta provoca el retraso o freno de una posible respuesta Thl, que es la verdadera
respuesta efectiva contra el HMPV. En cuanto a las células CD8+, aunque si se ha observado que
matan las células infectadas in vitro, in vivo no son capaces de eliminar el virus del tracto
respiratorio; aln se desconoce por qué, aunque si se sabe que esta relacionado con el

incremento del nivel de PD-1 (69).

En cuanto a la respuesta humoral, se ha observado la persistencia de este virus en
presencia de anticuerpos neutralizantes, y las reinfecciones de este virus en pacientes
seropositivos son muy comunes. No obstante, si existe una correlacidn inversa entre el nivel de
anticuerpos neutralizantes y la susceptibilidad a la infeccion por HMPV (69). También se ha
postulado que una de las funciones de la proteina G es el enmascaramiento de la proteina F para
obstaculizar el reconocimiento por parte de los anticuerpos neutralizantes de los epitopos de

esta proteina (37).
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También se ha observado que este virus es capaz de revertir el estado apoptdtico de una
célula, pudiendo persistir en ella y evitar su eliminacion. Esto, sin embargo, tan solo se ha

observado en pacientes con inmunodepresion (69).

En resumen, el HMPV dispone de multiples estrategias para evadir todos los pasos de
nuestra respuesta inmune, y es que tal y como se expone en un reciente articulo de Balleeger y

Saelens, The human respiratory system is a playground for HMPV (69).

1.6 EPIDEMIOLOGIA Y EVOLUCION DEL HMPV

1.6.1 Epidemiologia molecular

Desde el descubrimiento del virus ya se diferenciaron dos genotipos circulantes
denominados HMPV-A y HMPV-B. Andlisis filogenéticos basados en las proteinas de superficie F
y G describieron subgenotipos diferentes en cada uno de los grupos, llamados A1, A2, B1 y B2.
Entre proteinas F de los genotipos Ay B hay una identidad de 95-97%, mientras que parala G es
de tan solo 30-35% (4). Desde la descripcidn de este virus, se han descrito diversos subgenotipos
y linajes que han ido emergiendo y sustituyendo a los que circulaban previamente. El afio 2006

se describié por primera vez la distincién de los linajes A2a y A2b dentro del subgenotipo A2
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Figura 17. Arbol filogenético con los diferentes genotipos, linajes y sublinajes descritos hasta la fecha de inicio de

la Tesis Doctoral. Imagen original de Regev et al, Viruses, 2012.
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(70), y el afio 2008, los linajes B2a y B2b dentro del genotipo B2 (71). Mas recientemente, el aio
2012, se describié la emergencia de dos sublinajes del linaje A2b, denominados A2b1 y A2b2

(72) (Figura 17).

Se ha descrito la circulacién de los 4 genotipos en todo el mundo, de lo que se sustrae
qgue no hay grupos genéticos restringidos a una regién geografica y que diferentes grupos
genéticos pueden co-circular a la vez en un mismo lugar (4). Aunque se han descrito una gran
diversidad de anticuerpos neutralizantes, todos ellos contra la proteina F, y experimentalmente
se ha comprobado que muchos de ellos ofrecen una proteccién cruzada para todos los
genogrupos de HMPV, se ha postulado que la variacidn antigénica podria explicar la co-
circulacion de multiples linajes genéticos de HMPV, pues habrian escapado a la inmunidad

preexistente (4).

1.6.2 Estacionalidad y prevalencia

Las infecciones por HMPV pueden ocurrir a lo largo de todo el afio, pero el grueso de los
casos ocurre en una época determinada. Este fendmeno, llamado estacionalidad, es comun en
otros virus respiratorios como HRSV o los virus de la gripe Ay B, donde hay una mayor incidencia
de casos en un momento determinado del afio (4). Los virus de la gripe Ay B y el HRSV tienen

una incidencia muy marcada en los meses de invierno, como se observa en la Figura 18.

Month June July Aug. Sep. Oct. Nov. Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. May
Influenza virus

Winter virus HCoV

o

All-year virus Adenovirus/HBoV
Type-specific PIV3 PIV1
Spring V hMPV V
Sbring/FaII 7 Rhiﬁovirus

Summer virus Non-rhinovirus enteroviruses

Figura 18. Estacionalidad de algunos virus respiratorios en zonas del hemisferio norte. Imagen adaptada de
Moriyama. Annual Review of Virology, 2020.

El HMPV puede ser detectado a lo largo de todo el afio, aunque también presenta una
incidencia marcada entre febrero-abril en el hemisferio norte. Este virus presenta una
prevalencia de entre el 3-7% en estudios de diversos paises que incluyen pacientes de todas las
edades (73-81), ya que como se ha expuesto en el apartado de manifestaciones clinicas, es un

virus que afecta a pacientes de todos los grupos de edad.
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Se ha postulado que los picos de incidencia de los diferentes virus respiratorios que
presentan estacionalidad no se solapan debido a un fendmeno de interferencia viral (82,83). De
hecho, se observé que la pandemia de gripe del afio 2009 debuté mas tarde en Europa que en
el resto del mundo debido a que en aquel momento habia un pico de incidencia de rinovirus

(82).

1.6.3 Evolucion del HMPV

Los eventos evolutivos que mas contribuyen a la diversidad genética de los virus ARN son
las mutaciones y las recombinaciones (84). Hasta el momento, no se ha observado ningln
evento claro de recombinacién en HMPV, aunque un estudio de 2016 describié 3 posibles
puntos de recombinacién en la posicion 1207 del gen F, en el residuo 153 de la proteina SHy en
el residuo 104 de la proteina G (85). Los cambios en Fy G eran sutiles, pero en la proteina SH se
observé un cambio de genotipo, donde algunas secuencias de antes del punto de recombinacidn
agrupaban con las del genotipo Al, mientras que las mismas después del punto de
recombinacidn se acercaban mas a las del genotipo A2, sugiriendo un evento que propiciara la

emergencia del genotipo A2 (Figura 19).

0.04 03

Figura 19. Arboles filogenéticos de las secuencias antes y después del punto de
recombinacion sugerido para la proteina SH. La escala indica el nimero de sustituciones
por posicidn. Imagen adaptada de Kim et al. Plos One, 2016.

Este tipo de analisis filogenéticos que se observa en la Figura 19 no solo permite
reconstruir la historia evolutiva del patégeno estudiado, sino que establece una base necesaria
para la posterior asociacion con caracteristicas virales como la virulencia, eficiencia replicativa,

transmisibilidad o antigenicidad entre otras.
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Durante el curso de la evolucién, las mutaciones que resultan beneficiosas y que emergen
mas rapido de lo que marca la deriva genética propia del virus se mantienen mediante la accidn
de la seleccidon positiva, pero aquellas que son defectivas acaban siendo eliminadas mediante
seleccidn purificadora o negativa. Estas presiones selectivas suelen calcularse a través del
analisis de la relacién entre la proporcion de sustituciones no sinénimos y la proporcion de

sustituciones sindnimas (dN/dS) (84).

El genoma completo tiene una tasa de mutacién de 0,52 x 10 sustituciones nucleicas por
posicion y por afio, y se estima que el ancestro comun de todas las secuencias de HMPV data de
hace 400 afios aproximadamente (2,4,85). Sin embargo, el ancestro comun de los grupos
genéticos Al, A2a, A2b, B1 y B2 es mucho mas reciente, siendo Al el mds antiguo, hace unos 70

afios (4,85).

La proteina G es la mds variable de todo el genoma, con una tasa evolutiva de 3,5 x 103
sustituciones nucleicas por posicién y por afio, mientras que la proteina F presenta una tasa de
7,1-8,5 x 10, que es la tasa mds reducida junto a las de las proteinas N y P. Aun asi, estas tasas
evolutivas siguen siendo muy elevadas, aunque no inusuales en virus ARN (4). El hecho de que
esta proteina tenga la menor tasa evolutiva de todas las proteinas de superficie la hace una

candidata ideal para ser diana de vacunas y tratamientos.

1.7 DIAGNOSTICO

Clasicamente, los virus han sido diagnosticados a través del aislamiento en cultivos
celulares (86,87). Para este virus, el aislamiento en cultivo celular es posible en las lineas
celulares Vero, HEp-2, 293 y LLC-MK2 entre otras, aunque resultando dificultoso. El HMPV tiene
una tasa de replicacion lenta, mostrando efectos citopaticos tardios como son el
redondeamiento de células, desprendimiento de la monocapa de células, o formacion de
sincitios (86). Esta técnica tiene algunos puntos en contra, como la necesidad de formacidn
especifica para el personal técnico, el consumo de recursos y el tiempo hasta el resultado, o los
valores de especificidad y sensibilidad que ofrece en comparacién con las técnicas moleculares
que se utilizan actualmente. Por otra parte, el trabajo necesario para poder implantar esta
técnica en el laboratorio exige disponer de distintas lineas celulares, ya que no todas permiten
la propagacion de todos los virus. Ademas, se ha observado una gran pérdida de sensibilidad de
esta técnica a partir de muestras congeladas, especialmente si se trata de virus con envuelta.
Por todos estos motivos, muchos laboratorios han dejado de utilizar el cultivo celular en favor

de técnicas moleculares. Sin embargo, es importante destacar que el aislamiento celular es una
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de las pocas técnicas que permite el aislamiento de patdgenos desconocidos o emergentes, tal
como sucedid el descubrimiento de HMPV, especialmente cuando no hay técnicas moleculares
especificas desarrolladas, por lo que es necesario mantener esta técnica en laboratorios de salud

publica (87).

Otra técnica utilizada para el diagndstico de HMPV es la basada en inmunofluorescencia.
Estos ensayos, aunque tienen una gran especificidad, tienen muy baja sensibilidad (86). Como
ventaja frente al cultivo, esta técnica no requiere que los virus de la muestra estén viables, por
lo que pueden hacerse a partir de muestras congeladas, y el tiempo de respuesta son mucho
mas cortos. Aun asi, sigue siendo necesario tener un personal técnico especializado y formado,
ya gque es una técnica laboriosa que requiere experiencia en la lectura e interpretacion. Cabe
decir que esta técnica no puede ser implementada en laboratorios con una alta demanda de

muestras (87).

Actualmente, y debido a los avances en biologia molecular, las técnicas mas utilizadas son
las basadas en la amplificacidn de acidos nucleicos (NAAT, de sus siglas en inglés). Para ello, es
necesaria la extraccion y purificacion de acidos nucleicos de la muestra. Una vez obtenida la
extraccidn, ya puede realizarse la PCR (siglas en inglés de reaccion en cadena de la polimerasa),
que en el caso del HMPV debe tener incorporado un paso de transcripcion inversa (RT-PCR). Las
mas implementadas son las técnicas basadas en RT-PCR de tiempo real multiplexadas, es decir,
que pueden detectar diversas dianas a la vez y asi, detectar varios agentes patégenos al mismo
tiempo, visualizando su positividad o negatividad a medida que la reaccidn va ocurriendo (87).
Estas técnicas de amplificacion de &acidos nucleicos, como las de extracciéon, pueden
automatizarse y asi poder implementarse en laboratorios que requiere disponer de una alta
capacidad de procesado. Como desventaja, esta técnica también requiere de personal formado
y especializado, pero el tiempo de respuesta bajo y la alta especificidad y sensibilidad hacen de

esta técnica la gold-standard hoy en dia.

Hay otras técnicas utilizadas para el diagnéstico de HMPV, como la amplificacion mediada
por transcripcion (TMA, de sus siglas en inglés) (88), con una gran especificidad y sensibilidad y

equiparable a las técnicas de NAAT, pero aun no esta tan distribuida globalmente.
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1.8 PREVENCION Y TRATAMIENTO

1.8.1 Vacunas

No hay ninguna vacuna contra el HMPV, aunque se han realizado muchos esfuerzos para
poder desarrollar una que sea segura y efectiva. Se han realizado aproximaciones con diferentes

tipos de vacunas, aunque aun no se ha podido aprobar el uso de ninguna de ellas (2).

La vacunacidn mediante virus inactivado es una aproximacion que se utiliza ampliamente
para otros tipos de virus. La vacuna para la gripe, por ejemplo, es una vacuna de virus inactivado
mediante formalina. Esta vacuna se utiliza de forma masiva anualmente en todo el mundo
debido a su estabilidad, la facilidad de manufacturacién y su seguridad bioldgica, ya que se ha
comprobado que no hay replicacidn viral. En cambio, cuando se probd esta misma aproximacién
con el HRSV, la vacuna provocd una enfermedad con mayor gravedad ante la infeccion natural,
provocando la muerte de dos pacientes (89). Esta vacuna provocd una respuesta inmune
adaptativa de tipo Th2, que llevaba a la infiltracion de eosindfilos a los pulmones de los pacientes
ante una infeccién natural de HRSV. La vacunacién con HMPV inactivado con formalina parece
provocar enfermedad pulmonar de gran gravedad y respuesta Th2 desproporcionada en
animales, igual que la vacuna de HRSV hizo en humanos, por lo que no es una buena candidata.
Existen otras maneras de inactivar los virus, que quiza harian este tipo de vacunacidén segura,

aungue aun esta por estudiar (90).

Otro tipo de vacunas son las de subunidades virales, que son aquellas que expresan
algunas proteinas virales. Normalmente, estas proteinas se encuentran en la forma de particulas
similares a las virales (virus-like particles, VLP), en nanoparticulas o con adyuvantes que mejoran
lainmunidad. La proteina F es la Unica que promueve la creacidén de anticuerpos neutralizantes,
de manera que todas las aproximaciones basadas en subunidades que han obtenido buenos
resultados contenian esta proteina en su composicién (90). Las proteinas F y G expresadas en
una VLP retroviral mostraron buenos resultados en ratones (91), similares a los obtenidos en
VLP de alphavirus o de PIV3, aunque estos dos ultimos estudios son de 2008 y de 2003,
respectivamente, y no han prosperado (90). Otro equipo trabajé en una aproximacién con
proteina F soluble, pero la respuesta desaparecia rapidamente, a las 8 semanas (92). Otra
aproximacion fueron las VLP de células 293F con la proteina F, que provocaron una respuesta
de anticuerpos neutralizantes y de células T CD8+ efectivas frente a la proteina F. Los ratones

inmunizados con estas VLP eran capaces de restringir la infeccién de HMPV al tracto respiratorio
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superior (93), demostrando ser una candidata prometedora para la prevencién de esta

infeccion.

Finalmente, el ultimo tipo de vacuna que se ha probado para este virus es el de vacunas
vivas atenuadas. La atenuacién de un virus puede realizarse de dos maneras. La primera forma
de atenuacién es la mutacidon del genoma del virus mediante pases en cultivo celular o
mutagénesis. Esta aproximacidon se ha probado para HMPV, y los ratones inmunizados
mostraron proteccién, pero la desventaja de este tipo de vacunas es que existe la probabilidad
de que el virus mute y revierta su atenuacion, provocando la infeccion por HMPV en el paciente
(90). La segunda forma de atenuacidon es mediante la recombinacién. Esta recombinacion
permite la delecién de genes considerados “accesorios”, como serian la proteina G, SH o M2-2.
La delecién de G o de M2-2 despertd una respuesta inmune adecuada con anticuerpos
neutralizantes (11,12,23), aunque no la delecién de SH (12). Aun asi, ya no hay mas estudios
sobre estas dos aproximaciones desde 2005. Una review del afio 2015 subrayé la importancia
de la respuesta de linfocitos T citotéxicos, donde se describe que estas células T CD8+ requieren
de unos péptidos especificos para su activacién y como dianas, que se encuentran en las
proteinas N, M2-2, SH y G, indicando que son necesarios para la regulacién de una correcta
respuesta de tipo Th1 (90). Quiza esto explica por qué las vacunas con genes delecionados no

son suficientemente eficaces.

Aun no ha habido ninguna aproximacién que llegara a probarse en humanos, aunque se
ha sugerido que las vacunas vivas atenuadas por recombinacién sean las mejores candidatas

para llegar a este estadio.

1.8.2 Farmacos

Por el momento no hay ningun antiviral especifico para este virus. El tratamiento
principalmente es de soporte, tratando los sintomas para reducir la clinica de una infeccién que
acostumbra a ser autolimitada (2). Hay diversos estudios en marcha para encontrar un farmaco
que sea eficaz contra la infeccion por HMPV, y los tratamientos que parecen tener mayor

potencial son la ribavirina y las inmunoglobulinas (2).

La ribavirina es un andlogo de nucledsido con actividad contra los virus ARN. Los andlogos
de nucledsidos son antimetabolitos que mimetizan nucledsidos fisioldgicos, de manera que, al
incorporarse durante la replicacidn en la nueva cadena, bloquea la continuaciéon de la sintesis.
Este farmaco ha demostrado frenar la replicacion viral de HMPV in vitro y en ratones, limitando

la transcripcién viral. Ademas, este farmaco también es capaz de incrementar la respuesta Thl

40



a la vez que limita la respuesta Th2 (94). No obstante, este farmaco presenta diversos
inconvenientes, como que es potencialmente teratogénico, que su administracién es mediante
nebulizacién, por lo que debe hacerse con generadores de pequeios aerosoles y puede debilitar

algunas funciones respiratorias, o que su precio es muy elevado (94,95).

Los anticuerpos monoclonales contra epitopos conservados de proteinas inmunogénicas
también tienen la capacidad de proteger o minimizar las manifestaciones clinicas de las
infecciones. Hay diversos estudios que plantean el uso de diferentes anticuerpos con diana en

los epitopos descritos para la proteina F del HMPV (Tabla 1).

Anticuerpo Epitopo en la Conformacion Genotipos de Cross- Afio y
proteina F proteina F HMPV HRSV referencia
DS7 DS7 Pre y post Todos Si 2007 (96)
MPES8 1 Pre Todos Si 2013 (97)
54G10 v Pre y post Todos Si 2014 (98)
101F v Prey post Todos Si 2016 (99)
25P13 11 Pre y post Todos Si 2017 (100)
17E10 v Post Todos Si 2018 (59)
MPV364 11 Pre y post Todos No 2019 (101)
MPV196 DS7 Pre y post Todos No 2019 (101)
MPV201 DS7 Pre y post Todos No 2019 (101)
MPV314 DS7 Prey post Todos No 2019 (101)
M1cC7 Vv Pre Todos Si 2019 (55)

Sin embargo, las inmunoglobulinas también presentan desventajas importantes. Este tipo
de farmaco requiere un gran volumen por dosis, genera una gran cantidad de proteina en el
paciente y esta asociado a efectos adversos en pacientes pediatricos con enfermedades

cardiacas congénitas (95).

41

Introduccion



Introduccion

Los inhibidores de fusién son otro tipo de farmaco dirigidos a los primeros pasos del ciclo
replicativo viral (94,95). Son péptidos inhibitorios con secuencias homadlogas a regiones de la
secuencia de la proteina F, como los dominios HRA o HRB (102,103), que al impedir el cambio
conformacional de la proteina F, evitan la fusidon de las membranas viral y celular. No obstante,
tan solo se observd actividad antiviral significativa cuando la administracién del fadrmaco se hacia
en el momento en el que el paciente tenia contacto con el virus (102), por lo que este farmaco
seria de utilidad como medida profilactica en casos de contacto con personas infectadas o como

tratamiento temprano en contextos de epidemia.

El ARN de interferencia (ARNi) es una aproximacién descubierta recientemente. Este tipo
de molécula se produce de manera natural en procesos de inhibicion intracelular, cuyo objetivo
es la regulacidon de la expresion génica a través del silenciamiento de ARNm especificos. Se ha
descrito la eficacia del ARNi in vitro e in vivo en infecciones de HRSV, parainfluenza y gripe (95),
aunque para HMPV solo se ha probado in vitro, mostrando resultados prometedores. En un
estudio, la mejor combinacién resultd ser la de dos ARNi con diana en los genes N y P, que
forman parte del complejo de replicacién viral, hecho que sugiere que su silenciamiento llevaria
a la pérdida total de sintesis de ARN (104). Ademas, tanto la proteina N como la P son las mas
conservadas del genoma del HMPV, razén por la que seria un buen disefio de farmaco. Otro
estudio probd con ARNi contra la proteina G, que resultd ser muy efectivo en la inhibicion de
este gen, que, aunque in vitro no mostré reduccion de la replicacion viral de manera significativa
(105), hipotetizaron que in vivo si funcionaria, de igual manera que los virus con la G delecionada

in vitro replicaban bien, pero se veian atenuadas in vivo (12,23).

Otro farmaco que ha mostrado una potente actividad antiviral contra el HMPV es el lipido
sialil sulfatado o NMSO3 (94). Se desconoce el mecanismo de accién exacto, pero parece que
interfiere en la unién entre la proteina de adhesién viral y el receptor celular mediante la
adherencia del farmaco a través de cargas electrostaticas (106). Este farmaco reduce de manera
significativa la carga viral y el reclutamiento de células inflamatorias en los pulmones (107). Hay
muy pocos estudios de este farmaco en HMPV, y aln es necesario probarlo en modelos animales

de mayor tamaio y en humanos.
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2 HIPOTESIS

El metapneumovirus humano (HMPV) es un patdégeno muy comun en infecciones del
tracto respiratorio, tanto superior como inferior. Aunque ya hace 20 afios de su descubrimiento,
sigue habiendo un gran desconocimiento en comparacién al que ya tenemos sobre los virus de
la gripe o el virus respiratorio sincitial humano (HRSV). Aun existiendo diversos estudios sobre
la prevalencia y estacionalidad del HMPV, el conocimiento sobre su diversidad genética es
realmente escaso, ya que son pocas las iniciativas de vigilancia viroldgica que realicen una

caracterizacion de los virus en circulacion.

Los virus respiratorios con un genoma ARN se caracterizan por una elevada diversidad
genética, adquirida mediante mutaciones puntuales, y eventos de recombinacidn, insercion y
delecién que les permite seguir evolucionando. Para HMPV, sdélo se han descrito mutaciones
puntuales, sin haber descrito todavia otros cambios genéticos. Dada la estrecha relacion
taxondmica con el HRSV por una gran similitud genética y estructural, para que el que si se han
descrito eventos de duplicacién en la glicoproteina G de la envuelta, y cuyas variantes
portadoras con el tiempo se han convertido en predominantes, podriamos esperar la adopcion

de este mismo mecanismo evolutivo en los HMPV.

La emergencia de nuevas variantes de HMPV y su evolucién podrian ser una realidad,
aunque desconocida por una falta de iniciativas en el estudio de su diversidad genética. Estas
nuevas variantes podrian tener un impacto clinico, por lo que tenemos que profundizar en su
conocimiento, que con el tiempo podria contribuir a un mejor entendimiento de la evolucién
epidemioldgica, a una mejor gestion de las epidemias anuales y al desarrollo de vacunas o de
nuevos tratamientos con actividad antiviral, especialmente dirigidos a ser utilizados en los

pacientes mds susceptibles a la infeccion.
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Objetivos

3 OBIJETIVOS

1. Describir la prevalencia y estacionalidad de los HMPV detectados en el tracto
respiratorio del paciente atendido en el Hospital Universitario Vall d’"Hebron (HUVH) de

Barcelona a lo largo de ocho temporadas de vigilancia (2014 — 2021).

2. Estudiar la diversidad genética, incluso a nivel de genotipo y linaje, de los HMPV
detectados en base a la secuenciacién parcial de la region codificante de la glicoproteina
G de la envuelta. Caracterizar los posibles cambios genéticos de la glicoproteina G de la

envuelta que pudiéramos describir por secuenciacién.

3. Estudiar la epidemiologia y el impacto clinico de la infeccion por HMPV en pacientes

pedidtricos y adultos, diferenciando segun la diversidad genética observada.

4. Estudiar la secuencia del genoma completo de una seleccién de HMPV para describir su
variabilidad, posibles eventos de recombinacién, insercidon y delecién, asi como el
resultado de la presién selectiva. Asimismo, implementar una herramienta de
visualizacidon de las secuencias obtenidas junto a otras de referencia, para poder

monitorizar su evolucion.
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Novel human metapneumovirus with a
180-nucleotide duplication in the G gene

Maria Pifiana', Jorgina Vila?, Laura Gimferrer', Maria Valls?, Cristina Andrés', Maria
Gema Codina', Javier Ramoén', Maria Carmen Martin', Francisco Fuentes', Rosario
Saiz', Pilar Alcubilla’, Carlos Rodrigo?, Tomas Pumarola’ & Andrés Anton™

Aim: To describe the circulation, genetic diversity and clinical features of human
metapneumovirus (HMPV) in pediatric patients that attended the Hospital Universitari Vall
d’Hebron, Spain from 2014 to 2016. Materials & methods: Partial G gene was sequenced
from laboratory-confirmed HMPV respiratory specimens for subsequent phylogenetic
analysis. Results: A total of 121 different samples were HMPV laboratory-confirmed out
of 6658 specimens received. The highest circulation was from February to April, with a
prevalence of 3%. Different genetic groups within both genotypes were detected at variable
levels. A 180-nucleotide duplication was first characterized within the G gene in nine cases,
mostly related to lower respiratory-tract infection. Conclusion: This study reported on the
circulation of a novel HMPV with a 180-nucleotide duplication in the G gene, but no clinical
changes in related cases were observed. Their prevalence increased during the last season
suggesting changes in viral features.

First draft submitted: 7 November 2016; Accepted for publication: 2 February 2017; Published
online: 12 June 2017

Human metapneumovirus (HMPV) is an important etiologic agent of upper and lower respiratory
tract infection (LRTI) in children, mainly during the winter and spring months 1. Since its first
isolation in the Netherlands in 2001 2, a worldwide distribution has been reported. HMPV, which
is an enveloped, negative-sense, single-stranded RNA virus, belongs to the Pnecumoviridac family
wichin Mononegavirales order togecher with human respiratory syncytial virus (HRSV) (1. The G
protein, one of the major envelope glycoproteins, is weakly immunogenic and protective, though
it exhibits a significant genetic variability |3]. Two genotypes, HMPV-A and HMPV-B, which are
also subdivided into subgenotypes and lineages (A1, A2a, A2b, B1 and B2), have been described 3.

The aim of this study was to describe the circulation, the molecular diversity and the clini-
cal features of HMPV confirmed cases in the pediatric population that attended the ITospital
Universitari Vall d'Hebron (HUVH), a tertiary 1200-bed hospital in Barcelona, from 2014 to
2015 and 2015-2016 seasons.

Materials & methods

From October 2014 to May 2016, respiratory specimens (nasopharyngeal aspirates, nasal and
pharyngeal swabs and bronchoalveolar washes) were received for the laboratory confirmation
of respiratory viruses from pediatric patients (aged 0-18 years) that attended the TTUVIH with
suspicion of a respiratory tract infection.
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Respiratory viruses were detected either by  different genotypes were compared with the
immunocromatography (Binax Now RSV Card, nonparametric median test and % test. Statistical
Alere Scarboroughn, Inc., ME, USA), immu- significance was taken at the p < 0.05 value.
nofluorescence (I Ultra 8™ DFA Respiratory Institutional Review Board approval
Virus Screening & Identification Kit, Diagnostic  (PR(AG)161/2016) was obtained from the
HYBRIDS, OH, USA) or real-time reverse HUVH Clinical Research Ethics Committee
transcription (RT)-PCR (Anyplex 11 RVI6  Respiratory.

Detection Kit, Seegene, Scoul, South Korea;
GenXpert Flu/RSV XC, Cepheid Inc., CA, Results

USA) assays. Total nucleic acids were extracted A total of 6658 specimens from 4488 patients
using NucliSense easyMAG (BioMérieux, Marcy (2526 males, 56%; median age: 1.98 years;
I'Froile, France), and kept at -80°C until use. interquartile range [IQR]: 0.54-5.28 years)

Partial G gene was sequenced from HMPV  were collected, of which 128 samples (2%) from
laboratory-confirmed samples for phylogenetic 121 patients (3%) were HMPV laboratory-con-
analysis. The amplification was performed firmed (69 males, 57%; median age: 1.45 years;
using the One-Step RT-PCR Kic (Qiagen, IQR: 0.65-3.14). The detection rates of other
Hilden, Germany) with two primer pairs: respiratory viruses during the study period
G forward (GF) and G reverse (GR) were were as follows (in descendant order): rhino-
designed for this scudy while G scudy forward  virus (13%), HRSV (13%), influenza A virus
(GSF) and G study reverse (GSR) were taken  (7%), influenza B virus (6%), human adenovi-
from a previous study (Table 1) 4. Two primer  rus (5%), enterovirus (2%), human bocavirus
pairs were necessary due to the high diver- (1%), human parainfluenza virus (HPIV)-3
sity presented by HMPV G gene. PCR prod-  (1%), human coronavirus (HHCoV) OC43 (1%),
ucts were purified using Exo-SAP-IT (USB, HCoV NL63 (1%), HPIV-1 (1%), HPIV-4
Affymetrix Inc., OH, USA) and sequenced  (<1%), HPIV-2 (<1%) and HCoV 229E (<1%).
by the ABI Prism Big Dye Terminator cycle All HMPYV laboratory-confirmed pediatric
sequencing kit v3.1 on the ABI PRISM 3130XL  patients were hospitalized due to a respiratory
sequencer (Applied Biosystems, CA, USA). tract infection or developed it during their
Nucleotide sequences were edited and assem-  hospitalization. The highest weekly circula-
bled using MEGA v5.2 51. A collapse of the tion was reported from February to April
sequences to haplotypes was done with the in both seasons. In most of cases (94, 78%)
ALingment Transformation EnviRonment (6].  HMPV was single detected, but co-infections
Phylogenetic trees were then constructed using — were also detected (27, 22%) with two or more
the maximum likelihood and the bootstrap  respiratory viruses such as rhinovirus (RV; 8,
methods (1000 replicates) as implemented in  7%), human bocavirus (7, 6%), adenovirus (6,
MEGA v5.2. The prediction of potential N-  5%), HCoV OCA43 (3, 2%), HRSV (2, 2%),
and O-glycosylation sites in the amino acid  enterovirus (2, 2%) and HCoV NL63 (2, 2%).
sequence of G protein was performed with the Phylogenetic analyses of GG sequences (Figure 1)
NetNGlyc and NetOglyc servers, respectively.  from all 109 (90%) HMPV laboratory-con-

Clinical features of HMPV-laboratory con-  firmed specimens revealed chat both genotypes,
firmed cases were retrospectively reviewed from  HIMPV-A (59; 54%) and HHMPV-B (50; 46%),
medical records. Data were analyzed using the  cocirculated throughout the study period.
IBM SPSS Statistics 22 software (NY, USA).  The remaining 12 (10%) cases could not be
Clinical dara berween cases infected by the sequenced. HMPV-B genotype predominated

Table 1. Conditions for amplifying G gene.

Name  Sequence (5 — 3’} ‘One Step RT-PCR conditions Position in CAN97-83  Amplicon length
GF AAACAARAAWRTGGGACAA 50°C x 30™-95°C x 15'-50 cycles (95°C x 30"-50°C x  6207-6225 934 bp
GR GGATCCATTGYYATTTRTC 30"-72°C x 1'15”) - 72°C x 10’ 7140-7122
'GSF GAGAACATTCGRRCRATAGAYATG  50°C x 30'-95°C x 15"-45 cycles (95°C x 30"-59°C X 6247-6270 924 bp
AGATAGACATTRACAGTGGATTCA 30”-72°Cx 1}-72°Cx 10 7170-7147
gnec by ick erai.in [4
351 : G study ‘orward; GSR: G stucy reverse; R we(se Lranscr plion.
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Figure 1 (see previous page). Phylogenetic reconstructions of partial G nucleotide sequences of
detected HMPV. (A) Phylogenetic tree of G sequences from 59 HMPV-A and (B) 50 HMPV-B viruses
together with reference sequences from previous epidemiological studies downloaded from
GenBank (accession numbers are shown next to the strain name). The analyses were performed on G
sequences from nucleotide position 6340-6891 in reference to CAN97-83 strain (accession number
AY297749). Numbers at the tree branch nodes represent the measure of support calculated by the
bootstrap method (1000 replicates); only those exceeding 70% are shown. Sequences marked with a
solid black circle do not contain any remarkable genetic event, while sequences marked with a solid

grey circle carry the 180-nucleotide duplication.
HMPV: Human metapneumovirus.

during the 20142015 season, whereas HMPV-A
genatype predominated during che 2015-2016
season (Figure 2). Phylogenetic analysis also
revealed chat seven (6%) sequences belonged to
A2a lineage, 52 (48%) to A2b, 27 (25%) to BI
subgenotype and 23 (21%) to B2. Furthermore,
two sublineages within the A2b lineage chat were
previously reported [7] could be distinguished,
A2b1 (19 strains) and A2b2 (33 strains), with
bootstrap values over 95% (Figure 1) and an
intergroups genetic distance of 13.5%.

The molecular characterization of G
sequences belonging to the A2b2 sublineage
revealed a 180-nucleotide duplication in the
ectodomain (462-463 nucleotide position
related to JX082177) in nine different samples
(27%; Supplementary Table 2), which mostly (7;
78%) circulated during the 2015-2016 season.
The appearance of this duplication implies the
acquisition of between 23 and 26 new purarive
O-glycosilation sites (Supplementary Table 2).
However, there was also a scrain (NSVH2015-
13-1964) which coclustered with the duplica-
tion strains (Figure 1), but it did not itself possess
the duplication.

Overall, HMPV caused LRTI in 89 (74%)
children, especially in chose infected by A2b
lineage (44/52; 85%) and B2 subgenotype
(19/23; 83%). The 79% (61/77) of patients
admitted at the emergency department wich
LRTT required hospitalization (median length
of stay: 4 days, IQR: 2.5-7). The remaining
12 out of 89 (13.5%) were admitted for ocher
reasons or developed it during hospitalization.

Children admiteed at the emergency depart-
ment with B2 LRTIs (11/61, 18%) seemed to
have longer hospital stays (median: 6 days;
IQR: 3-8, p = 0.31). Children hospitalized
with BI LRTIs (13/16, 81.2%) and B2 LRTIs
(10715, 66.67%) also appeared to have longer
supplementary oxygen requirements (median:

4 days each; Bl IQR: 2.5-5; B2 IQR: 2.5-9;

p = 0.53). Four out of 44 A2b LRTI cases
(9%) and two out of 19 B2 LRTT cases (11%)
required mechanical ventilation (MV).

Most cases (7/9, 78%) of children infecred
with viruses carrying the 180-nucleotide dupli-
cation had LRTT, compared with 37/43, 81.4%
of children with A2b withour the duplication
(p = 0.53). Both groups had similar hospitali-
zation rate, 6/7 patients, 85.7% the first group
compared with (30/37 patients, 81.1%) in
the second (p = 0.78), the first group with a
median hospital stay of 3 days (IQR: 2-2.5).
The median oxygen requirements were 3 days
in both groups but in the duplication group 5/6
patients (83.3%) required oxygen, one (14%)
with MV, compared with 73.3% of patients in
the second group (22/30) that required oxygen
(p = 0.26), three (13.6%) with MV.

The sequences of the present study were
submitted to GenBank with accession numbers

KX829061-KX829169.

Discussion
The present study mainly described the
prevalence and genetic diversity of HMPV
detected in our hospital, and the clinical
features of cases infected by a novel HMPV.
The HMPV prevalence in the present
study was similar to data (3—-14%) reported
worldwide [8-10]. In most cascs single HMPV
infection was laboratory confirmed, but as in
previous studies coinfection with other res-
piratory viruses is not rare [11]. HMPV is one
of the most frequent respiratory viruses in
our hospical with the only exceprions of RV,
influenza A and B viruses, HRSV and adeno-
virus. Influenza viruses and HRSV circulate
during the seasonal epidemic causing a high
morbidity in a short period of time, different
from RV that circulates throughout the year
without showing a clear pattern of seasonal-
ity n21. We postulate that this is the reason
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why coinfection of HMPV with RV was the
most reported co-infection. HMPV was mostly
detected during late winter and early spring
months, as previously described in other
Spanish regions [9-11]. Distinct phylogenetic
groups cocirculated with variable seasonal pre-
dominance as reported (3,10}, except the A1 sub-
genotype, that has not reported since 2006 (3].
To our knowledge, the present study is the
first description of a genetic duplication in the
metapneumovirus genera, as it has never been
reported before neither for human nor avian
metapneumovirus. A similar genetic event
occurred in ONT and BA genotypes of HRSV,
with a 72- and 60-nucleotide duplication in the
(7 gene, respectively. Recently, Leyrat et al. 13]
hypothesized that G protein had a shielding
function due to its heavy glycosylation, protect-
ing F protein from the action of neutralizing
antibodies. The 180-nucleotide duplication
of HMPV G protein therefore would pro-
vide berween 23 and 26 additional potential
O-glycosilation sites, conferring new antigenic
properties to the virus. Despite the emergence
of these variants was not possible to be traced,
an increase in the prevalence of the strains car-
rying the 180-nucleotide duplication during the
second season suggests changes in the pheno-
typic features of these viruses. [F HMPV A2b2
strains became predominantin the near future,
it might be because this duplication increases
the viral biological fitness, as recently reported
for the current predominant HRSV viruses
(ONI1 and BA genotypes) (14-16]. This finding
highlights the importance of monitoring the
prevalence of these novel viruses in next sea-
sons. However, further phenotyping studies can
nowadays be performed in order to characterize
the antigenic properties, virulence or biological
fitness associated with this duplication.
Regarding the clinical relevance, HMPV
infection was related to LRTT in the majority of
cases, mainly in A2b and B2 viruses, of which
a 10% required MV. A more severe respiratory
disease was not related to viruses carrying the
180-nucleotide duplication, because no statisti-
cal difference was found between cases with or
without duplication. However, the number of
samples was limited and the period of study was
restricted to two seasons, therefore circulation of
the novel variant should be monitored during
the following seasons. In case of the spread and
predominance of this variant in a near fucure,
a more pathogenic nature cannot be discarded.

future science group

9102/61
9102/L)
91L02/S1
9102/l
910z/1 1
9102/6
910e/L
9102/S
910e/e
910z2/1L
GL02/eS
G102/0S
GlLoc/8y
SlLozg/ov
SLogivy
Glogiey

$102/8¢
G102/9¢e
GLog/ve
Glog/ee
G1L02/0e
§102/82
G102/92
Glocive
§l0g/ce

Slog/8l
GL02/91
Slocivl
Slozg/el
S102/0L
S10e/8

S102/9

SLog

gloc/e

v102/eS
¥102/0S
v102/8y
v102/9v
v10g/vy
vL0g/ey
102/0¥

2015-2016

S102/0%

2015

G102/0c

2014-2015

T T T T o R [ ]
O MO~ OUT MAN~O
-

SUORYBIEP JO JBGUINN

SHORT COMMUNICATION

A2b B1 mB2|

[=A2a

Week/Year and Season

www futuremedicine.com
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In summary, the present study highlights the
virological surveillance of HMPV in order to
describe a clear pattern of circulation and their
genetic diversity in our geographical arca. In
addition, this virological surveillance might help
to monitor the circulation of viruses carrying
genetic changes, such as single mutations, or
duplication events as first reported in this scudy,
that might affect antigenic or tropism features.

Conclusion

Recent and valuable data of prevalence,
seasonality and genetic diversity of circulat-
ing HMPV in Catalonia, Spain, is reported.
Moreover, this study, as part of the continuous
surveillance of respiratory viruses in HUVH,
has permitted the finding of a novel HMPV
variant. This is the description of the first dupli-
cation event in HMPV genome, concretely in
the G gene. This gene is hypothesized to have
a role in immune evasion by shielding its own
epitopes and F protein’s from neutralizing
antibodies, and this mutation might alter it.
Furthermore, future studies are required to
characterize the functional effect of this dupli-
cation and its implication in human infection,
as well as, to study other viral targets to explore
new prophylactic and therapeutic strategies.

Future perspective

The knowledge regarding circulating HMPV
is limited since it was discovered 16 years ago.
Many viral proteins’ roles still remain to be
understood. Future studies are required in order
to describe the virus—host interplay, the amino

acid epitopes related to antigenicity and how it
evades the host’s innate and adaptive immune
system, which will help to improve or to explore
novel therapeutic and prophylactic strategics. In
addition, the analysis of the molecular evolu-
tion to date the emergence of these novel viruses
might be of interest for further knowledge on
these mutation events in RNA viruses.

Supplementary data

To view the supp/ymenmr}/ data that accompany this paper
please visit the journal website at: www.futuremedicine.
com/doi/full/10.2217/finb-2016-0211
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EXECUTIVE SUMMARY

Molecular epidemiology of human metapneumovirus in Catalonia, Spain

e The prevalence (3%) and seasonality (February-April) of human metapneumovirus (HMPV) was similar to that
previously described in other Spanish regions.

e Both HMPV genotypes (A and B) circulated in both seasons, but a shift in the predominance from HMPV-A to HMPV-B

was observed.

e Two sublineages (A2b1 and A2b2) could be clearly distinguished within A2b lineage.

Description of the first duplication event in human metapneumovirus

e A 180-nucleotide duplication was observed in the ectodomain of the G protein, which to our knowledge is the first
genetic duplication event in the Metapneumovirus genus.

e This duplication is longer than that reported for the G protein of the two current human respiratory syncytial virus
circulating genotypes, BA and ON1, which have been characterized as an enhancer of the viral biological fitness, and in
consequence these variants became predominant.

e HMPV G protein has been proposed to have a shielding function over the neighboring envelope proteins due to its

10.2217/fmb-2016-0211
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hyperglycosylated nature. This function could be enhanced due to a longer length of this protein by the 60 amino acid

duplication because it provides 23-26 additional potential O-glycosilation sites.

Clinical features of the human metapneumovirus infection

e The majority of patients infected by A2b and B2 genetic variants suffered from a lower respiratory tract infections.

e A2b2 viruses carrying this duplication did not seem to be associated with a higher severity of disease in comparison
with those without it. However, the number of samples studied was too small and restricted to two seasons. So,
virological surveillance during the following seasons should be performed to monitor their circulation. In case of
reporting a predominance of these viruses, a more pathogenic nature could not be discarded. However, phenotyping
characterization of these genetic variants must be additionally performed.

Conclusion

e Virological surveillance should be strengthened to monitor the emergence and spread of novel HMPYV carrying genetic
changes that might affect the viral properties.

e Further studies must be carried out to characterize the functional effect of this duplication, as well as, to study the
roles of the several viral proteins to explore new prophylactic and therapeutic strategies.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Human metapneumovirus (HMPV) is an important aetiologic agent of respiratory tract infection
H““‘{aﬂ Te‘aP“e“mOVif“S (RTI). This study aimed to describe its genetic diversity and clinical impact in patients attended at a tertiary
duplication university hospital in Barcelona from the 2014-2015 to the 2016-2017 seasons, focusing on the emerging du-

sleric shielding
epidemiology
genetic diversity
clinical impact

plications in G gene and their structural properties.

Methods: Laboratory-confirmed HMPV were characterised based on partial-coding F and G gene sequences with
MEGA.v6.0. Computational analysis of disorder propensity, aggregation propensity and glycosylation sites in
viral G predicted protein sequence were carried out. Clinical data was retrospectively reviewed and further
associated to virological features.

Results: HMPV prevalence was 3%. The 180- and 111-nucleotide duplications occurred in A2¢ lineage G protein
increased in prevalence throughout the study, in addition to short genetic changes observed in other HMPV
lineages. The A2c G protein without duplications was calculated to protrude over F protein in 23% of cases and
increased to a 39% and a 46% with the 111- and 180-nucleotide duplications, respectively. Children did not seem
to be more affected by these mutant viruses, but there was a strong association of these variants to LRTI in adults.
Discussion: HMPV presents a high genetic diversity in all lineages. Novel variants carrying duplications might
present an evolutionary advantage due to an improved steric shielding, which would have been responsible for
the reported increasing prevalence and the association to LRTI in adults.

1. INTRODUCTION respiratory syncytial virus (HRSV) [2], causing an indistinguishable

symptomatology [1]. HMPV is an enveloped, lineal, negative-sense,

Human metapneumovirus (HMPV) is an important actiologic agent single-stranded RNA virus, classified into HMPV-A and HMPV-B geno-

of upper and lower respiratory tract infections (URTI and LRTI) in types and subdivided into subgenotypes Al, A2 (A2a, A2b and A2c
children and adults [1]. lineages) [1,3,4], B1 and B2 (B2a and B2b lineages) [5].

HMPV belongs to the Pneumoviridae family together with human The fusion (F) and the attachment (G) proteins are the major
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season and 43/2016-11/2017 in the third season. Overall these 14,769
patients, 11,185 (76%) samples were collected during all 3 consecutive
HRSV/influenza epidemics and 3,584 (24%) out of these epidemics
(Supplementary Table 1). Regarding the methods for detection, from all
these 14,769 patients, 3,316 samples (22%) were tested with the
immunofluorescence assay, while 8,483 (57%) were tested with the
real-time RT-PCR multiplex assays. Importantly, 656 (4%) samples
which tested negative for the immunofluorescence assay were re-tested
with the real-time RT-PCR multiplex assays. The remaining samples had
been tested with a rapid test. The use of immunofluorescence and PCR-
based assays were changing throughout the period of study, decreasing
for immunofluorescence assays and increasing for molecular methods
(59% vs 27% in 2014-2015; 15% vs 57% in 2015-2016 and <1% vs 74%
in 2016-2017, respectively).

HMPV was laboratory-confirmed in 423 (2%) respiratory samples
(nasopharyngeal swabs or aspirates, bronchoaspirates, bronchoalveolar
washes or tracheal aspirates) from 407 (3%) patients, 221 (3%) of them
occurring in the paediatric population and 186 (3%) in adults, showing
an important prevalence in the adult population, higher than in children
in the 2015-2016 season (Table 2). This prevalence varied according to
whether it was during HRSV/influenza epidemics or not (Supplemen-
tary Table 1). During the HRSV/influenza epidemics, 82-95% of HMPV
laboratory-confirmed samples previously had a negative result in the
rapid tests for HRSV and influenza. Over the 3 scasons, the proportion of
HMPV laboratory-confirmed samples tested by immunofluorescence
decreased while those tested by PCR-based assays increased (61%-11%-
0% vs 47%-91%-100%, respectively and by season).

75/407 (18%) HMPV cascs presented co-infections with 88 respira-
tory viruses: rhinovirus (26, 30%), adcnovirus (15, 17%), human
bocavirus (15, 17%), enterovirus (11, 13%), HRSV (6, 7%), human
coronavirus (HCoV) 229E (5, 6%), HCoV OC43 (5, 6%}, HCoV NL63 (2,
2%), human parainfluenza 3 (1, 1%), influenza A (1, 1%) and B (1, 1%).

Weekly distribution of HMPV showed a higher circulation from
Tebruary to April in the first two seasons, but started at mid December in
2016-2017 season (Iig. 1B). The peaks of incidence of the first two
seasons were in March, but the last season presented a pattern with two
peaks.

Journal of Clinical Virology 132 (2020) 104590
3.2. Genetic characterisation of viral strains

Phylogenetic analyses of HMPV F and G sequences from 387 strains
revealed that HMPV-A (201/387, 52%) and HMPV-B (185/387, 48%)
co-circulated, one HMPV-A/B was observed. The remaining 20/407
(5%) HMPV could not be characterised due to low RNA quality or low
viral load. HMPV-B (61%) predominated during the 2014-2015 season
and HMPV-A (62%) during 2015-2016. No difference in circulation was
observed during the 2016-2017 season (Table 3).

Phylogenetic analyses of F (382, 94%) and G (365, 90%) sequences
(Fig. 2) showed congruent results, Overall, 11 (3%) samples belonged to
A2a, 37 (10%) to A2b, 153 (40%) to A2c, 106 (27%) to B1 and 79 (20%)
to B2 (Table 3).

Genelic characterisation of A2 G revealed thal A2a and A2c se-
quences generally had a length of 220 aa, and A2b of 218 due to pre-
mature stop codons. Genetic characterisation of 153 A2c¢ strains
revealed the presence of the novel 180- (A2¢qgodup; 46; 30%) and 111-
nucleotide (A2cqy1gup: 13; 9%) duplications into G ectodomain with
increasing prevalence (Table 3). While all A2¢)gpqyp clustered together,
two subgroups could be observed in the F phylogenetic tree (Fig. 2).
Differently, A2¢y114up G clustered into 2 groups but their F genes clus-
tered together (except NSVH2017-09-82477).

B1 G clustered into two phylogenetic groups (I and II), differing in
the acquisition of a premature stop codon in the 232 aa (relative to
KU375606) in all strains belonging to group II (Fig. 2), but one
(NSVH2015-12-87728). In addition, two sequences presented deletions
of one (NSVH2017-04-59510) or two aa (NSVH2016-03-50135). Ge-
netic characterisation of 10 B2a and 69 B2b G scquences revealed the
acquisition of short duplications. Whercas B2a group, represented by
CANO98-75 strain (AY297748), presented the aa KE in the 160-161 po-
sitions, B2b group presented 1 or 2 duplications (KEKE and KEKEKE).
Also, a group differed from the rest of B2b group presenting an R after
only one KE, which could probably be a mutation of the duplication of K
(Fig. 2).

The sequences of the present study were submitted to GenBank
(MN617398-MN617753).

Seasonality
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envelope glycoproteins. F protein is the major cross-protective antigenic
determinant and is highly conserved between genotypes (88%) [4].
Hence, it is the main target for most vaccine strategics under develop-
ment [6]. Differently, G protein is weakly immunogenic [7], with 28%
genetic divergence between genotypes and 74-82% intra-genotype [4].
In addition, 180- and 111-nucleotide duplications have been recently
described into G protein’s ectodomain [8-11].

The aims of this study were to describe circulation pattern, genetic
diversity and clinical impact of HMPV in paediatric and adult population
attended at a tertiary university hospital in Barcelona [rom the 2014-
2015 to the 2016-2017 seasons, focusing on the emergence and spread
of variants carrying these two nucleotide duplications.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Sample collection

From October/2014 to May/2017, respiratory specimens (nasopha-
rvngeal aspirates, nasal and pharyngeal swabs, bronchoaspirates,
bronchoalveolar, bronchoselective and tracheal washes and sputums)
were received for the laboratory-confirmation of respiratory viruses
from children and adults attended at the Hospital Universitari Vall
d’Hebron with suspicion of respiratory tract infection (RTI). Institu-
tional Review Board approval (PR(AG)161/2016) was obtained from
the hospital’s Clinical Research Ethics Committee.

2.2, Respiratory viruses’ detection

During the HRSV and influenza epidemics, rapid tests were per-
formed for a fast diagnosis, which were based on immunocromatog-
raphy (Alere BinaxNOW® Influenza A&B/RSV, Alere, USA),
immunofluorescence (Sofia RSV FIA, Quidel, USA) or real-time RT-PCR
(GenXpert Flu/RSV XC, Cepheid, USA). Samples received out of HRSV/
FLUV cpidemics or negative for rapid tests were analysed by immuno-
fluorescence (D3 Ultra 8!M DFA Respiratory Virus, Diagnostic HYBRIDS,
USA) or mainly by real-time RT-PCR (Anyplex Il RV16, Seegene, Korea,
until 2015; Allplex Respiratory Panels 1-3, Seegene, Korea, since 2015).
Total nucleic acids were extracted using NucliSense easyMAG (Bio-
Méricux, Marcy I'Etoile) and kept at -80 “C.

2.3. HMPV phylogenetic analysis

Both partial F and G genes were retrospectively sequenced from all
HMPYV laboratory-confirmed samples. The amplification was performed
using the One-Step RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Germany), conditions in
Table 1. PCR products were purified using Exo-SAP-IT (USB, Affymetrix
Inc., Cleveland, USA) and sequenced by the ABI Prism BigDye Termi-
nator v3.1 (Applied Biosystems, Carlsbad, USA} on the ABI PRISM
3130x] Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).
Nucleotide sequences were edited and assembled using MEGA v6.0 [12].
A collapse to haplotypes was done with ALTER server [13]. The best fit

Journal of Clinical Virology 132 (2020) 104590

substitution model was determined by MEGA v6.0, and the lowest
Bayesian information criterion score model was used and evaluated with
1,000 bootstrap resamplings.

2.4. Computational analysis, generation of unfolded ensembles and
geometric analyses of G predicted protein sequence

The propensity Lo adopl disordered conformations of three G se-
quences with and without nucleotide duplications was analysed using
the MetaDisorder server [14], their propensity to aggregate using the
Pasta 2.0 server [15], and the prediction of potential N- and O-glyco-
sylation sites using NetNGlyc 1.0 [16] and NetOglyc 4.0 [17] servers,
respectively.

Ensembles consisting of 2,000 unfolded conformations were gener-
ated for each of the three G sequences using the ProtSA server [18]. The
PDB file of each conformation was analysed to compute the distance
between the N atom of the first extracellular residue (Asn52) and the
more distant atom, as well as the radius of gyration of the particular
conformation.

2.5. Clinical features

Demographic (age and sex) and clinical features (URTI/LRTI, co-
morbidities, co-infections, antibiotic use, need, type and length of res-
piratory support, length of hospital stay, ICU admission or exitus) of
HMPV-laboratory confirmed cases were retrospectively reviewed from
medical records and related to viral features. Patients included in the
demographic study were those with clinical presentation of URTI or
LRTT, whilst patients with other symptoms rather than respiratory were
excluded from the study. For the severity study, only paticnts hospital-
ised due to LRTI were included, and exclusion criteria were those cases
with other symptoms rather than LRTI and hospitalisation due to other
clinical reasons even though the patient manifested RTIL

2.6. Statistical analysis

Data were analysed with R software v3.,5.1. For categorical data, Chi-
squared or Fisher’s exact test were performed. For numerical variables, t
student, Mann-Withney, ANOVA or Kruskall-Wallis Llests were per-
formed according Lo the need. Statistical significance was Laken at Lthe p-
value <0.05.

3. RESULTS
3.1. HMPV epidemiology

A total of 20,132 samples of 14,769 patients were tested, of which
9,370 (47%) were laboratory-confirmed for at least one respiratory
virus. Though being in a similar period, HRSV and influenza epidemics
varicd between seasons (Fig. 1A), being stablished during weeks 45/
2014-13/2015 in the first scason, 47/2015-16/2016 in the second

Table 1
Primers and PCR condilions.
CAN97-83
F enl lenglh
Gene  Primers Tnitial Final PCR conditions (;;;)gmf-nl eng! Reference
position position
I 6,247 6,268
. GAGAACATTCGRRCRATAGAYA » > 50°C»30" -95°Cx 15" - 45x (95 °C«30" - 59 *°Cx 30" - S Ludewick HP et al.,
G g e 5 924 2
GR: 7.149 7.170 72°Cx1)  72%x10 2005
AGATAGACATIRACAGTGGATT # .
1 3,693 3,713 m ey g . g ’
CAATGCWGGRATAACACCAGC 50"Cx30" -95°Cx 15" - 45x (95 °Cx 30" -55°C» 30" — Designed for this
K FR: 72°Cx1") 72°Cx10° s stud:
: 4,416 4,437 * Y

ATTGAAYTGATCYTCAGGAAAC
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3.3. Structural biology of G protein

The cctodomain ensemble of the non-glycosylated form of G protein
of NSVH2015-06-62150 (A2¢,,) was simulated | 18-20], resulting in a
composition of conformations with maximal length (Dyay) of 4.5-22.2
nm and radii of gyration (Rg) of 1.9-7.4 nm (Fig. 3).

The MetaDisorder server predicted that both duplications were as
fully disordered as A2c,,, with no self-aggregation segments. Also, the
glycosylation pattern showed a similar distribution of the numerous O-
glycosylation sites (Fig. 4), with 23-26 additional O-glycosylation sites
in A2¢180dup and 12-13 in A2¢113dup-

Once verified that duplications did not differ from A2cy,, 2000-
conformation unfolded ensembles were generated for NSVH2017-09-
78834 (A2¢111dyp) and NSVH2015-19-63118 (A2¢1s0dup)- A2C111dup
increased size to Diax 5.1-27.3 nm and Ry 2.4-9.0 nm, while A2¢;goqup
increased Diax 5.2-29.4 nm and Rg 2.4-9.9 nm (Fig. 3).
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The pre-fusion conformation of the F trimer is calculated to protrude
13 nm [21]. According to the distance distributions of the three en-
sembles, the actual fraction of G protein’s ectodomain protruding more
than 13 nm from the membrane amounts to 23% in the A2¢y,, and it
increases to 39% in A2c)y1qup and 46% and A2¢150dup-

3.4. Clinical impact of human metapneumovirus

Due to the absence of clinical information (2), non-amplification (20)
or manifestation of other syndromes rather than URTI or LRTI (20),
clinical features of 203 paediatric and 162 adult cases were finally
studied (Table 4).

The median age of pacdiatric patients presenting LRTI (1.17; 1QR
0.49-2.61) was significantly lower (p 0.011) than those with URTI (2.18;
IQR 0.88-6.41). A2¢ lineage was more associated to LRTI (p 0.032) than
other lineages, but A2¢ with duplications were not associated with a

Fig. 3. Maximum distance and radius of gy-
B ration analyses of the disordered ensembles

atom of the first extracellular residue (Asn52)
and the more distant atom to this. B) Depiction
of the radius of gyration calculated for an in-
dividual conformation. C, E, G) Histograms of
the maximum distances measured in the disor-
dered ensemble for the wild type, 111- and 180-
nucleotide duplications variants of the G pro-
tein, respectively. Insets at the right-hand part
of each panel depict scatter-plots of maximum
distances versus structure, D, T, H) Histograms
of the radivs of gyralion of structures in the
D disordered ensemble for the wild type, 111- and
180-nucleotide duplications variants of the G
protein, respectively. Similarly, insets at the
right-hand part of each panel show scatter-plots
of radius of gyration versus structure of each
ensemble.

. of G p A) P ion of the
Sﬁ N 9 maximum distance measured between the N
b

N\

ewuswoveod
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Fig. 4. Glycosylation pattern of HMPV-A G protein. Multiple alignment of deduced G amino acid sequences of HMPV-A. Only positions reflecting an amino acid
change or a putative N- or O-glycosylated site are shown, amino acids were numerated following the reference sequence CAN99-81 (accession number AY574224).
Amino acid positions 40 and 41 correspond to the transmembrane domain, while the remaining positions correspond to the ectodomain. The 180-nucleotide du-
plications in the ectodomain are framed in a turquoise box, the 111-nucleotide duplications are in a pink box, N- and O-glycosylated sites are marked in purple,

higher risk of LRTI compared to other strains (p 0.743 and 0.202).

The median age of adult patients presenting LRTI (74.7; IQR 61.3-
82.8) was significantly higher (p 0.001) than those with URTI (66.8;
IQR 53.7-77.1), each year of age increasing 1.03 times the odds of
having LRTL No lineages or subgenotypes were more associated to LRTL
(p 0.052 and 0.246). Cardiopathy was associated to LRTI (OR 4.2, IC
95% 2-9.43, p < 0.001). A2¢ strains with duplications were significantly
more associated to LRTI, compared to all other strains (OR 2.83, IC 95%
1.17-6.84, p 0.018) or to A2¢y: (OR 3.45, IC 95% 1.22-9.77, p 0.034).

For the severity study, only patients hospitalised due to LRTI (176)
were considered, being 116 (66%) paedialric (Table 5) and 60 (34%)
adult patients (Table 6). Children infected with A2 were more likely Lo
be admitted in the ICU (OR 5.14, IC 95% 1.06-24.95, p 0.031). No other
variables were found to be significant.

4. DISCUSSION

This study reports recent data on prevalence, genetic diversity,
structural biology of G protein and clinical features of HMPV in Barce-
lona, Spain.

The positivity rate of HMPV was similar to recent reports [4,22,23].
Interestingly, the prevalence in adults was similar or even higher than in
children, which emphasizes the importance of HMPV in adults. HMPV
prevalence increased throughout the three seasons, probably due to the
higher implementation of molecular methods, though there might be an
underestimation, as a large number of positive samples for HRSV and
influenza by rapid assay were not tested for other respiratory viruses.
Most co-infections were with rhinoviruses, adenoviruses and bocavi-
ruses, as previously reported [23,24].

HMPYV presented a clear seasonality, as previously described [2,6,
24]. Interestingly, the last scason presented a different pattern, showing
two different peaks in one epidemic season without changes among
circulating genotypes. Interestingly, the prevalence of HMPV was higher
out of the HRSV/influenza epidemics in the first season but did not vary
in the second and third seasons. This could be due to the higher
implementation of PCR-based assays in detriment to the use of immu-
nofluorescence assays. Moreover, Lhe greal majority of HMPV
laboratory-confirmed samples during these epidemics were previously
tested by rapid assays and had a negative result, which would suggest
that there might be many more samples that would be positive for HMPV
but are not tested due to a HRSV or influenza positive result when HMPV
circulation is coincidental with influenza epidemics. Thus, HMPV
prevalence could be underestimated due to the lack of search of this
virus when samples are HRSV or influenza laboratory-confirmed during
the epidemics.

Genelic characterisation revealed that both genotypes co-circulated
with a shift in predominance, as expected [2]. However, there was an
unpredicted co-predominance in the third season, which could be due to
either an intermediate alternation of genotypes or the emergence of
HMPV-A viruses with new antigenic features that would evade the im-
munity created on the previous scason.

Congruent classification of both F and G genes was expected, as no
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genetic recombination has been described for HMPV. All subgenotypes
were detected except Al, suggesting it has extinguished and been
replaced by A2, according to previous studies [3]. According to the data
of the present study, A2c lineage appears to be replacing A2a and A2b.
Moreaver, A2¢ strains with duplications might be replacing A2c,; in the
near future, as they might present an improved mechanism of immune
evasion. In facl, a group in Japan observed thal A2¢)y1qyp had Lotally
replaced the rest of A2 strains [25], including A2¢)goqyp. Interestingly,
our group has observed how both A2¢1114up and A2¢180aup have replaced
together the rest of HMPV-A viruses, being the latter more prevalent
[26].

Different lengths of G protein have been observed due (o premature
stop codons, as previously described [3]. A2b and A2c lineages included
viruses with G proteins of 218 and 220 aa respectively; and two different
genetic groups (I and I1) could be distinguished within B1 subgenotype,
with a difference of 10 aa in length, which might evolve into novel
lineages. Also, nucleotide duplications can lengthen the G aa sequence,
such as long duplications in A2¢, and short duplications in B2. For B2
viruses, KE duplications or KER variants should be monitored next
seasons to reveal whether they confer an evolutionary advantage. The
deletions observed scem not to have been fixed in the viral population.

Once these A2¢11dup and A2¢ygodup Were described, one of the aims
was to study their structural properties. G has a heavily glycosylated
pattern [21], enhanced by the emergence of duplications that increase
the number of potential glycosylation sites, Although it is a very disor-
dered protein and scems to have numerous random conformations, a
composition of these conformations could be done. This prediction
suggests that both A2¢yg04up and A2¢;114yp proteins protrude more than
A2¢y,. This finding supports the hypothesis of Leyrat [21]. who sug-
gested that G protein had a shielding function towards F protein,
masking its antigenic epitopes, and at the same time validates the hy-
pothesis that these novel long duplications would enhance this immune
evasion mechanism, as it would hide more efficiently F epitopes [8].

Sequences of the newly described A2¢ lineage [3,4] were compared
to sequences of the previously described A2b1 and A2b2 sublineages
[27,28] and clustered together; that is to say, A2b and A2c lineages are
exactly the same as A2b1 and A2b2, respectively. This misunderstanding
between the genetic classification used in several articles highlights the
urgent need of an olficial classification, as well as universal criteria to
define new genotypes or lineages.

Furthermore, clinical impact was also assessed. As in literature [2],
LRTI is more common in children under 2 and adulls over 65. Moreover,
adults have an increase of 1.03 times the odds of suffering LRTI every
passing year. The presence of chronic medical conditions as cardiopa-
thy, more frequent in the elderly, may be responsible for this, so HMPV
should be tightly surveilled in these cases. Comorbidities are also asso-
ciated with LRTI in children, especially respiratory comorbidities and
immunodepression. In this study, prematurity and cardiopathies were
not associated with a major risk of developing LRTI in children, in
opposite to previous studies [29-32].

Paediatric and adult patients underwent more antibiotic treatment
when manifesting LRTI than URTI. However, only 8% of children and
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Table 4
Clinical features of patients infected with HMPV.
Pediatric cases Adult cases
Factor
URTI (n = 42) LRTT (n = 161) P URTT (n =77} LRTT {n = 85) P
Season* 0.908 0.020
2014-2015 10 (25.6 %) 42(26.1 %) 14 (18.4 %) 19 (22.6 %)
2015-2016 10 (25.6 %) 44 (27.3 %) 46 (60.5 %) 33 (39.3 %)
2016 1 (2.56 %) 9 (5.59 %) 0 (0.00 %} 0 (0.00 %)
2016-2017 18 (46.2 %) 66 (41.0 %) 16 (21.1 %) 32(38.1%)
Age 2.18 [0.88:6.41] 1.17 [0.49;2.61] 0.011 66.8 [53.7:77.1] 74.7 [61.3:82.8] 0.001
Age group 0.001 0.031
0-2 years old 19 (45.2 %) 95 {59.0 %) 0{0.00 %} 0 (0.00 %)
2-5 years old 10 (23.8 %) 52 (32.3 %) 0{0.00 %} 0 (0.00 %)
5-15 years old 11 (26.2 %) 14 (8.70 Y%) 0 {0.00 %} 0 (0.00 %)
15-64 years old 2(4.76 %) 0 (0.00 %) 34 (43.6%) 23 (27.4%)
=64 years old 0 (0.00 %) 0 (0.00 %) 44 (56.4%) 61 (72.6%)
Sex 1.000 0.197
Temale 18 (42.9 %) 67 (41.6 %) 45 (58.4 %) 40 (47.1 %)
Male 24 (57.1 %) 94 (58.4%) 32 (41.6%) 45 (52.9 %)
Subgenotype 0.763 0.052
A/B 0 (0.00 %) 0 (0.00 %) 0{0.00 %} 1(1.18 %)
A2 24 (57.1 %) 83 (51.6 %) 37 (48.1 %) 46 (54.1 %)
Bl 11 (26.2 %) 44 (27.3 %) 17 (22.1 %) 26 (30.6 %)
B2 7 (16.7 %) 34(21.1 %) 23 (29.9 %) 12 (14.1 %)
Sublineage 0.032 0.246
A2a 5 (11.9%) 2(1.2%) 1(1.3%) 2(2.4%)
A2b 6 (14.3%) 14 (8.7%) 7 (9.1 %) 7 (8.3 %)
A2c 13 (31.0%) 67 (41.6 %) 29 (37.7 %) 37 (44.0 %)
Bl 11 (26.2) 44 (27.3%) 17 (22.1%) 26 (31.0%)
B2a 0 (0.00 %) 5 (3.1%) 3 (3.9 %) 2 (2.4 %)
B2b 7 (16.7%) 29 (18.0%) 20 (26.0 %) 10 (11.9%)
Duplication 0.768 0.048
111 1(2.4%) 5 (3.1%) 1(1.3 %) 6 (7.1 %)
180 6 (14.3%) 16 (9.9 %) 7 (9.1 %) 15 (17.6 %)
no 35 (83.3%) 140 (87.0%) 69 (89.6%) 64 (75.3%)
Comorbidities 0.046 0.937
Yes 13 (31.0 %) 80 {49.7 %) 63 (81.8 %) 71 (83.5 %)
Non 29 (69.0 %) 81 (50.3 %) 14 (18.2 %) 14 (16.5 %)
Respiratory comorbidities <0.001 0.799
Asthma 1(2.38 %) 32(19.9 %) 0(0.00 %} 0 (0.00 %)
Pneumopathy 0 (0.00 %) 20 (12.42%) 0(0.00 %} 0 (0.00 %)
EPOC 0 (0.00 %) 0 (0.00 %) 15 (19.5 %) 19 (22.4 %)
Non 41 (97.6 %) 109 (67.7 %) 62 (80.5 %) 66 (77.6 %)
Cardiopathy 0.532 «0.001
Yes 2(4.76 %) 14 (8.70 %) 11 (14.3 %) 35 (41.2%)
Non 40 (95.2 %) 147 (91.3 %) 66 (85.7 %) 50 (58.8 %)
Oncohematology 0.276 0.022
Yes 4(9.52 %) 8 (4.97 %) 31 (40.3 %) 19 (22.4 %)
Non 38 (90.5 %) 153 (95.0 %) 46 (59.7 %) 66 (77.6 %)
Tmmunoedepression 0.008 0.203
Immunodeficiency 1(2.38 %) 2(1.24 %) 23 (29.9 %) 17 (20.0 %)
TPH 3(7.14%) 0(0.00 %) 0 (0.00 %} 0 (0.00 %)
Non 38 (90.5 %) 159 (98.8 %) 54 (70.1 %) 68 (80.0 %)
Diabetes mellitus 0.114
Yes 0 (0.00 %) 0 (0.00 %) 12 (15.6 %) 23 (27.1 %)
Non 42 (100 %) 161 (100 %} 65 (84.4 %) 62 (72.9 %)
Prematurity 0.422
Yes 3(7.14 %) 21 {13.0 %) 0 (0.00 %} 0 (0.00 %)
Non 39 (92.9 %) 140 (87.0 %) 77 (100 %} 85 (100 %)
Chronic kidney disease 0.221
Yes 0 (0.00 %) 0 (0.00 %) 9 (11.7 %) 17 (20.0 %)
Non 42 (100 %) 161 (100 %) 68 (88.3 %) 68 (80.0 %)
Bacleria co-infection 0.244 0.005
Yes 4(9.52 %) 7 (4.35%) 10 (13.0 %) 28 (32.9 %)
Non 38 (90.5 %) 154 (95.7 %) 67 (87.0 %) 57 (67.1 %)
Viral co-infection 0.384 1000
Yes 11 (26.2 %) 30 (18.6 %) 5(6.49 %} 5 (5.88 %)
Non 31(73.8 %) 131 (81.4 %) 72 (93.5 %) 80 (94.1 %)
Antibiotic <0.001 «0.001
Yes 7 (16.7 %) 85 (52.8 Y0) 42 (54.5 %) 79 (92.9 %)
Non 35 (83.3 %) 76 (47.2 %) 35 (45.5 %) 6 (7.06 %)
Duplication vs the rest 0.743 0.018
AZ2c w/ duplication 7 (22.6 %) 21 (17.9 %) 8 (13.3 %) 21 (36.2 %)
Other types 24 (77.4 %) 96 (82.1 %) 69 (86.7 %) 64 (63.8 %)
A2¢ sublineage 0.202 0.034
A2c w/ duplication 7 (53.8 %) 21 (31.3 %) 8(10.4 %) 21 (24.7 %)
A2¢ w/o duplication 6 (46.2 %) 46 (68.7 %) 21 (89.6 %) 16 (75.3 %)
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Table 5
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Severity of HMPV disease in paediatric patients. HYNC = high flux nasal cannula; CO = conventional oxygenotherapy (low flow nasal cannula or oxygen mask); MV
= mechanical ventilation.

Pediatric patients

Subgenotypes Duplicalions vs other sirains A2c sublineage
Tactor A2cw/ i A2c w/ A2c w/o
- G C strains
= B i3 s duplication Dihex:straing » duplication duplication P
Length hospital 4.50 5.00 5.50 5.00 5.00 5.00 4.00
stay [3.00;7.75] [4.00;7.00] [3.00;7.25] 9550 [4.00;11.00] [3.00;7.00] Lok [4.00;11.0] [3.00;6.00] 9;le0
Respiratory support 1.000 0.297 0.406
Yes 47 (81.0 %) 27 (79.4 %) 19 (79.2 %) 14 (93.3%) 79 (78.2%) 14 (93.3 %) 25 (78.1 %)
Non 11 {19.0 %) 7 (20.6 %) 5 (20.8 %) 1(6.67%) 22 (21.8%) 1(6.67 %) 7 (21.9 %)
Type of respiratory 0.520 0.140 0.391
support
HENC 13 (22.4 %) 7 (20.6 %) 7 (29.2 %) 3 (20.0%) 24 (23.8%) 3 (20.0 %) 7 (219 %)
co 28 {48.3 %) 20 (58.8 %) 10 (41.7 %) 8(53.3%) 50 (49.5%) 8(53.3 %) 16 {50.0 %)
MV 6 (10.3 %) 0(0.00 %) 2(8.33 %) 3(20.0%) 5 (5.00%) 3(20.0 %) 2(6.25 %)
Non 11 (19.0 %) 7 (20.6 %) 5 (20.8 %) 1 (6.67%) 22 (21.8%) 1 (6.67 %) 7 (21.9 %)
Length respiratory 3.00 4.00 3.00 3.00 4.00 5 3.00 3.00 o
support [2.00;5.75] [2.00;5.75] [2.00:6.00] 9:874. [3.00;9.00] [2.00;5.00] 0208 [3.00;9.00] [2.00;4,25] 922
1CU admission 0.031 0.633 1.000
Yes 9 (15.5 %) 0(0.00 %) 2(8.33 %) 2 (13.3%) 9 (8.9%) 2(13.3 %) 5 (15.6 %)
Non 49 (84.5 %) 34 (100 %) 22 (91.7 %) 13 (86.7%) 92 (91.1%) 13 {86.7 %} 27 (84.4 %)
6.00 13.0 9.00 5.00 9.00 4.00
Lenglh ICU stz 2 152 0.3 .340 155
engihilctisiay [4.007.00] L [9.00;17.0] 40 17.5010.50) ©ooz00 M psgios) [4.00;6.00) Lt
Exilus
Yes 0(0%) 0 (0 %) 0(0%) 0 (0 %) 010 %) 0 (0%) 0 (0%)
Non 58 (100 %) 34 (100 %) 24 (100 %) 15 (100%) 101 (100%) 15 (100 %) 32 (100 %)
Table 6

Severity of HMPV disease in adult patients. HFNC

mechanical ventilation

high flux nasal cannula; CO

conventional oxygenotherapy (low flow nasal cannula or oxygen mask); MV

Adult patients
Subgenotypes Duplications vs other strains A2c sublineage
Faclor A2cw/ . A2c w/ A2c w/o
A2 Bl B2 P duplication Ouierztats P duplication duplication P
Length hospital 4.00 9.00 4.00 - 4.00 6.00 4.00 2.50
slay [2.00:9.00] [2.00;12.0] [2.00;7.25] 0z [2.00;9.00] [2.00;10.50] 0442 [2.00;9.00] [2.00;7.50] 0.787
Respleatoey 0.655 0.639 0.59
support
Yes 30 {90.9 %) 15 (88.2 %) 8 (80.0 %) 11 (84.6%) 42 (89.4%) 11 (84.6 %) 13 (92.9 %)
Non 3 (9.09 %) 2(11.8 %) 2 (20.0 %) 2 (15.4%) 5 (10.6%) 2 (15.4 %) 1(7.14 %)
Type of respiratory 0.145 0.780 0.450
support
HENC 4(12.1 %) 1 (5.88 %) 1(10.0 %) 2 (15.4%) 4 (8.5%) 2(15.4 %) 1(7.14 %)
co 25 (75.8 %) 9(52.9%) 6 (60.0 %) 8 (61.5%) 32 (68.1%) 8 (61.5 %) 12 (85.7 %)
My 1(3.03 %) 5(29.4 %) 1(10.0 %) 1 (7.69%) 6 (12.8%) 1 (7.69 %) 0(0.00 %)
Non 3(9.09 %) 2(11.8 %) 2 (20.0 %) 2 (15.4%) 5 (10.6%) 2(15.4 %) 1(7.14 %)
Length respiratory 2.00 3.00 1.00 o 1.00 2.00 1.00 1.00 )
support [1.00;5.00] [1.00;10.0] [1.00;5.50] 0304 [1.00;4.00] [1.00;6.00] Q492 [1.00;4.00] [1.00;4.25] 0:938
1CU admission 0.151 0.182 1.000
Yes 2(6.06 %) 4 (23.5 %) 2(20.0 %) 0 (0%} 8 (17%) 0 (0.00 %) 1(7.14 %)
Non 31 (93.9 %) 13 (76.5%) 8 (80.0 %) 13 (100%) 39 (83%) 13 {100 %) 13 (92.9 %)
9.50 11.0 10.5 10.5 15.0
Leagth IcU stay [6.75;12.2) [5.00;21.0) B7s122) 0% L [5.5,15.25] L3 [15.0;15.0]
Exilus 0.096 1.000 1.000
Yes 2 (6.06 %) 1 (5.88 %) 3(30.0 %) 1 (7.69%) 5 (10.6%) 1(7.69 %) 1(7.14 %)
Non 31 {93.9 %) 16 (94.1 %) 7 (70.0 %) 12 (92.3%) 42 (89.4%) 12 (92.3 %) 13 (92.9 %)

30% of adults treated with antibiotics had a positive bacterial culture.
Hence, over-antibiotic prescription is still reported.

Regarding infections by A2c, children seemed to be as affected by
A2c with duplications as by A2c¢y; or other lineages, as it is probably a
primary infection. Instead, A2¢ with duplications were more associated
with LRTI in adults than A2¢,, or other lineages. Although adults should
have an efficient immune response [6], they have 3.45 times more odds
of manifesting LRTI when infected by A2c¢ with duplication than by
A2¢y,. This suggests that it might be acting as a primary infection, which
supports the hypothesis of G protein’s steric shielding over F protein.
HMPV is known for the many immune evasion slrategies it has, so this
could be a new mechanism developed in recent years [33,34]. Whether
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strains with duplication cause more severe disease could be demon-
strated neither in children nor in adults.

The increasing prevalence of viral variants carrying a duplication
into the ectodomain of the G protein throughout the study period, the
association of A2cj11up and A2cigogup With more severe disease in
adults, and the prediction of an enhancing steric shielding of the G
protein masking antigenic epitopes of the F protein suggest that these
duplications might confer an evolutionary advantage contributing to the
immune evasion during the infection. This mechanism would be similar
to that described for other viruses which have been reported to evade the
immune response due Lo the glycosylation they present in their enve-
lopes [35]. Given that F protein is the main target for most vaccine
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strategies currently under development, the fact that it could be masked
by G should be taken into account.
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ABSTRACT

Background: Human metapneumovirus (HMPV) is an important aetiologic agent of
respiratory tract infection (RTI). This study aimed to describe the prevalence, genetic
diversity, and evolutionary dynamics of HMPV in Spain during seasons 2014-2021,

focusing on the A2c variants carrying the duplications.

Methods: Laboratory-confirmed HMPV were characterised based on partial-coding G
gene sequences with MEGA.v6.0. Whole-genome sequencing (WGS) was performed
with lllumina, and evolutionary analyses were performed with Datamonkey and

Nextstrain.

Results: HMPYV prevalence was 2.5% and presented epidemic peaks in February-April
until the emergence of SARS-CoV-2, not circulating until summer and autumn-winter
2021 simultaneously with respiratory syncytial virus. There was an alternance in the
predominance of HMPV-A and -B, A2ci114up finally being the most prevalent circulating
lineage within HMPV-A. WGS revealed G and SH proteins were the most variable, and
70% of sites in F protein were under negative selection. Mutation rate of HMPV genome

was 6.95 x 10 substitutions per site per year.

Conclusion: HMPV showed a significant morbidity. HMPV epidemic in 2020 was
interrupted by SARS-CoV-2 pandemic, not circulating again until summer and autumn
2021. The alternance of the predominant genotype changed to almost only circulation of
A2c111dup probably due to a more efficientimmune evasion mechanism. WGS revealed
the patterns of selection and estimation of the tMRCA for all lineages. The new data
along with publicly available HMPV sequences are included in an interactive

phylodynamic analysis on nextstrain.org/groups/valldhebronvirology!/.
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INTRODUCTION

Human metapneumovirus (HMPV) is an important aetiologic agent of upper and lower
respiratory tract infections (URTI and LRTI) in children and adults (1). HMPV belongs to
the Pneumoviridae family together with human respiratory syncytial virus (HRSV) (2),
causing similar symptomatology (1). HMPV is an enveloped, lineal, negative-sense,
single-stranded RNA virus, classified into HMPV-A and HMPV-B genotypes and
subdivided into subgenotypes A1, A2 (A2a, A2b and A2c lineages) (1,3,4), B1 and B2

(B2a and B2b lineages) according to the last updated classification (5,6).

HMPV’s genome comprise 8 genes within its 13 kb, which encode for 9 proteins in the
following scheme: 3’-N-P-M-F-M2(M2-1/M2-2)-SH-G-L-5’. This genome is protected by
the nucleoprotein (N), which in turn is associated with the phosphoprotein (P), the
polymerase (L), and the M2 proteins. This complex of RNA and proteins is surrounded
by the matrix proteins (M), which are associated to the lipidic membrane where the
attachment (G) and fusion (F) glycoproteins in addition to the small hydrophobic (SH)
proteins are anchored. Recently, 180- and 111-nucleotide duplications have been
described into G protein’s ectodomain (6-9), and have been associated with immune

evasion and LRTI in the adulthood (6).

The aims of this study were to describe the genetic diversity and the evolutionary
dynamics of HMPV in paediatric and adult populations attended at a tertiary university
hospital in Barcelona from the 2014-2015 to the 2020-2021 seasons, focusing on the

A2c variants carrying these two duplications.
MATERIALS AND METHODS
Sample collection

From October 2014 to March 2020, respiratory specimens from children and adults
attended at the Hospital Universitari Vall d’'Hebron (HUVH) with suspicion of respiratory

tract infection (RTI) were tested for the laboratory-confirmation of respiratory viruses.
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From March 2020 to December 2021, due to the increasing SARS-CoV-2 diagnostic
activity during the pandemic, the routine performed changed, and while the study of all
respiratory samples from children for surveillance purposes was intended to be
maintained, in adults it was only performed under request. Also, the inclusion criteria
changed, including those patients requiring hospitalization for non-RTI causes and those
attending the emergency room with SARS-CoV-2-compatible symptomatology.
Institutional Review Board approval (PR(AG)161/2016) was obtained from the hospital’'s

Clinical Research Ethics Committee.
Respiratory viruses’ laboratory-confirmation

During the HRSV and influenza epidemics, point-of-care tests (POCT) were performed
for rapid diagnosis, which were based on immunocromatography (Alere BinaxNOW®
Influenza A&B or RSV, Alere, USA), immunofluorescence (Sofia RSV or influenza FIA,
Quidel, USA) or real-time RT-PCR (GenXpert for Flu, RSV and/or SARS-CoV-2,
Cepheid, USA). Routine detection of respiratory viruses throughout all year was
performed by immunofluorescence (D3 Ultra 8™ DFA Respiratory Virus, Diagnostic
HYBRIDS, USA) until the season 2015-2016 or by real-time multiplex RT-PCR (Anyplex
Il RV16, Seegene, Korea, until 2015; Allplex Respiratory Panels 1-3, Seegene, Korea,
since 2015). Prior to molecular testing, total nucleic acids were extracted using
NucliSense easyMAG (BioMérieux, Marcy [|'Etoile) or Microlab STARIet System
(Hamilton, CA, USA). As samples were processed, these were kept at -80°C for further

studies.

In the present study, according to previous data of HMPV circulation, epidemiological
seasons were considered to start in week 40 and end in the week 39 of the following

natural year.

HMPV phylogenetic analysis
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Partial G gene was sequenced from all HMPV laboratory-confirmed samples as
previously described (6). Nucleotide sequences were edited and assembled using
MEGA v6.0 (10). A collapse to haplotypes was done with ALTER server (11). The best
fit substitution model was determined by MEGA v6.0, and the lowest Bayesian
information criterion score model was used for the construction of phylogenetic trees and

evaluated with 1,000 bootstrap resamplings.

Whole genome sequencing and bioinformatics

To describe the genetic diversity based on the whole genome sequence, viruses from
HUVH were randomly selected to maintain representativeness among all the genetic
clusters observed in the phylogenetic trees of G protein and per season. Since no
samples before October 2014 were available at HUVH, Hospital 12 de Octubre (H120,
Madrid, Spain) contributed in the present study with older HMPV laboratory-confirmed

samples in an attempt to track the origin and evolution of HMPV variants.

Amplification of HMPV whole genome was performed in 4 overlapping 4-kb-amplicons
with the SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) with the primers
designed by Tulloch et al (12), and the PCR conditions were the following: 55°C 1 h —
94°C 2 min — 35x (94°C 30 s — 56°C 30 s — 68°C 4 min 30 s) —68°C 10 min. PCR products
were purified with AMPure Beads (Beckman Coulter, USA) following manufacturer’s
instructions, and quantified with NanoDrop One (ThermoScientific, USA). Amplicons
were normalized and pooled for every patient. Library preparation was performed with
DNA Prep (lllumina, CA, USA), and samples were individually indexed with IDT® for
lllumina® DNA/RNA UD Indexes Set A-D (384 IDX) (lllumina, USA). Products were
quality tested with 4200 TapeStation System (Agilent, USA) and pooled. The final pool
was loaded in a MiSeq Reagent Kit 600v3 cartridge (lllumina, CA, USA) and sequenced

in a MiSeq platform (lllumina, CA, USA).

Due to the short length of reads obtained with this methodology and the inclusion of

HMPYV variants with long duplications, two different approaches where followed, based

7
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on reference mapping and de novo assembly, to determine the better pipeline for

reconstructing consensus sequences in this virus.

FASTAQ files were parsed to Trimmomatic v0.39 (13), to filter bad quality reads. Sliding
window trimming option was enabled, using a 10-base wide window, and cutting when
the average quality within the window drops below 30. In addition, leading and trailing

bases below quality 30 were removed.

For the reference mapping consensus assembly, resulting FASTQ files were mapped to
HMPYV reference genome NC_039199.1 (retrieved from NCBI) through Minimap2 v2.17-
r941 (14). Variant calling over mapped reads was performed by LoFreq v2.1.5 (15), with
--call-indels option enabled. Consensus sequences were generated by BCFtools v1.14

(16), based on the VCF files previously obtained.

Reads pre-processing for de novo assembly went under the same first steps. After,
FASTAQ files were processed by Bowtie2 v2.3.5.1 (17) for host sequences removal, using
as host reference sequence the human genome assembly GRCh38. Last step of reads
pre-processing was performed by pTrimmer v1.3.4 (18), which consisted of trimming off
primer sequences. High-quality filtered reads obtained after pre-processing were de
novo assembled by SPAdes v3.15.2 (19), using --rnaviral option. Output scaffolds were

manually revised and curated using MEGA v6.0.

Performance of both approaches was assessed by comparing G protein sequence
obtained by Sanger with the G protein information contained in consensus sequences

from de novo and reference mapping assembly.
Evolutionary analysis

All complete genomes of HMPV available in GenBank were downloaded as reference
sequences. References with low coverage, generated from isolates of viral culture,

without date or resulting in outliers in the TempEst (20) analyses were not included in
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the analyses. The date of these sequences was retrieved from GenBank or the original

article linked, and the 15! of July was assumed when only the year was published.

Positively and negatively selected sites were identified through Datamonkey Webserver
(21) with 4 different algorithms: single likelihood ancestor counting (SLAC) (22), fixed
effects likelihood (FEL) (22), mixed effects model of evolution (MEME) (23) and a fast,
unconstrained bayesian approximation for inferring selection (FUBAR) (24). The best-fit
substitution model was also determined by Datamonkey Webserver. Each site was
considered under positive or negative selection only when two or more methods agreed
with statistical significance (p < 0.1 or Bayes Factor > 50). The mean dN/dS ratio was

estimated using the SLAC algorithm.

Conservative blocks were obtained through GBlocks v0.91b for evolutionary analysis, to
reduce possible noise caused by repetitive duplications or large structural variants found
in some sequences. Nucleotide substitution rate per site and the time of the most recent
common ancestor (tMRCA) were estimated using nextstrain (25) and the phylodynamic
package TreeTime (26). The resulting analysis can be Vvisualized in

nextstrain.org/groups/valldhebronvirology/metapneumovirus/AB/timetree
RESULTS
HMPV epidemiology

From October 2014 (season 2014-2015) to December 2021 (season 2020-2021), a total
of 72,263 samples were tested for respiratory viruses, of which 31,368 (43%) were
laboratory-confirmed for at least one respiratory virus (excluding SARS-CoV-2). HMPV
was laboratory-confirmed in 1,751 samples (2.4% of total samples tested; 5.6% of
respiratory viruses-confirmed samples). This virus presented quite a stable prevalence
before the SARS-CoV-2 pandemic, except at the 2017-2018 season, where it presented
almost 1.6x prevalence compared to the mean of all the other seasons (Table 1). Until

week 11/2020, HMPV presented a marked seasonality pattern, with a high circulation
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between February and April, peaking always after the influenza epidemic, which always

came after the HRSV epidemic (Figure 1).

In March 2020, the epidemic of HMPV finished abruptly due to the arrival of the SARS-
CoV-2 pandemic, and it did not circulate showing an epidemic pattern until 2021 when
two epidemic curves were unexpectedly observed, the first one peaking in May 2021 and
the latter in October 2021, even sharing timing with HRSV on both occasions (Figure 1).
In consequence, the prevalence of HMPV in the season 2020-2021 decreased in
comparison with previous seasons, but in 2021-2022 it doubled its previously observed
prevalence, and achieving a 12% in paediatric population, even exceeding HRSV’s

circulation.

HMPV presented a rate of co-detections of 24% (288/1192) with other respiratory viruses
in the pre-pandemic seasons (season 2019-2020 or before), which increased to a 32%
(178/559) during the pandemic. The most common respiratory viruses co-detecting with
HMPV were always rhinovirus, bocavirus, adenovirus and enterovirus, though during the
pandemic seasons the order changed to rhinovirus, enterovirus, adenovirus and

bocavirus, surely with this change on circulation pattern.

Prior to the SARS-CoV-2 pandemic, although there were more confirmed cases for
HMPV in the paediatric population, adult patients represented a very important cohort,
more than 45% (Table 2). The overall distribution of HMPV by patients’ sex was
balanced, standing out >64-year-old female adults or male paediatric patients.
Unfortunately, as commented above, during the SARS-CoV-2 pandemic, almost all
samples tested were from paediatric patients, showing a higher proportion of
confirmation on males. From 2020-2021 season until the end of the study, the median

age of paediatric patients increased 1 year in age.

Phylogenetic analyses of viral strains
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Phylogenetic analyses of partial G sequences from 1,751 strains from October 2014 to
December 2021 revealed that HMPV-A (800/1363, 59%) and HMPV-B (562/1363, 41%)
co-circulated, and there was 1 coinfection of HMPV-A/B. For this analysis, 77 samples
were excluded due to belonging to the same patient in the same clinical episode. The
remaining 311/1,751 (18%) samples could not be sequenced, probably due to low viral

load or low RNA quality.

Overall, HMPV-A sequences could be further classified in A2a (12, 1.5%), A2b (49,
6.1%) and A2c (739, 92.4%), of which 185/739 (25.0%) carried the 180-nucleotide
duplication (A2c1soqup) @and 455/739 (61.6%) the 111-nucleotide duplication (A2C111dup),
remaining 99 (13.4%) without duplications (A2cw). In addition, HMPV-B sequences could
be subdivided into B1 (259, 46.1%), B2a (14, 2.5%) and B2b (289, 51.4%)

(Supplementary figure 1).

Both HMPV-A and HMPV-B co-circulated throughout 2014-2021, showing shifts in
predominance all-over the study period (Figure 2). The predominant genotype always
remained lesser than 65% until the pandemic seasons, where HMPV-A achieved a 90%.
Interestingly, almost all A2ci11ayp circulating after the emergence of SARS-CoV-2
clustered together. Within HMPV-B, both subgroups B1 and B2 co-circulated, showing
an alternance in the predominant subgenotype all over the study period; while within
HMPV-A, the new variants progressively substituted the previous predominant lineages

(Figure 2).

The sequences of the present study were submitted to GenBank (access numbers

OM243131-OM243805).
Evolutionary analyses of whole-genome sequences

A total of 166 viral genomes from HUVH between seasons 2014-2015 and 2020-2021
and 22 from H120 between seasons 2008-2009 and 2014-2015 were successfully

sequenced.
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Comparison between the two approaches used for genome assembly and the
sequences obtained by Sanger revealed that the 111- and 180- nucleotide duplications
were only correctly assembled through de novo approach, while almost no sequences
showing duplications were obtained by reference mapping (one 111-nucleotide
duplication was found, while none 180-nucleotide duplication was assembled).
Consequently, all the consensus sequences used for the analysis were assembled
following the de novo pipeline designed.

Sequencing process outputted a mean value of 412,259.31 reads per sample, 0.23% of
which were removed due to bad quality. Removal of host sequences left a median of
94.03% of high-quality reads, and 0.29% reads containing primer sequences were
trimmed. Pre-processed reads had a median length of 207.87 nucleotides, leading to a

median genome coverage of all samples of 4740.6X.

Overall, from 13 seasons studied (2008 —2021), 98 and 90 samples belonging to HMPV-
A genotype (6 A2a, 15 A2b and 77 A2c, of which 38 carried the 111-nucleotide
duplication and 27 the 180-nucleotide duplication) and to HMPV-B (48 B1, 5 B2a and 37
B2b), respectively, were randomly selected. One sample from H120 (M0315-60968)
carried two different variants of HMPV, one A2c.: and one A2C1soqup. DUe to the probable
crossing in the assembly of the reads, this sample was not considered in further

analyses, remaining 187 samples from HUVH and H120.

A total of 164 complete genomes of HMPV were available on GenBank, remaining 92

HMPV-A and 44 HMPV-B that accomplished the inclusion criteria.

The dN/dS analyses showed that the glycoproteins G and SH were the most variable
proteins among the whole genome of HMPV, followed by M2-1, M2-2, and P (Table 3).
G and SH were also the proteins with the least percentage of sites negatively selected,
while M, N, F, and L had more than 70% of sites negatively selected. Moreover, G, SH,

M2-1, L, and P were the only proteins with sites positively selected.
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A final multiple sequence alignment containing 12279 positions obtained after GBlocks
execution was used for evolutionary analysis. Regions containing duplications were
discarded by GBlocks. The evolution and phylogenetic relationship of the HMPV variants
was made publicly available at nextstrain.org/groups/valldhebronvirology/. The
estimated mutation rate for the whole HMPV genome was 6.95 x 10 substitutions per
site per year, with a higher rate in HMPV-A than in -B (7.27 x 10* and 6.39 x 10%,
respectively). HMPV-A and HMPV-B were estimated to diverge in July 1823 [95%
confidence interval (Cl) September 1814 — January 1832] (Figure 3). Lineage A2a
showed to diverge from A1 in December 1976 (Cl August 1975 — June 1978), A2b
diverged from A2a in April 1993 (Cl March 1992 — November 1993), and A2c in June
2002 (CI April 2001 — January 2003). Divergence dates of A2C1godup and A2C111qup WEre
June 2012 (CI April 2011 — September 2012) and September 2013 (Cl February —
December 2013), respectively. For HMPV-B, B1 and B2 were estimated to diverge in
December 1946 (Cl July 1944 — April 1949). Within B2, B2a diverged in September 1989

(Cl July 1988 — April 1990) and B2b in October 1986 (Cl October 1985 — June 1987).

DISCUSSION

This study reports the genetic diversity, the molecular epidemiology and evolution of
those HMPV strains detected throughout six pre-pandemic and two pandemic seasons,

at a tertiary university hospital in Catalonia, Spain.

The prevalence of HMPV in pre-pandemic seasons was similar to that observed in other
studies (4,27-29). A yearly seasonal pattern with a clear peak was observed in all pre-
pandemic seasons, following the concatenated epidemic peaks of HRSV and influenza
virus, and lasting from February to April. However, the start of SARS-CoV-2 pandemic
and the use of non-pharmaceutical measures for the control of this pandemic, changed
this expected pattern, disrupting the circulation of other respiratory viruses. In week
11/2020, Spain underwent a strict National lockdown due to the spread of the SARS-

CoV-2 pandemic. This lockdown succeeded in ending the first wave of SARS-CoV-2,
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though it was followed by 5 more pandemic waves in our country at the time this
manuscript was written (30). Importantly, this emerging virus displaced all respiratory
viruses, at least until summer 2020, when some non-enveloped virus could peak like
adenovirus, enterovirus and mainly rhinoviruses, but no influenza viruses, HRSV or
HMPV were observed that winter nor spring of 2021. It was not until summer 2021 that
enveloped virus such as HRSV and HMPV started to circulate again. To our knowledge,
this is the first description of HMPV circulation after the emergence of SARS-CoV-2,
showing this change of epidemic pattern and in parallel to HRSV. Although these two
epidemics were not expected at this time neither for HMPV nor HSRYV, their cumulative
incidence was higher in comparison to previous seasons (31), as there were two
generations of infants without specific immune protection because the expected primary
infection in early childhood did not occur, due to the absence of HMPV in the winter-

spring of 2020.

The most common co-detections found were with rhinovirus, bocavirus, adenovirus and
enterovirus, as previously described (32). After the emergence of the pandemic of SARS-
CoV-2, the co-detection rate raised to a 32%, and while rhinovirus continued to be the
most common, the order of the following three changed to enterovirus, adenovirus and
bocavirus. Both facts could be related with the different seasonality of HMPV, as not only
it coincided with HRSV, but also with the burden of enterovirus D68, which arrived one
year later than expected due to the pandemic (33), among other viruses. Moreover, the
second epidemic peak of HMPV during the pandemic occurred in autumn and winter

months, when more respiratory viruses are known to circulate.

Regarding HMPV’s distribution according to patients’ demographic characteristics, it
presented a higher incidence in children under 2 years old in pre-pandemic seasons, as
observed in previous studies (1,2). However, the median age changed after the
emergence of SARS-CoV-2, during the two HMPV detection peaks reported in 2021.

This would be consistent with the hypothesis aforementioned, where a larger population
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vulnerable to infection is present in our country, which was also observed for HRSV (34).
Moreover, there was a tendency in affecting more male infants, which has already been
described for respiratory viruses due to a worse innate immune response compared with
female infants (35). On the other hand, in the adult population, and mainly using data
from pre-pandemic season, HMPV presented more incidence in patients aging more
than 50 years old, with a tendency to affect more female adults. This has also been
described due to hormonal changes and a worse innate immune response compared

with males (36).

Regarding the circulation of both genotypes along the study period, HMPV-A and HMPV-
B, a pattern of cyclic shifts of predominance was observed in this study, similar to others
(29), though the achievement of a 90% of prevalence by HMPV-A had not been
described before the SARS-CoV-2 pandemic occurred. An increasing prevalence of A2c
lineage viruses carrying duplications have been described, first those viruses with 180-
nucleotide duplication, and later those viruses with the 111-nucleotide duplication. In fact,
almost all circulating HMPV-A during the pandemic seasons belonged to the A2c lineage
and carried the 111-nucleotide duplication. This is consistent with what has been
observed with the rest of lineages within HMPV-A, as it seems that emerging lineages
replace the previous circulating ones, leading them to extinction. The duplications within
AZ2c lineage had been related with immune evasion by shielding the fusion protein from
neutralizing antibodies, A2c1soqup protruding farther than A2c1114up (6). This could lead to
the interpretation of A2cigoqyp having a better immune evasion mechanism and so,
become the predominant lineage. Instead, A2c1114up has, which might suggest that the
180-nucleotide duplication might cover too well the F protein, preventing it from triggering

the membranes’ fusion.

In line with the emergence and predominance of these new A2 variants and related with
the increase in prevalence observed after the SARS-CoV-2 pandemic started, an

increase of HMPV’'s morbidity had already been described to happen in the winter of
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2010 in Israel, at the end of the pandemic caused by influenza virus H1N1 in 2009. The
A2c lineage, previously named A2b2, within the A2 subgenotype, has been observed to
be dominant over more years than B1 or B2 subgenotypes, and has been described to
have a higher mean genetic distance than the other lineages and subgenotypes (37).
Both studies suggested that this lineage could evade more efficiently the immune
system, which would explain the aggressive dominance it presents. Similar to this study,
every time a different lineage within A2 emerges, its prevalence raised up until the almost
extinction of the previous ones, as observed in Figure 2. The present study shows that
after almost two years of SARS-CoV-2 pandemic, HMPV has circulated again, first as
an epidemic with similar number as in previous seasons and immediately after in a
second epidemic overcoming all incidences observed along 8 years, and with the

indisputable majority of A2c1114up, the last emerging lineage of A2 subgenotype.

Interestingly, HMPV-B lineages present a very different behavior, where B1 and B2b co-
exist and draw a pattern of predominance shifting, similar to that observed when

comparing HMPV-A and HMPV-B.

One of the objectives of this project was to study the evolution of HMPV and to track the
most probable origin of the emerging lineages of this virus. For so, samples from H120
of Madrid (Spain) were included to achieve a wider geographical representation, as well

as all whole-genome sequences which accomplished the inclusion criteria.

Regarding the different approaches used for genome assembly, the comparison
highlighted the problematic of using reference mapping in terms of finding large structural
variants. Using the dataset generated in this study, the assembly by reference mapping
did not find the duplications in most cases, probably forcing the reads to align to a
genome sequence that does not contain the duplication, losing this variant information.
This should be taken into account in future studies of WGS of RNA respiratory viruses,

as this kind of insertions are quite commonly found (38,39).
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As expected, G and SH proteins presented the highest dN/dS, as well as the lowest
amount of sites negatively selected and the highest sites positively selected. This could
be explained by the fact that they are not the major antigenic determinants targeted by
neutralizing or protective antibodies, though being surface proteins (40,41). Also, there
were differences in the positive selection profiles when studying HMPV-A and HMPV-B
separately, which points to a lineage-specific selection. Apart from these two proteins,
there was positive selection in L, M2-1 and in P. Regarding the F protein, which is the
only one eliciting a neutralizing immune response, two of the asparagines located on the
apex (positions 57 and 172) resulted to be under negative selection. These asparagines
are suggested to play a role in immune evasion by shielding the epitopes in the apex
from the immune system (42,43). Also, almost all the amino acid positions belonging to

a known antigenic epitope of the F protein were under purifying selection.

With respect to the evolutionary analyses carried on with Nextstrain (25), HMPV-A and
HMPV-B were calculated to diverge in a much more recent year than previous studies
(41). This estimation was also calculated with BEAST 2 software, showing similar results
(data not shown). This tMRCA might have changed due to the increased number of
sequences available, as this study contributed with 187 new sequences dating between
2009 and 2021. Also, it is important to note that there is a lack of information about
ancestral samples, which is related to the fact that this virus was discovered only twenty
years ago, although seroepidemiological studies demonstrated its circulation at least
since 1958 (44). Regarding the tMRCA of A2C1godqup @and A2C1114up, they emerged 3-4
years before their first description, which emphasizes the need of tracking the evolution

of this rapidly evolving virus.

Though HMPV-A and HMPV-B lineages and sublineages had shown different
predominance pattemns, they showed a directional evolution, meaning both genotypes of
HMPV are continuously evolving to adapt, probably with the objective of evading the

immune response acquired in previous seasons, aiming staying in the human population.
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Regarding the two new populations carrying the 180- and the 111-nucleotide
duplications, A2Cisoap @and A2cii1aup, both phylogenetic and evolutionary analyses
demonstrated that they emerged from two independent genetic events, as stated by
Saikusa (9). Thus, a new duplication event cannot be discarded, which it might happen

in HMPV-B, since it shows such a similar profile to HMPV-A’s.

Genomic surveillance is important to monitor HMPV evolution, as it allows the detection
of emerging variants and the association of this findings to the clinical features of
confirmed cases, which is relevant for public health purposes. Nextstrain has
continuously proven its usefulness for this, especially during the SARS-CoV-2 pandemic,
allowing the comparison of hundreds to thousands sequences (45). In the present study
Nextstrain allows a real-time view of the evolution of HMPV, becoming a model to track
the evolution of other respiratory viral pathogens, as it is currently done for enterovirus
D68 (46). This knowledge, which is made public in Nextstrain, allow the prevention
programmes of each community to adapt their response, for instance permitting the

primary care centers and hospitals be promptly aware.

In conclusion, HMPV showed a significant morbidity throughout all the study period,
affecting both paediatric and adult populations. This virus usually presented its epidemic
peak in late winter and early spring in pre-pandemic seasons. However, since SARS-
CoV-2 emerged, HMPV epidemic in 2020 was subtly interrupted and two epidemic peaks
in summer and autumn 2021 were unexpectedly reported, the latter one almost doubling
the virus’ prevalence and increasing the median age of paediatric patients affected. The
common shifts in predominance between HMPV-A and -B drastically changed to a vast
majority of A2ci11aup Circulating, probably due to a more efficient immune evasion
mechanism. Whole-genome sequences of HUVH and H120 permitted the ampliation of
previous studies of evolution with the contribution of 187 new sequences dating between
2009 and 2021, showing the patterns of selection and estimating the tMRCA for all

genogroups of HMPV, as well as generating the visualization of phylogenetic and
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evolutionary analyses on Nextstrain’s environment. Finally, this study represents an
example of virological surveillance in a tertiary university hospital, providing valuable

knowledge of the real-time evolution of HMPV and its impact on health.
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613 FIGURES AND TABLES

614 Table 1. Prevalence of HMPV before and during SARS-CoV-2 pandemic. Seasons

615  start at week 40 and last until week 39 of the following natural year.

i s et s S SR HMEV-podtlVe . cvsaaimiainis
Total samples Total samples from Total samples from otat samples posiiva % over % over % over
Season R for at least 1 ... % over adult -
received paediatric population adult population B < n total paediatric < positive
respiratory virus (%) % population
samples _populztion samples
2014-2015 6,207 3,509 2,698 2,360 (38%) 103 1.7% 1.8% 1.5% 4.4%
2015-2016 7,545 3,958 3,587 3,622 (48%) 167 2.2% 1.9% 2.5% 4.6%
2016-2017 7,836 3,598 4,238 3,978(51%) 167 2.1% 27% 1.7% 4.2%
2017-2018 9,164 3794 5,370 5,116 (56%) 333 3.6% 5.1% 2.6% 6.5%
2018-2019 8,496 3912 4,584 4,675 (55%) 231 27% 3.5% 2.1% 4.9%
2019 - 2020 9,318 4,644 4,674 3,906 (42%) 191 2.0% 2.0% 2.1% 4.9%
Total pre-
pandemic 48,566 23,415 25,151 23,657 (49%) 1192 2.5% 2.8% 2.1% 5.0%
seasons
2020-2021 16,466 12,723 3,743 5,751 (35%) 201 1.2% 1.5% 0.2% 3.5%
2021 -2022 7,23 2,786 4,445 1,960 (27%) 358 5.0% 12.4% 0.3% 18.3%
Total pandemic
seasons 23,697 15,509 8,188 7,711 (33%) 559 2.4% 3.5% 0.2% 7.2%
616 QOVERALL 72,263 38,924 33,339 31,368 (43%) 1,751 2.4% 3.1% 1.7% 5.6%

617

618 Table 2. Characteristics of HMPV laboratory-confirmed patients. Distribution of age

619  and sex is represented for each cohort (paediatric and adult populations).

Paediatric population Adult population
Season T 2
n F M Age (median, IQR) n F m Age (median, IQR)

2014-2015 62  40,3%  597% 1.5(0.5-3.0) 41 463%  537% 66.7 (54.4-79.9)

2015-2016 76  447%  553% 1.4 (0.8-3.2) 91  549%  451% 69.9(59.1-78.7)

2016 -2017 7 37,1% 62,9% 1.2 (0.6-2.6) 70 52,9% 47,1% 69.1 (58.1-81.5)

2017 -2018 192 43,8% 56,3% 1.9 (0.8-3.6) 139 54,0% 46,0% 73.9(62.1-84.4)

2018-2019 137 51,1% 48,9% 1.6 (0.6-4.3) 92 59,8% 40,2% 64.3(52.1-79.9)

2019 - 2020 93 54,8% 45,2% 2.4 (1.3-3.9) 97  54,6%  45,4% 56.0 (51.6-82.7)

Total prepandemic 657 457%  54,34% 1.7 (0.7-3.6) 530 54,53% 45,47% 69.5 (55.6-82.0)

2020-2021 194 45,9% 54,1% 2.8 (1.6-4.6) 7 14,3% 857% 36.0(26.7-61.6)

2021-2022 344  477%  52,3% 2.9 (1.5-4.2) 12 250% 75,0% 67.0 (60.5-71.0)

620 Total during pandemic 538 47,0% 53,0% 2.9 (1.6-4.3) 19 21,05% 78,95% 62.9 (32.5-70.8)
621
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625

Table 3. Selection profiles for the different proteins of HMPV. Analyses were also

calculated for SH and G protein of HMPV-A and HMPV-B.

Sites negatively

Sites positively

Protein dN/dS Sites (NO STOP) selected selected
N % N %
G-B 0,668 340 34 10% 19 6%
G 0,642 340 65 19% 15 4%
G-A 0,618 340 55 16% 15 4%
SH-A 0,386 186 43 23% 1 1%
SH 0,377 186 82 44% 3 2%
SH-B 0,367 186 47 25% 2 1%
M2-2 0,162 71 36 51% 0 0%
P 0,120 294 190 65% 1 0%
M2-1 0.064 187 110 59% 3 2%
L 0,054 2005 1416 71% 1 0%
F 0,045 539 390 72% 6] 0%
N 0,035 394 281 71% 0] 0%
M 0,021 254 187 74% 0 0%
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100

Figure 1. Seasonality of HMPV, Influenza A, Influenza B and HRSV. The X-axis
represent the timeline of the study, the left Y-axis represents the number of total samples
received and the right Y-axis represent the number of samples of each specific virus.
The black arrow indicates the moment when the SARS-CoV-2 pandemic led to the

lockdown in Spain.
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Figure 2. Circulation of the different subgenotypes and lineages of HMPV. The
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upper figure compares the circulation of both HMPV-A and —B throughout the study
period, while the figures below compare the subgenotypes and lineages within each

genotype.
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Figure 3. Phylodynamic analysis of whole-genome sequences from HMPV. The
phylogenetic tree es shown as rendered by nextstrain, with sequenced labeled by

genetic group. The branch lengths correspond to the sampling date of the sample.

Supplementary figure 1. Phylogenetic trees. Phylogenetic trees G sequences from
HMPV-A and HMPV-B. The analyses were performed on G sequences from nucleotide
position 6340-6891 in reference to CAN97-83 strain (accession number AY297749) for
HMPV-A and 6319-6921 CAN98-75 (accession number AY297748) for HMPV-B. Both
phylogenetic trees were inferred by using the maximum likelihood method, based on
General Time Reversible. Numbers at the tree branch nodes represent the measure of
support calculated by the bootstrap method (1000 replicates); only those exceeding 70%
are shown. Sequences are marked with solid circles depending on when they were
collected (- 2014-2015, » 2015-2016, » 2016-2017, » 2017-2018, » 2018-2019, © 2019-
2020, o pandemic seasons). A2c sequences with duplications in the G protein have their
name in bold turquoise for the 180-nucleotide duplication and in bold pink for the 111-

nucleotide duplications
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6 DISCUSION

Hace 20 afios del descubrimiento del HMPV, virus que segln datos seroepidemioldgicos
ya habia estado circulando por lo menos desde los afios 50. Es un virus que desde un principio
ya se asoci® a una importante morbilidad en la poblacién, observando un 100% de
seroprevalencia en pacientes desde los 5 afios de edad, lo cual demuestra que la exposicién al
virus ya ocurre en los primeros afios de edad (1,86). Si bien este virus se asocié en un principio
a la infeccidn respiratoria aguda en poblacién pediatrica (67,110,111), diferentes estudios han
permitido desvelar que también juega un papel importante en la enfermedad respiratoria aguda
del adulto en estos ultimos afos. A pesar del escaso conocimiento de la diversidad genética de
este virus, que es incluso mayor que la del HRSV, sorprende el elevado nimero de estrategias
diferentes que presenta para poder evadir el sistema inmune y asi esquivar la inmunidad
preexistente en individuos que ya han pasado la infeccién previamente, mediante las diferentes
estrategias de interrupcién de la via de sefializacién que lleva a la produccién de interferdn, por
ejemplo. Y todavia queda mucho por conocer sobre la naturaleza de este virus. Asi, el objetivo
gue se persigue en esta Tesis Doctoral es conocer la prevalencia, estacionalidad y diversidad
genética de los HMPV detectados en la poblacién atendida en el HUVH, realizando una vigilancia
de la emergencia y evolucién de las posibles nuevas variantes de este virus, asi como del impacto
que puedan tener a nivel de poblacién humanay viral, para contribuir en un mejor conocimiento

de la infeccidn respiratoria por este virus.

Esta Tesis Doctoral se ha desarrollado en tres fases que se han traducido en los tres
articulos que se adjuntan. Ya que el virus clasicamente habia sido considerado como un “virus
pediatrico” (67,110,111), nuestro primer estudio se orienté al estudio de la infeccién
respiratoria por HMPV en esta poblacién, describiendo la prevalencia, estacionalidad, diversidad
genética e impacto clinico en esa poblacion durante dos temporadas. Tras observar la
importancia del HMPV en el paciente pediatrico atendido en nuestro hospital y las ultimas
evidencias sugiriendo que el HMPV también era un patdégeno importante en la poblacion adulta
(2), se realizé6 un segundo estudio de tres temporadas afiadiendo también esta poblacion,
aportando datos actualizados sobre prevalencia, diversidad genética, y caracteristicas clinicas,
pero también llevando a cabo un estudio de biologia estructural para conocer mejor la
naturaleza tridimensional de las duplicaciones que se pudieron detectar en la proteina G en
nuestra primera aproximacion para describir la diversidad genética viral. Estos dos primeros

articulos evidenciaron la importancia de realizar una vigilancia epidemioldgica y viroldgica del
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HMPV, como la que ya se realiza en virus con gran morbilidad como los virus de la gripe y el virus
respiratorio sincitial humano. Esto motivo la realizacidén de un tercer estudio que prolongé esta
vigilancia hasta la temporada 2021-2022, esta vez trabajando con secuencias de genoma
completo para su caracterizacién, que, ademas de describir su divergencia, ha permitido

conocer mucho mejor su evolucion.

La prevalencia del HMPV observada en los tres estudios fue similar en la mayoria de las
temporadas, aungque con algunos cambios a lo largo del periodo de estudio, observando un
aumento de esta proporcidn en los picos epidémicos de las temporadas 2017-2018 y en 2021.
Esta prevalencia, habitualmente del 2-3% tanto en paciente pedidtrico como en adulto, era
ligeramente inferior en comparacién a los resultados de otros estudios realizados en poblacion
pediatrica en Espaina y otras regiones del mundo (112-116), de entre el 3 y el 14%, aunque muy
similar a la observada en estudios que incluian pacientes de todas las edades (73,74,78,117), de
entre el 2 y el 7%. De hecho, para ser un virus cldsicamente considerado como pediatrico,
sorprendié que la prevalencia en ambas poblaciones fuera tan similar, observando incluso como

fue mayor en la poblacién adulta en alguna de las temporadas.

Algunos cambios en la prevalencia observados a lo largo del estudio tienen una
explicacion metodoldgica. El incremento de la prevalencia del HMPV observado a lo largo de las
tres primeras temporadas, fue probablemente debido a la implementacion progresiva de las
técnicas moleculares que habia sido llevada a cabo en nuestro hospital desde el afio 2013.
Mientras que en la primera temporada la mayoria de las muestras eran procesadas por una
técnica de inmunofluorescencia directa y solo unas pocas lo eran por RT-PCR, esta proporcion
fue revirtiendo hasta llegar a un 100% de muestras procesadas por RT-PCR en la temporada
2017-2018. Si bien ambas técnicas incluian el HMPV como dianas para el diagnéstico, las
técnicas moleculares tienen una mayor sensibilidad, razén por la cual, a mayor uso de estas

técnicas, mayor numero de casos detectados.

Otro de los factores que también podrian influido en una menor prevalencia, aunque su
efecto deberia ser muy limitado, es el algoritmo diagndstico de nuestro laboratorio, teniendo
en cuenta tanto las técnicas rapidas como las técnicas de rutina. De entre las muestras
estudiadas, un porcentaje importante de éstas fueron procesadas por técnicas rapidas para el
diagndstico de los virus de la gripe y HRSV, sobre todo durante los picos epidémicos anuales.
Segun este algoritmo diagndstico, aquellas muestras que fueron positivas para HRSV o para los
virus de la gripe mediante estas pruebas rapidas, no fueron procesadas mas tarde por la PCR

multiplex de rutina para el diagndstico microbioldgico de los virus respiratorios, entre ellos
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HMPV. Asi, es posible una infraestimacion de los HMPV que pudieran estar en codeteccion con
los virus de la gripe y el HRSV. Sin embargo, consideramos que esto es poco probable ya que las
tasas de codeteccion de HMPV con estos virus respiratorios a partir de los datos de la PCR

multiplex no son frecuentes.

En cuanto a la circulacién del HMPV en nuestro medio, este trabajo describe un patrén
habitual de estacionalidad con una mayor circulaciéon a partir del descenso de la curva epidémica
de los virus de la gripe, en el mes de febrero, y termina en los meses de primavera, en los meses
de abril y mayo, tal como se habia descrito en otros estudios (2,78,94,113,118,119). Es
importante remarcar que esta estacionalidad es similar en las regiones templadas del hemisferio
norte y sur (86), pero muy diferente a lo descrito en las zonas tropicales, donde se ha descrito
una atemporalidad mas relacionada con las épocas de monzdn (73). Sin embargo, durante este
periodo de estudio hemos podido observar cambios en esta circulacién, como lo ocurrido en la
temporada 2016-2017, cuando se observaron dos picos epidémicos bien diferenciados, el
primero a mediados de diciembre y el segundo a finales de febrero y principios de marzo. Como

detalle, no se observaron diferencias en los genotipos circulantes entre ambos picos epidémicos.

Como contexto del periodo incluido en este estudio, cabe destacar que en diciembre del
afio 2019 emergid el SARS-CoV-2, causante de la enfermedad COVID-19 (120). Tres meses
después, en marzo de 2020, la organizacion mundial de la salud (OMS) declaré el estado de
pandemia. Hemos podido observar cual ha sido el impacto de la pandemia de SARS-CoV-2 en la
deteccién y circulacion del HMPV y otros virus respiratorios, especialmente el impacto de los
confinamientos, la restriccion del movimiento de personas y de las medidas no farmacoldgicas
implementadas para el control de la pandemia y para reducir la transmisiéon de este virus.
Seguramente, son estas medidas las que han cambiado el patrén de circulacidn de los virus
respiratorios, desplazando su circulacién al menos hasta los meses de verano de 2020 (121-
123). Ese verano, diversos estudios describieron el repunte de rinovirus, enterovirus y
adenovirus, todos ellos carentes de envuelta lipidica (124-126). Es importante remarcar que los
virus que no tienen envuelta lipidica son mas resistentes a los geles hidroalcohdlicos y resisten
en superficies durante mas tiempo que los virus con envuelta. Tras el verano de 2020, llegd un
invierno marcado por la emergencia de una nueva ola de SARS-CoV-2 (la tercera en nuestro pais)
(127) pero que destaco sobre todo por la ausencia de las esperadas epidemias de gripe, HRSV y
HMPV (123,126). Esta ausencia de HMPV, igual que la ausencia de gripe o HRSV, podria ser
debida a las medidas adoptadas por Salud Publica para frenar el avance de la pandemia. Sin

embargo, cabe destacar que parte de lo ocurrido desde el inicio de la pandemia hasta los meses
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de otofio de 2020 no esté probablemente bien descrito a nivel mundial en cuanto a la circulacion
de los virus respiratorios, ya que las prioridades de los sistemas de vigilancia y de los laboratorios
clinicos estaban enfocadas a incrementar la capacidad para el diagndstico del SARS-CoV-2,
primero en el paciente ingresado y mas tarde en la comunidad, relajando esa vigilancia virolégica
qgue nos ha permitido temporada tras temporada disponer de una informacién continuada y a

tiempo real de la circulacion de los diferentes virus respiratorios.

No fue hasta bien entrada la primavera de 2021 que se detectd un brote epidémico de
HMPV, y mas tarde en los meses de otofio e invierno, otro inesperado pico epidémico de HMPV,
ambos picos epidémicos con la circulacién paralela del HRSV, que también dibujé este patron.
A lo largo de ocho anos de vigilancia, estos hechos ocurridos tras la pandemia de SARS-CoV-2 se
consideran extraordinarios. Adema3s, el segundo pico de HMPV mostrd una prevalencia de casi
el doble a la mediana observada en las temporadas pre-pandémicas, incrementando la
prevalencia en la poblacidon pedidtrica hasta un 12%. Este incremento de prevalencia en la
poblacién pediatrica sugiere que ha habido un incremento de poblacién susceptible, pues hasta
dos generaciones de nifios y niflas no tuvieron ocasion de exponerse a la circulacion de HMPV
debido a la ausencia de circulacion de éstos durante el invierno y primavera de 2020-2021, razén
por la cual no habrian adquirido proteccidn inmunitaria especifica frente a la infeccién, un
porcentaje de los cuales acaban siendo atendidos en los hospitales pediatricos. Esta alta
incidencia habia sido predicha para el HRSV (128), pero puede ser extrapolada para lo sucedido
con el HMPV. Este hecho también habia sido i observado tras la pandemia de gripe del afio 2009,
donde el HMPV vio su estacionalidad afectada, y reemergid con intensidad y un gran aumento

de prevalencia que no continud en las siguientes temporadas (72).

En la mayoria de los casos detectados en nuestro hospital, el HMPV fue el Unico virus
detectado en las muestras estudiadas, aunque la tasa de codeteccidn con otros virus
respiratorios no difiere de lo publicado anteriormente (115,118,119). Hay mucha controversia
con el papel que juegan las codetecciones en una mayor gravedad del curso clinico de los
pacientes. Mientras algunos estudios concluyen que no hay ninguna asociacién, otros la asocian
a un peor prondstico (129,130), siendo asi no concluyentes. En cualquier caso, estos estudios de
asociacion deberian realizarse junto a otra técnica que demostrara la viabilidad del virus para
demostrar cudl es el responsable de la infeccidn activa, es decir, qué agente patdgeno es el
causante de la enfermedad respiratoria aguda que motiva el estudio de esa muestra
respiratoria. En el caso de realizar este estudio sélo por técnicas moleculares, la deteccion de

una determinada diana solo confirma la presencia de su material genético. Puede ser, por lo
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tanto, que aun no se haya aclarado el virus o su material genético del tracto respiratorio tras
una infeccién pasada, y por eso sea detectado por estas técnicas de gran sensibilidad. Aun asi,
en el caso de coinfecciones reales donde dos 0 mas virus respiratorios estan replicando al mismo
tiempo, se suele dar una competicién por los recursos disponibles en las células del huésped,

predominando el virus que presenta una mayor tasa de replicacion (129).

A lo largo de las seis primeras temporadas, aquellas correspondientes al periodo
prepandémico, se observd que los virus mas comunmente detectados junto al HMPV eran, en
orden descendente, rinovirus, adenovirus, bocavirus y enterovirus (115,118). Existen dos
razones por las que estos virus son las codetecciones mas usuales. Por una parte, el rinovirus,
adenovirus y enterovirus son patégenos con una alta prevalencia, y la circulacién atemporal de
los rinovirus y adenovirus coincide con las epidemias del HMPV (131-133). Por otra parte, en el
caso del bocavirus en particular, es un virus que tiene una excrecion muy prolongada, con casi
un 50% de codetecciones con otros virus respiratorios. El hecho que se pueda detectar hasta 6
meses después de la infeccidn (134,135) podria ser la razén de esta alta tasa de codetecciones,
también con HMPV. Dado que este estudio se ha realizado en un hospital terciario con pacientes
de alta complejidad, una gran proporcién de los pacientes presentan algin grado de
inmunosupresion, por lo que no seria de extrafiar que presentaran una excrecién prolongada de
diversos virus respiratorios, facilitando esta codeteccion de HMPV con rinovirus, adenovirus o
enterovirus. Ademas, no se descarta para la mayor parte de los virus respiratorios que pueda
existir excrecion viral prolongada incluso cuando el paciente ha dejado de ser sintomatico, como

sabemos que ocurre con los rinovirus o el SARS-CoV-2 entre otros.

Mientras que la tasa de codetecciones se mantuvo estable a lo largo de las temporadas
prepandémicas, en el segundo pico epidémico de 2021 tras la emergencia de SARS-CoV-2, y
correspondiente a la temporada 2021-2022, la tasa de codetecciones aumentd hasta un 32%. El
rinovirus continué siendo el virus mas observado en codeteccidn con HMPV, pero el siguiente
virus mas detectado en codeteccién fue el enterovirus, a diferencia de lo observado en
temporadas anteriores. Esta observacidn se puede asociar al cambio en el patrén estacional,
pues es bien conocido que los enterovirus suelen tener una mayor circulacidn en otofio (133), y
hay que resaltar que este otofio de 2021 se describié una epidemia de enterovirus de gran
intensidad, marcada por una gran circulacion de EV-D68 (136), que al igual que los virus de la
gripe, el HRSV, y el HMPV, su circulacién se habia desplazado casi mas alld de un afo de los

esperado debido a la pandemia.
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En cuanto a las caracteristicas demograficas de los pacientes afectados por HMPV, se
observé una mayor incidencia en el paciente pediatrico menor de 2 afios, como se habia
reportado previamente (2,86). Sin embargo, después de iniciarse la pandemia, la mediana de
edad del paciente pediatrico aumentd hasta los 3 afos. Estos datos serian coherentes con la
hipdtesis planteada anteriormente, donde al haber una mayor proporciéon de poblacién
pediatrica susceptible a la infeccion por HMPV, aumentarian tanto la prevalencia del virus como
la edad mediana del paciente que requiere atencién sanitaria. En cuanto al paciente adulto, la
mediana de edad observada fue de 70 afios, aunque se comienza a observar una mayor
incidencia de este virus a partir de los 55 afios de edad. Por otra parte, a lo largo de las ocho
temporadas estudiadas, se observd una tendencia hacia una mayor deteccién de HMPV en
paciente pediatrico de sexo masculino, que ya habia sido descrito en otros articulos para
diversos virus respiratorios, pues estos pacientes presentan una respuesta inmunitaria innata
menos efectiva que la presentada por pacientes pediatricos de sexo femenino (137). Por el
contrario, se observd una tendencia hacia una mayor afeccién en el paciente adulto de sexo
femenino, lo cual podria estar asociado a cambios hormonales y a una respuesta inmunitaria

innata menos eficiente que la del paciente adulto de sexo masculino (138).

Con el objetivo de describir la diversidad genética a nivel de genotipo, subgenotipo y
linajes, se realizd la caracterizacion molecular de los HMPV detectados en nuestro hospital a
partir de la secuencia parcial del gen codificante para la proteina G mediante el método Sanger.
A lo largo de ocho temporadas se ha podido observar una co-circulacién variable de los
genotipos HMPV-A y HMPV-B, con cambios de predominio pero sin superar el 70%, similar a lo
descrito previamente (117). Este cambio de predominio ciclico sugiere que la inmunidad creada
por infecciones pasadas es efimera (66), permitiendo la reinfeccién del genotipo que ya habia
circulado anteriormente. Curiosamente, en la tercera temporada (2016-2017) se observé una
circulacidon equivalente entre genotipos. Esto podria ser debido a un estado intermedio de
alternancia de genotipos, o quizd podria estar relacionado con la emergencia de nuevas
variantes virales del genotipo HMPV-A que aportaran nuevas caracteristicas antigénicas que
podrian evadir la inmunidad creada en la temporada anterior, pudiendo mantener asi su
prevalencia. Al llegar la temporada 2017-2018, se observé un aumento considerable de la
prevalencia de HMPV. Esto sugiere que hubo un incremento de circulacién de HMPV-B debido
a la alternancia ciclica esperada, sin embargo, no hubo un descenso en la circulacion de HMPV-
A, probablemente debido a la emergencia de variantes con nuevas caracteristicas antigénicas.
Tras la emergencia del SARS-CoV-2, en los dos picos epidémicos descritos de HMPV en 2021 y

fuera de lo que se consideraria periodo estacional tipico, se observd que el predominio del
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genotipo HMPV-A aumentd hasta superar el 90%, siendo un porcentaje de predominancia nunca

observado en temporadas anteriores o publicado previamente en otras regiones.

En cuanto a la clasificaciédn de subgenotipos y linajes, se observé la circulacidn de todos
los hasta ahora descritos excepto la del subgenotipo Al, que no se ha detectado desde el afio
2006 y que seria un subgenotipo ancestral ya extinguido (41). Es importante remarcar que entre
la publicacién del primer y segundo estudios hubo confusién en la nomenclatura a utilizar,
donde los sublinajes denominados como A2bl y A2b2 para algunos autores (72,139) eran
genéticamente indistinguibles de los linajes denominados como A2b y A2c para otros (73,140),
respectivamente. Aunque en nuestro primer estudio se utilizé la nomenclatura anterior, en esta
Tesis Doctoral se ha utilizado la nomenclatura que incluye los linajes A2b y A2c. De nuevo, y
como ocurre con HRSV, existe la necesidad urgente de una clasificacion oficial, asi como de
definir unos criterios universales para determinar cuando son nuevos genotipos o linajes para

una correcta vigilancia.

Disponer de una secuencia parcial de la regién codificante de la proteina F permitié su
caracterizacion. El andlisis filogenético de estas secuencias permitié observar si se mantenia o
no la agrupacion vy clasificacion de secuencias tal como se observaba en la filogenia de las
secuencias parciales de la proteina G. Se observd una congruencia entre filogenias mayoritaria
que, dado que no ha habido descripcidon de ninglin evento de recombinacion en este virus, era
lo esperado. Aunque si ha habido un estudio que sugiere que haya habido eventos de
recombinacidn en el pasado (85), no se ha encontrado ningun virus en el que se pueda ver

claramente este tipo de evento genético.

Uno de los principales hallazgos del primer estudio incluido en esta Tesis Doctoral fue la
descripcién de una duplicacidn de 180 nucledtidos en el gen codificante para la proteina G. Esta
duplicacidén ocurrié en el ectodominio de la proteina G de una variante perteneciente al linaje
A2c. Esta fue la primera descripcién de una duplicacién en el género de los metapneumovirus,
ya que nunca habia sido reportado ni para el HMPV ni para el AMPV. Un evento genético similar
ocurrié en HRSV, curiosamente, tanto en el grupo genético HRSV-A como en el HRSV-B, también
en el ectodominio de la proteina G. Estas duplicaciones fueron de 72 y 60 nucleétidos (141,142),
dando lugar a los nuevos genotipos ON1 y BA de HRSV, que tiempo después de su emergencia
llegarian a reemplazar a todos los genotipos preexistentes, y que actualmente son solo estas
variantes portadoras de duplicaciones las que se encuentran en circulacion, sugiriendo que estas
duplicaciones son una ventaja evolutiva (143). Poco después que comunicaramos este hallazgo

en el congreso anual de la European Society for Clinical Virology (ESCV), en septiembre de 2016
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(144), y al mismo tiempo que se publicaba nuestro primer trabajo, esta misma duplicacién fue
también detectada en Japdn (145), revelando que estas variantes virales portadoras de la
duplicacidn de 180 nucleétidos ya circulaban a nivel mundial, siendo de esperar que otros paises
también reportaran su deteccion mas tarde (117,146). Muy poco tiempo después de la
descripcién de la duplicacién de 180 nucledtidos, en 2017, describimos la emergencia de una
segunda duplicacién de 111 nucledtidos en la misma regién donde habia surgido la de 180,
siendo excluyentes la una de la otra en el European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases de abril de 2017 (147), publicado unos meses mas tarde por el mismo equipo

de Japdn (148).

Se observd una ausencia de agrupacién de la proteina F de los virus portadores de
duplicaciones, y esto podria tener diversas causas. La primera, podria ser que fuera un evento
genético tan reciente en el tiempo, que la proteina F, conocida por su lento avance evolutivo en
comparacién a la proteina G, no hubiera tenido tiempo de divergir lo suficiente como para poder
observar separacidn de estos nuevos grupos genéticos del grupo original donde emergieron las
mutaciones. La segunda explicacidén podria ser que realmente fueron diversos eventos genéticos
independientes que llevaron a la emergencia de diferentes duplicaciones de 180 nucleétidos y
diferentes duplicaciones de 111 en la misma regidn. Esta Ultima hipdtesis, aunque improbable,
es la hipodtesis que se tiene de las duplicaciones ocurridas en HRSV. Por una parte, Trento realizo
una prediccidon de la estructura secundaria que tenia la secuencia de ARN viral en la regidon donde
habia encontrado la duplicacién de 60 nucledtidos, del genotipo BA9. Esta estructura sugeria
que la regién original que seria duplicada se encontraba en un hairpin, hecho que podria
provocar que la polimerasa viral, al acabar de replicar esta regidn, saltara por error al inicio de
este hairpin, replicando de nuevo esta regién y creando asi la duplicacién (142). Por otra parte,
Comas-Garcia demostrd afios mds tarde que la duplicacidn de 72 nucledtidos presente en el
genotipo ON1 de HRSV no provenia de un solo evento, sino que habia emergido paralelamente
desde diversos virus pertenecientes al genotipo GA2 (149). Esta conclusién fue basada en la
diferente huella genética que tenian los diferentes virus que presentaban esta duplicacién. La
forma mas probable de que hubiera sucedido de esta manera seria que en este genotipo
también se encontrara la estructura en hairpin que Trento demostrd que se formaba en BA. A
nuestro conocimiento, la estructura del ARN viral del gen codificante para la proteina G de
HMPV aun no ha sido estudiada, pero en el caso que se encontrara un hairpin similar al descrito
por Trento para HRSV, explicaria por qué se han dado las dos duplicaciones de 180 y 111
nucledtidos en esta proteina del HMPV, por qué ha sucedido en la misma regidn, y por qué no

agrupan las secuencias de la proteina F para los virus portadores de estas dos duplicaciones.
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En cuanto a la circulacién de los diferentes subgenotipos y linajes pertenecientes al
genotipo HMPV-A, parece que las variantes circulantes van siendo reemplazadas a medida que
emergen nuevas variantes. El subgenotipo Al se sugiere que ya se ha extinguido, pues no hay
datos sobre su circulacién en los Ultimos afios (140), tampoco en nuestro estudio tal como
hemos comentado, en favor de la circulacion del subgenotipo A2. Este subgenotipo se subdividié
en linajes con el tiempo, que también fueron desplazados a medida que emergian otros linajes
nuevos. En nuestro estudio de ocho temporadas, podemos ver como el linaje A2a fue
desplazado por el A2b, que a su vez fue desplazado por el A2c no portador de duplicaciones
(A2cwt), y como con la emergencia de las variantes virales portadoras de duplicaciones, la
prevalencia de los A2cwt comenzd a disminuir en favor de un aumento progresivo de la
prevalencia de ambas variantes portadoras de duplicaciones. Sin embargo, debemos remarcar
cdémo la variante portadora de la duplicacion de 180 nucledtidos (A2cisodup), la mds prevalente
en un inicio, fue sustituida de forma progresiva pero rapida por la variante portadora de la
duplicacién de 111 nucledtidos (A2ci114up), hasta el punto de ser el 99% de las variantes

portadoras de duplicaciones detectadas en la ultima temporada.

En cuanto al genotipo HMPV-B, se observd una circulacién muy similar de los
subgenotipos B1 y B2. Este genotipo presentd un comportamiento muy diferente al observado
para HMPV-A, donde los grupos genéticos B1 y B2b coexisten, dibujando un patrén de
predominancia ciclica del grupo predominante, similar a lo que se habia observado al comparar

la circulacién de HMPV-Ay -B.

Poco antes del inicio de esta Tesis Doctoral, Leyrat hipotetizé que, debido al desorden
intrinseco de la proteina G, su hipervariabilidad genética, su elevada O-glicosilacién, y su co-
localizacién con la proteina F, una de las funciones que podria tener la proteina G seria la de
hacer de escudo de la proteina F para enmascarar sus epitopos antigénicos de la accion de los
anticuerpos neutralizantes (37). Este mecanismo seria similar al descrito para otros virus que
han demostrado evadir el sistema inmune gracias a las glicosilaciones presentes en sus proteinas
de membrana. Entre estos virus se incluyen el virus del ébola, el virus de la hepatitis C, el virus

de la gripe A, el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus Nipah y el arenavirus (150).

Las duplicaciones de 180y 111 nucleétidos que describimos en las variantes de HMPV que
han incrementado su prevalencia las ultimas temporadas aportarian 23-26 y 12-14 lugares
adicionales de O-glicosilacion, respectivamente, probablemente para modificar las propiedades
antigénicas de las nuevas variantes en comparacion a las anteriores, en caso de ser cierta esta

hipdtesis. Con el objetivo de aportar nuevas evidencias a esta hipotesis se estudié el impacto de
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estas dos duplicaciones en la estructura de esta proteina. Para poder comparar las estructuras
de las proteinas con una duplicacién con la de una proteina no portadora de duplicaciones, era
necesario comprobar que la regién duplicada tenia las mismas caracteristicas estructurales que
la original. Tras comprobar que las regiones de la duplicacién eran tan desordenadas
intrinsecamente como el resto de la secuencia del gen codificante para la proteina G, que no
habia segmentos autoagregativos y que el patron de O-glicosilaciones era similar a la
distribucidn observada en la proteina, se procedid a la comparacién in silico del ensamblado mas
probable del ectodominio de las proteinas G de las variantes A2cwt, A2C1s0dup Y A2C111dup. ESta
prediccidn sugirid que las proteinas G portadoras de duplicacidn sobresalian de la membrana
mas que la proteina que no era portadora de la duplicacién, alejandose de la membrana lipidica
mas alla de lo que mide la proteina F en un 23% de los casos en las variantes A2cwt, en un 39%
de los casos en las variantes A2ci114up, Y €N UN 46% de los casos en las variantes A2c1sodup. Esta
observacion respalda la hipdtesis de Leyrat (37) sobre el papel de la proteina G como escudo de
la proteina F para enmascarar sus epitopos antigénicos, y por ello refuerza la hipdtesis de que

estas nuevas duplicaciones serian un mecanismo de evasién del sistema inmune.

Inicialmente podriamos pensar que, si la proteina G del linaje A2cCigo4up SObresale masy,
por tanto, cubre mejor la proteina F que la proteina G del linaje A2c1114up, €sta duplicacidn de
180 nucledtidos seria un mejor mecanismo de evasién, pudiendo ser el linaje mas prevalente.
Aunque en el inicio del periodo de estudio si hemos podido ver como parecia que esto si iba a
ocurrir, la variante portadora de la duplicacién de 111 nucleétidos se acabé imponiendo. Dado
el escaso conocimiento sobre el comportamiento evolutivo que pueden tener unas
duplicaciones de este tamafio, en este trabajo se sugiere que, o bien la duplicacién de 180
nucledtidos requeria demasiada energia por parte del virus para mantenerla, o bien al cubrir
demasiado la proteina F, el proceso de activacion de esta proteina se veia afectado, limitando

asi la fusion de membranas y, por tanto, limitando la propagacién del virus.

El linaje A2c1114up, PU€S, No solo ha logrado desplazar al resto de grupos genéticos de
HMPV-A, también ha desplazado casi en su totalidad al genotipo HMPV-B tras la pandemia. No
es la primera vez que se detecta un aumento de morbilidad de HMPV, que ademds estuviera
relacionado con un cambio en los virus en circulacién. En invierno de 2010, tras la pandemia de
gripe A(HIN1)pdm09, se detectéd un aumento de prevalencia de este virus, especialmente del
genotipo HMPV-A, en Israel (72) Muy probablemente también ocurrié en otras areas
geograficas, pero no existe una gran vigilancia de este virus respiratorio a nivel mundial.

Paralelamente, otro estudio publicado en esta misma época describié que el linaje A2c
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(anteriormente denominado A2b2) habia predominado mas afos que los subgenotipos B1 o B2,
ademas de presentar una mayor distancia genética intragrupo que los demds grupos genéticos
establecidos (151). Ambos estudios sugerian que este linaje A2c evadia el sistema inmune de
una manera mas eficiente que los subgenotipos de HMPV-B, hecho que explicaria el predominio
gue presenta. Asi, las evidencias sugieren que la proteina G del linaje A2c1114up S€ria Un mejor
mecanismo de evasidn de la respuesta inmunitaria que su predecesor A2c.:, observando la gran
prevalencia que en general ha presentado el genotipo HMPV-A, y especialmente durante el
ultimo pico con una gran morbilidad asociada, por lo que podemos deducir que las préximas

temporadas podriamos observar un nuevo salto evolutivo para este nuevo linaje.

La longitud de la proteina G no solo se ve afectada por la emergencia de estas dos
duplicaciones de 180 y 111 nucledtidos. Otro fendmeno genético comun en este virus es la
adquisicion de codones stop prematuros (140), también observado en la proteina G del HRSV
(152). Los linajes A2b y A2cw: (no portadores de duplicacion), por ejemplo, incluian proteinas G
de 218 y 220 aminodacidos, respectivamente. En cuanto al subgenotipo B1, se observd la
agrupacion de las secuencias en dos clusteres diferentes, denominados | y Il en este trabajo, tan
solo para su diferenciacion en la descripcidon, y mostraron tener una diferencia de 10
aminodcidos de longitud entre ellas, que quiza podrian evolucionar en nuevos linajes con el
tiempo. Ademas de estas largas duplicaciones, y estos codones stop prematuros, la longitud de
las proteinas G también se puede ver modificada por duplicaciones cortas en el subgenotipo B2.
En este grupo genético hemos podido observar hasta dos duplicaciones de la pareja
aminoacidica KE de la posicidn 160-161, y también se observd un grupo diferenciado que, en vez
de tener estas pequefias duplicaciones, tenia la insercidon de una R tras el primer grupo KE. La
emergencia de estas variantes del subgenotipo B2 deberian ser monitorizadas, como las
duplicaciones de 180 y 111, o los nuevos subgenotipos B1 con codones stop prematuros para

extrapolar una posible ventaja evolutiva.

En cuanto a la relevancia clinica del virus, resumida en los dos primeros estudios de esta
Tesis Doctoral, la infeccion por HMPV se asocia sobre todo a infeccién del tracto respiratorio
inferior. Ademas, se observd una asociacidn entre la infeccién de tracto respiratorio inferior y
una menor edad del paciente pediatrico, mientras que esta asociacion se invertia en el paciente
adulto, siendo el de mas edad el que tenia mas probabilidad de desarrollar una infeccién de
tracto respiratorio inferior, tal como se habia descrito en la literatura (2). De hecho, los célculos
realizados permitieron dar un valor a esta asociacién, estimando un incremento de 1,03 veces

la probabilidad de sufrir infeccidn del tracto respiratorio inferior por cada afo de edad en el
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paciente adulto. Las cardiopatias estaban mas presentes en los casos con infeccién del tracto
respiratorio inferior, aunque probablemente esta asociacion era debida a que en este grupo se
encontraba un gran nimero de pacientes mayores de 64 anos. Las comorbilidades también
fueron asociadas al desarrollo de infeccién de tracto respiratorio inferior en el paciente
pediatrico, especialmente las comorbilidades respiratorias o la inmunosupresién, pero no la
prematuridad, al contrario que otros estudios anteriores (153—156). Se observé un uso de
tratamientos antibidticos mayor en los casos que con infeccién del tracto respiratorio inferior,
aunque solo el 8% de pacientes pediatricos y el 30% de pacientes adultos tratados con
antibiodticos acabaron teniendo un cultivo positivo, pues la infeccion por HMPV rara vez se ve
asociada con una infeccién bacteriana (157). Este uso de antibidticos siempre estaria no
indicado. Asi, si dispusiéramos de pruebas de diagndstico rapido para HMPV para estos casos
con sospecha de infeccién del tracto respiratorio inferior, tal como ya tenemos para HRSV o los
virus de la gripe, no seria necesario instaurar este tratamiento antibidtico en el caso de un

resultado positivo para HMPV.

En cuanto a las infecciones por el linaje A2c, los pacientes de pediatria parecian igual de
afectados por los linajes A2c portadores de duplicaciones que por el A2cwt U otros subgenotipos
o linajes. En cambio, en el paciente adulto si que se encontrd una asociacién entre los linajes
A2c portadores de duplicaciones y el desarrollo de infecciones del tracto respiratorio inferior.
Aunque los adultos deberian tener una respuesta inmune eficiente (94) tienen 3,45 veces mds
probabilidades de manifestar una infeccién del tracto respiratorio inferior al infectarse con una
variante portadora de duplicacién que si esta variante no es portadora. Esto sugiere que, en el
caso de la infeccidon por estas nuevas variantes en el paciente adulto, aun con una previa
exposicion a otras variantes anteriores tal como ocurre con la mayoria de infecciones
respiratorias virales, una de las infecciones mas frecuentes a lo largo de la vida, la respuesta
inmunitaria adquirida no era suficientemente efectiva para hacerle frente. Esto, junto a las otras
evidencias de este trabajo, como son una mayor prevalencia o el impacto de estas duplicaciones
en la estructura de la proteina G, respaldaria la hipdtesis de Leyrat (37), donde el rol que juega
la proteina G es la de enmascarar los epitopos de la proteina F, impidiendo el acceso a los
anticuerpos neutralizantes, a la vez que respaldaria la hipdtesis planteada en el primer trabajo
de esta Tesis Doctoral, donde se proponia que las nuevas variantes portadoras de una

duplicacidn habrian modificado esta funcion (108).

En cuanto a la relacion de factores de gravedad como dias de hospitalizacion,

requerimiento de oxigeno y el tiempo de ingreso en planta o en la unidad de cuidados intensivos,
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no se encontrd ninguna asociacion entre estas nuevas variantes y una mayor gravedad en la
enfermedad en ninguna cohorte. Aun sin tener un valor estadisticamente significativo, se
observé una tendencia general en los subgenotipos A2 y B2 a generar una mayor gravedad en
el curso clinico, alargando la hospitalizaciéon o el requerimiento de oxigeno. El estudio de las
caracteristicas clinicas de los pacientes en asociacion al grupo genético de HMPV habia sido poco
explorado hasta la publicacidn de este primer trabajo, algunos grupos coincidiendo en la mayor
gravedad de A2 (158), y otros concluyendo que no habia asociacidon entre una mayor gravedad

y un grupo genético determinado (115,159).

Sin embargo, debemos tener en consideracién una limitaciéon importante a la hora de
estudiar la gravedad o caracteristicas de los pacientes en nuestro estudio, pues tan solo se
incluyeron las muestras de pacientes atendidos en nuestro hospital, por lo que era de esperar
observar una mayor gravedad de la que se esperaria en el caso de poder realizar este mismo
estudio en la poblacidn general, donde el nimero de casos leves y asintomaticos podria ser

mucho mayor, tal como se espera de cualquier otro virus respiratorio.

Ademas de la diversidad genética de los HMPV, es importante estudiar cdmo el virus ha
evolucionado a lo largo de los afos, aspecto que quisimos abordar en el tercer trabajo de esta
Tesis Doctoral. Para ello era necesario realizar secuenciacion del genoma completo del HMPV,
lo cual nos permitiria disponer de toda la informacién para obtener unos resultados de la
maxima exactitud. Para intentar disponer de muestras anteriores al inicio de nuestro estudio,
cuando se observaron las primeras variantes portadores de estas dos duplicaciones, hemos
tenido la oportunidad de poder colaborar con el Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid,

quienes aportaron muestras desde 2009 y hasta 2015.

Para poder realizar una secuenciacién completa del genoma viral existian dos opciones, o
bien una estrategia basada en amplicones o bien una aproximacién metagendmica. Finalmente,
ya que la aproximacién metagendmica no era abordable con los recursos disponibles, no siendo
coste-efectiva para la secuenciacién de un gran ndmero de muestras, finalmente se decidié por
una secuenciacion a partir de la amplificacion de 4 amplicones solapantes de 4 kilobases cada
uno, aproximadamente. Una de las limitaciones que presenta esta aproximaciéon es poder
disponer de las suficientes secuencias de referencia para el disefio de unos cebadores que
puedan no limitar la amplificacion de cualquiera de las variantes que durante este periodo
hubieran estado en circulacion. Dado que tan solo habia 164 secuencias del genoma completo
disponible en la base de datos GenBank, finalmente se escogieron los disefiados por Tulloch

(160). La idea de amplificar todo el genoma en solo 4 amplicones, no solo reduce el trabajo, sino
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que también limita el efecto de la deriva genética natural de este virus respiratorio a la

complementariedad deseada de estos cebadores.

En este tipo de trabajo, el analisis bioinformatico posterior a la secuenciacién es clave
para reconstruir el genoma preservando los posibles eventos genéticos que queremos detectar.
Se probaron dos aproximaciones de ensamblado para optimizar el script de andlisis para este
virus, tanto portadores como no portadores de duplicaciones. La primera aproximacién consistié
en un ensamblado mediante el mapeo de los reads contra una secuencia de referencia. Tras la
comparacién de las secuencias consenso obtenidas con las obtenidas por Sanger, que nos habia
permitido la identificacion de estas duplicaciones en la regidén correspondiente al ectodominio
de la proteina G en estudios anteriores, se observé que no se encontraban las duplicaciones en
la gran mayoria de casos, probablemente debido a que, al ser una region larga y los reads
obtenidos, cortos, el programa forzaba el alineamiento de los reads que contenian la duplicacién
en la regidn original duplicada, perdiendo esta informacidn. La segunda aproximacion consistio
en un ensamblado de novo, donde los reads se alinean entre ellos para acabar obteniendo una
secuencia consenso sin compararla con una secuencia de referencia. Aunque esta aproximacion
no habia sido la escogida en un primer momento debido a que era mds compleja y requeria de
mayor tiempo de cémputo, resultd ser la mas idénea para el analisis de las secuencias del
genoma completo de HMPV. Asi, esto también nos ha permitido explorar otras vias de analisis
de secuencias de genomas completos como las que ya estamos obteniendo de otros virus
respiratorios también con genoma ARN, y donde este tipo de inserciones o duplicaciones son

también encontradas (161,162).

El estudio de presiones selectivas a través de cuatro algoritmos diferentes implementados
en Datamonkey permitié el cdlculo del dN/dS de todas las proteinas del virus, ademas de
describir qué posiciones de cada proteina estaban bajo una presidn selectiva negativa o positiva.
Como era de esperar, las proteinas G y SH mostraron ser las mas variables de todo el genoma,
ademas de ser las que menos aminodcidos tenian bajo presidn selectiva negativa, como se habia
observado previamente (85). Esto podria estar relacionado con que son proteinas de la envuelta,
aunque no sean grandes determinantes antigénicos (163,164). Ademas, se observaron
diferencias en los perfiles de seleccidén positiva en estas dos proteinas al estudiar HMPV-A y
HMPV-B por separado, indicando una seleccién especifica en cada linaje. Ademas de lo
observado para estas dos proteinas, también se detectd seleccidn positiva en las proteinas L,
M2-1y P. Se desconoce la implicacién que tienen los aminodcidos bajo presidn selectiva positiva

en estas tres proteinas, por lo que deberia monitorizarse la posible fijacién de mutaciones en
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estas regiones de su genoma, cdmo podrian afectar a su circulacion o su gravedad, ademas de,
por supuesto, realizar estudios fenotipicos adicionales para poder determinar y medir su efecto.
Al contrario, las proteinas N, M y F fueron las mds conservadas de todo el genoma. La proteina
F, ademds de ser una proteina de la envuelta, es la Unica proteina que estimula una respuesta
inmune neutralizante, y a pesar de la presidn selectiva que podria ejercer la inmunidad
poblacional, sorprende que tenga un grado de conservacidon tan elevado, sin posiciones
aminoacidicas bajo seleccion positiva. Ademas, dos de las tres asparaginas localizadas en su dpex
mostraron estar bajo seleccién negativa. Se ha sugerido que estas tres asparaginas juegan un
papel en la evasién del sistema inmune mediante el enmascaramiento de sus propios epitopos
a través de las N-glicosilaciones que tienen asociadas (54,55) hecho que explicaria la necesidad
de conservacion de estos aminoacidos. Por otra parte, la mayoria de aminodcidos
pertenecientes a epitopos antigénicos reconocidos por anticuerpos neutralizantes, estaban bajo
seleccion negativa, es decir, estaban muy conservados. Esto sugiere que el sistema inmune no
ejerce una presion sobre esta proteina, y por lo tanto respalda la necesidad de enmascaramiento
gue le proporciona la proteina G para evitar el reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes.
Este alto grado de conservacidn hace de esta proteina una diana éptima para el desarrollo de
vacunas, tal como se estd haciendo actualmente (90-93), aunque el hecho de que podria estar

enmascarada por la proteina G deberia tenerse en cuenta en el disefio de estas vacunas.

En cuanto al analisis evolutivo llevado a cabo con Nextstrain (165), y respaldado con los
resultados de BEAST, se observd que la divergencia de los genotipos HMPV-A y HMPV-B fue
mucho mas reciente de lo que se habia calculado en estudios anteriores (164), aunque éstos
contaban con un nimero mas reducido de secuencias disponibles. Los dos Unicos estudios de
evolucién de genoma completo de HMPV donde se calcula esta divergencia habian obtenido
estimaciones muy diferentes. Mientras un estudio situaba el antecesor comin de ambos
genotipos el afio 1622 (85), el otro estudio lo hacia en un rango de afios de 1645 a 1858 (164),
debido a la diferencia encontrada entre las diferentes proteinas. Esta diferencia entre las fechas
estimadas en nuestro estudio en comparacion a los anteriores podria estar relacionada con la
inclusidon de un mayor nimero de muestras estudiadas, pues en el momento del estudio tan solo
habia 164 secuencias de genoma completo disponibles en GenBank, y el trabajo realizado para
esta Tesis Doctoral contribuye con 187 nuevas secuencias de entre 2009 y 2021. Por otra parte,
seria importante poder disponer de un mayor nimero de secuencias HMPV ancestrales, incluso
anteriores a su descubrimiento hace tan solo 20 afios, pues los estudios seroepidemiolégicos
realizados ya han demostrado su circulacidn al menos desde 1958 (1). Realmente, realizar una

vigilancia viroldgica de este virus respiratorio, al igual que lo hacemos con otros virus también
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asociados a una importante morbilidad como son los virus de la gripe y HRSV, ha permitido
detectar estas variantes portadoras de largas duplicaciones con un rol en el enmascaramiento
de las caracteristicas antigénicas, suponiendo un cambio en su epidemiologia, sdlo 3-4 afios
después de que emergieran segln las estimaciones evolutivas, seguramente como resultado de
dos eventos genéticos independientes, tal como propuso Saikusa (148) y tal como se habia

propuesto para HRSV también (149).

Aunque los subgenotipos y linajes de HMPV-A y HMPV-B tenian diferentes patrones de
predominio, HMPV-A y HMPV-B estan en una evoluciéon constante, probablemente con el
objetivo de evadir la respuesta inmune adquirida en temporadas anteriores, lo que les permite
seguir circulando en poblacién humana. Este dato pone en evidencia la necesidad de seguir

manteniendo esta vigilancia virolégica para monitorizar su evolucidén en los préximos afos.

La vigilancia genédmica es importante para monitorizar la evolucién de HMPV, ya que
permite detectar la emergencia de nuevas variantes y la asociacién de estos hallazgos a
caracteristicas clinicas, hecho muy relevante para la salud publica. Nextstrain es una
herramienta que ha demostrado su versatilidad y utilidad, especialmente durante la pandemia
de SARS-CoV-2, permitiendo el estudio de miles de secuencias de una forma rapida (166). En
este Ultimo trabajo de la Tesis Doctoral, Nextstrain ha permitido visualizar la evolucién del HMPV
en tiempo real y de manera interactiva, conocimiento que hemos hecho publico a través de la
pagina https://nextstrain.org/groups/valldhebronvirology/metapneumovirus/AB/timetree.
Este tipo de analisis se ha convertido en un modelo para trazar la evolucidn de otros patégenos
respiratorios virales, como ya se hace actualmente para el enterovirus D68 (167). La creacion
del grupo /valldhebronvirology bajo el dominio de Nextstrain permitird compartir la vigilancia
epidemioldgica que hacemos actualmente con otros virus como el HRSV, los virus de la gripe, o
los enterovirus, compartiendo una informacidn siempre actualizada, el cual es uno de los
objetivos principales de una vigilancia viroldgica. Esta informacidon microbioldgica, junto con la
disponible en otras fuentes de informacién, tanto epidemioldgica como clinica, deben permitir

la vigilancia de la emergencia, impacto y evolucién de nuevas variantes.
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7 CONCLUSIONES

1. Esta Tesis Doctoral ha permitido disponer de valiosa informacién sobre la emergencia

de nuevas variantes del HMPV, de su prevalencia, de su impacto y de su evolucion.

2. Lla prevalencia del HMPV en general ha sido del 3% en el periodo de estudio que, aun
siendo un porcentaje moderado en comparacion a la de otros virus respiratorios, tiene
relevancia debido a su fuerte asociacion con la infeccidn del tracto respiratorio inferior.
El aumento de prevalencia observado en la temporada 2017-2018 ha sido asociado a
la emergencia de nuevas variantes virales, mientras que el aumento de prevalencia
observado en la temporada 2021-2022 ha sido asociado a una mayor poblacion

susceptible a una infeccién primaria.

3. La estacionalidad tipica de los HMPV observada en nuestra area geografica comienza
al decaer la curva epidémica de los virus de la gripe en los meses de invierno, y termina
durante los meses de primavera. La pandemia de SARS-CoV-2 interrumpio la epidemia
de HMPV de la temporada 2019-2020, y retrasd la siguiente curva epidémica hasta el
verano de 2021, que fue seguida por un segundo pico epidémico en otofio-invierno del

mismo afo.

4. Se ha descrito un porcentaje significativo de casos de HMPV en codeteccion con otros
virus respiratorios, especialmente con rinovirus, adenovirus, bocavirus y enterovirus.
Estos son algunos de los virus respiratorios mas prevalentes en nuestro territorio, que
coinciden en su circulacién con las epidemias de HMPV, hechos que podrian explicar

su alta codeteccidn, entre otros motivos.

5. Se ha remarcado la importancia que tiene el HMPV en la infeccidn respiratoria del
paciente adulto, con una especial incidencia en los pacientes a partir de 55-60 afios. La
deteccion de HMPV en el paciente adulto presenta una prevalencia muy similar a la

observada en el paciente pediatrico, y representa el 45% de los casos detectados.

6. El estudio filogenético de las secuencias parciales de la regién codificante de la
proteina G ha permitido describir una alta diversidad genética, donde los linajes
emergentes han ido ganando prevalencia en detrimento de los que circulaban

previamente.

123



Conclusiones

124

10.

11.

12.

13.

Aun habiendo cocirculacion de los dos genotipos de HMPV, A y B, hasta antes de la
pandemia de SARS-CoV-2 existia un cambio en el predominio de uno sobre el otro que

podria estar determinado por la inmunidad de la poblacién.

Esta Tesis Doctoral ha permitido describir dos eventos de duplicacién en el género de
los metapneumovirus. Estas dos duplicaciones, de 180 y 111 nucleétidos, estan

situadas en el ectodominio de la proteina G de los virus pertenecientes al linaje A2c.

Las nuevas variantes virales han presentado un aumento de prevalencia progresivo,
llevando finalmente al predominio de la variante A2c portadora de la duplicacién de
111 nucleétidos, sugiriendo que aporta unas nuevas caracteristicas antigénicas al virus
favorecedoras para su continuidad. De hecho, el patrén observado en esta alternancia
HMPV-Ay B descrito en las temporadas antes del inicio de la pandemia, se vio alterada
las dos ultimas temporadas, con la expansién del genotipo HMPV-A, liderado por esta

nueva variante.

Las proteinas G portadoras de una duplicacidn son tan desordenadas intrinsecamente
como lo son las proteinas no portadoras, sin segmentos autoagregativos y con un
patréon de glicosilacién similar. La proteina G se mantiene en una conformacion
extendida que sobresale por encima de la proteina F, obstaculizando el paso de los
anticuerpos neutralizantes con sus numerosas O-glicosilaciones. Esta funcion se veria
potenciada por las duplicaciones emergentes, pues éstas aportarian una longitud extra

a la proteina que provocaria que sobresaliera todavia mas sobre la proteina F.

En este trabajo, el HMPV ha sido principalmente asociado a una infeccidn del tracto
respiratorio inferior, y por lo tanto a una mayor gravedad, aunque cabe destacar que
esta observacién podria estar sesgada debido a que este estudio se ha realizado en un
contexto hospitalario. Estos resultados podrian ser diferentes en el caso de incluir

casos detectados en la comunidad.

No encontrd asociacidn entre la gravedad del curso clinico y los subgenotipos y linajes

de HMPV no portadores de duplicaciones.

Las nuevas variantes portadoras de duplicaciones, A2cCigoaup ¥ A2Ci114up, fueron
asociadas a una mayor probabilidad de desarrollar una infeccién del tracto respiratorio
inferior en el paciente adulto, sugiriendo que la respuesta inmune adquirida por estos

pacientes en infecciones pasadas no era tan eficiente frente estas variantes.



14.

15.

16.

17.

El aumento de la prevalencia de las variantes virales portadoras de duplicaciones a lo
largo del periodo estudiado, la asociacidn de éstas a la infeccion del tracto respiratorio
inferior en adultos y la predicciéon de una mayor cobertura de la proteina F por parte
de estas variantes sugiere que las duplicaciones podrian estar aportando una ventaja
evolutiva mediante un enmascaramiento estérico mejorado en comparacion a las
variantes no portadoras, contribuyendo a la evasién del sistema inmune durante la

infeccion.

Se ha demostrado la importancia de la optimizacidon y validacidon del andlisis
bioinformatico de las secuencias gendmicas del HMPV, y de todos los virus
respiratorios con un genoma de ARN, en los que es muy probable se pueden dar
eventos genéticos de insercion o delecidon. Un ensamblado mediante mapeo contra
una secuencia de referencia puede inducir errores en caso de largas duplicaciones, por

lo que deberia realizarse este analisis también mediante aproximaciones de novo.

Esta Tesis Doctoral ha contribuido enormemente con nuevas secuencias y evidencias
a un mejor conocimiento de la evolucion del HMPV, hasta ahora bastante limitado por

el escaso numero de estudios realizados.

La vigilancia gendmica es importante para la monitorizacion de la evolucién de HMPV,
la deteccidon de variantes emergentes y la asociacion de mutaciones o grupos genéticos
a factores poblacionales o clinicos, como son la edad, el sexo o la gravedad de la

sintomatologia del paciente.
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