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RESUMEN 

Los rotavirus del grupo A (RVA) son los principales agentes etiológicos de 

gastroenteritis aguda (GEA) en la población infantil. Desde el 2006 se cuentan con 

vacunas anti RVA, incluidas en el calendario nacional desde el 2010. La 

clasificación binaria de los RVA se basa en la secuencia de nucleótidos de los genes 

VP7 (genotipo G) y VP4 (genotipo P). Con el objetivo de analizar los genotipos G y 

P circulantes en Asunción y sus alrededores en un periodo posterior a la introducción 

de la vacuna en el sistema nacional, fueron colectadas 559 muestras fecales de casos 

de GEA de junio a octubre de los años 2015, 2016, 2018 y 2019. Se determinó el 

genotipo de las muestras positivas para RVA mediante RT-PCR. Los genotipos 

predominantes fueron G9P[8] (27.7%), G3P[8] (25.7%) , G6P[8] (13.3%) y G12P[8] 

(6.43%). Se detectó la circulación esporádica de G2P[4] y G1P[8]. El análisis de las 

secuencias de ambos genes mostró: i. G6P[8] y G3P[8] poseen una VP7 de origen 

zoonótico y con variaciones en múltiples sitios antigénicos respecto a genotipos 

vacunales; ii. Las P[8] de ambas cepas forman un mismo cluster filogenético y 

presentan las mismas variaciones antigénicas respecto a la P[8] vacunal; iii. Ambos 

genes agrupan con cepas de constelaciones génicas del tipo DS-1-like. Los demás 

genotipos agruparon con cepas humanas sin presentar variaciones significativas. El 

segundo objetivo fue analizar la estacionalidad y distribución etaria de los casos de 

rotavirus. Se analizó una base de datos de 10.691 casos de GEA en niños ≤ 5 años 

del 2011 al 2019. Se observó ausencia de picos estacionales en 5 años analizados y 

un leve aumento de agosto a octubre en los años con mayor proporción de casos. El 

grupo etario de ≥ 24 meses fue el de mayor incidencia. A pesar de que todaviá no es 

posible determinar una presión selectiva inducida por la vacunación, la evidencia 

global y los resultados de este trabajo apuntan a ello. La vacunación ha sido exitosa 

para reducir la severidad de la enfermedad, sin embargo, el éxito aparente de cepas 

de RVA que presentan este tipo de constelación génica no común, puede presentar 

un desafió para los programas de vacunación y enfatiza la necesidad de un monitoreo 

continuo de los rotavirus circulantes.  

. 

Palabras claves: Gastroenteritis, Rotavirus, Genotipos, Vacunas, Evolución.   
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Abstract 

Group A rotaviruses (RVA) are the main etiological agents of acute gastroenteritis 

(AGE) in children. Since 2006 there have been anti-RVA vaccines, included in the 

national calendar since 2010. The binary classification of RVA is based on the 

nucleotide sequence of the VP7 (genotype G) and VP4 (genotype P) genes. With the 

objective of analyzing the circulating G and P genotypes in Asunción and its 

surroundings after the introduction of the vaccine in the national system, 559 fecal 

samples of AGE cases were collected from June to October of the years 2015, 2016 , 

2018 and 2019. The genotype of the RVA-positive samples was determined by RT-

PCR. The predominant genotypes were G9P[8] (27.7%), G3P[8] (25.7%), G6P[8] 

(13.3%) and G12P[8] (6.43%). Sporadic circulation of G2P[4] and G1P[8] was 

detected. Sequence analysis of both genes showed: i. G6P[8] and G3P[8] have a VP7 

of zoonotic origin and with variations in multiple antigenic sites with respect to 

vaccine genotypes; ii. The P[8] of both strains form the same phylogenetic cluster 

and present the same antigenic variations with respect to the P[8] vaccine; iii. Both 

genes cluster with DS-1-like gene constellation strains. The other genotypes grouped 

with human strains without presenting significant variations. The second objective 

was to analyze the seasonality and age distribution of rotavirus cases. A database of 

10,691 cases of AGE in children ≤ 5 years of age from 2011 to 2019 was analyzed. 

An absence of seasonal peaks was observed in the 5 years analyzed and a slight 

increase from August to October in the years with the highest proportion of cases. 

The age group of ≥ 24 months had the highest incidence. Although it is not yet 

possible to determine a selective pressure induced by vaccination, the global 

evidence and the results of this work point to it. Vaccination has been successful in 

reducing the severity of the disease, however, the apparent success of RVA strains 

presenting this type of unusual gene constellation may present a challenge for 

vaccination programs and emphasizes the need for continuous monitoring. of 

circulating rotaviruses. 

Keywords: Gastroenteritis, Rotevirus, Genotypes, Vaccines, Evolution  
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Figura 20: Substituciones en la proteińa VP7 genotipo G9 de rotavirus. .................. 43 

Figura 21: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP7 de las 

RVA G9 2016 y 2018 respecto a las G9 circulantes en Paraguay antes de la 

introducción de la vacuna RV1. .............................................................................. 44 
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1.1. Gastroenteritis  

La enfermedad diarreica es una de las principales causas de mortalidad en niños 

menores de cinco años en todo el mundo. A nivel mundial, hay casi 1.700 millones 

de casos de enfermedades diarreicas infantiles cada año, especialmente en los países 

en desarrollo (1,2). La gastroenteritis aguda (GEA) se presenta principalmente como 

3 o más deposiciones de diarrea acuosa en un mismo día. Otros síntomas pueden 

incluir náuseas, fiebre alta, diarrea con sangre, vómitos prolongados o dolor 

abdominal (3). Generalmente esta enfermedad afecta a personas de todas las edades, 

observándose complicaciones potencialmente graves en niños pequeños y ancianos 

que son vulnerables a la deshidratación (4). 

La gastroenteritis puede ser causada por diversos patógenos, entre los casos más 

graves se encuentran aquellas ocasionadas por virus como: rotavirus (RV), norovirus 

y adenovirus, entre otros (5).  Según los Centros para el Control de Enfermedades 

(CDC), la gastroenteritis viral puede representar alrededor del 20% y el 40% de los 

ingresos hospitalarios por diarrea y es la quinta causa principal de muerte en niños 

(3). Rotavirus es el principal agente etiológico de GEA en niños menores de 5 años 

en todo el mundo, representando alrededor de 200.000 muertes por año (6,7).  

 

1.2. Generalidades de rotavirus  

En el 2018, en base a estudios sobre la ARN-polimerasa dependiente de ARN 

(RdRp) de la familia Reoviridae, se propuso el rearreglo de los taxas definidos en 

este grupo (8) según el ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses)  

(9). En base a esto, según la última ratificación del ICTV, se conforma el orden 

Reovirales compuesto por las familias Sedoreoviridae y Spinareoviridae (10). Según 

a esta nueva clasificación, los Rotavirus son un género de la familia Sedoviridae, 

perteneciente al orden Reovirales. Son patógenos de importancia para la salud 

pública, causantes de enfermedad diarreica grave en humanos y varias especies de 

animales de importancia económica como ganado bovino, porcino, equino y caprino, 

también aves, roedores y animales domésticos (11). Los RV fueron reconocidos 

como una de las principales causas de GEA en bebés y niños pequeños en 1973 (12), 

sin embargo, anteriormente ya se habían descubierto RV en muchas especies de 

mamíferos y durante los últimos 40 años se han realizado varias investigaciones para 
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el estudio de su estructura, replicación, patogenia y respuesta inmune a la infección 

(13).  

La transmisión de los RV se da principalmente por la ruta fecal-oral, a través del 

contacto persona a persona o mediante agua y/o superficies contaminadas. Rotavirus 

es altamente infeccioso, el “shedding” de virus infeccioso en materia fecal puede ser 

en promedio 3x1011 PFU (partículas infecciosas) por mL de heces, en contraposición 

a la dosis infecciosa en humanos, que se calcula en tan solo 10 PFU/mL. Sumado a 

ello, el virión es altamente resistente en el ambiente y puede permanecer infeccioso 

durante semanas en superficies y sustratos ambientales como el agua (14,15). 

La estacionalidad de la infección por RV en humanos difiere ampliamente en todo el 

mundo y se vuelve difícil atribuir el comportamiento de rotavirus a ciertas 

condiciones climáticas, geográficas, económicas y/o sociales (16). Anteriormente, las 

infecciones por rotavirus y otros virus entéricos, eran asociadas a temperaturas bajas 

(“diarrea de invierno”) y la diarrea causada por bacterias se asociaba con 

temperaturas más cálidas. Sin embargo, se debe tener en cuenta que estos estudios se 

basaban principalmente en lugares de clima templado y en gran parte de las 

Américas (17,18). Estudios epidemiológicos globales posteriores vieron que en 

países  de África y Asia y otras zonas con clima tropical la epidemiología de 

rotavirus se caracteriza por su presencia en todo el año (4,15,18,19). En Paraguay, un 

estudio que observó la circulación de rotavirus entre 2003 y 2005, describió la 

circulación de RV con un marcado pico estacional en los meses más fríos del año 

(20).  

1.2.1. Estructura de la partícula viral de rotavirus 

Los RV son virus no envueltos. Poseen una cápside icosaédrica formada por tres 

capas concéntricas de proteińas (Figura 1a). Su genoma está compuesto por 11 

segmentos de ARN de cadena doble (ARNdc). Cada segmento es un gen que 

codifica una proteína, a excepción del segmento 11 que posee dos marcos de lectura. 

El genoma codifica seis proteínas estructurales que conforman el virión: VP1, VP2, 

VP3, VP4, VP6 y VP7; y seis proteínas no estructurales: NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, 

NSP5 y NSP6, requeridas para la replicación viral (Figura 1c) (21,22). 
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La capa interna del virión está compuesta por la proteína VP2 que rodea al genoma y 

a dos proteínas fundamentales para su replicación inicial: la RdRp VP1 y la 

guanililtransferasa VP3 (Figura 1b) (13,23). La capa intermedia está compuesta en su 

totalidad por VP6 (Figura 1a-b), proteína conservada, altamente inmunogénica y 

necesaria para la transcripción de genes virales. La proteína VP6 sólo se expone de 

manera intracelular y es capaz de inducir altos títulos de anticuerpos IgA e IgG 

(13,23,24). Las proteínas de la cápside VP7 y VP4, que comprenden la capa más 

externa de la partícula de rotavirus, participan en la entrada del virus en la célula 

(Figura 1a) (25). Las mismas contienen múltiples sitios que componen regiones 

antigénicas identificadas, que inducen  la producción de anticuerpos neutralizantes y 

por lo tanto son objetivos clave para el desarrollo de vacunas (26–28). La 

glicoproteína VP7, de 327 aminoácidos, posee 3 regiones antigénicas principales (7-

1a, 7-1b, 7-2). Estas regiones comprenden 29 residuos en las posiciones 87-291 

(referencia accn: AF295303) (Figura 2a) (29). La proteína VP4 contiene un total de 

776 aminoácidos y se activa mediante proteólisis en dos sub-unidades: VP5* y 

VP8*. Esta última, posee 4 regiones antigénicas (8-1 al 8-4) (Figura 2b), mientras 

que VP5* contiene 5 regiones antigénicas (5-1 al 5-5), en total ambas comprenden 

37 resíduos (30). 

 

 

 

 

Figura 1: Estructura y proteínas del rotavirus. a) Corte transversal de la partícula 

viral, mostrando las proteínas de la capa externa de la cápside, VP7 y VP4, la capa 

intermedia VP6 y la capa interior VP2. b) Sección transversal, se observa la 

localización del genoma y las proteínas VP1 y VP3 ancladas a VP2, formando el 
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complejo transcripcional c) Segmentos del genoma de rotavirus y proteínas que 

codifican. VP: viral protein (proteińas estructurales); NSP: no structural protein 

(proteińa no estructural) Adaptado de Fauquet et al, 2005 (31,32).  

 

Figura 2: Regiones antigénicas en las proteínas VP7 y VP4 (VP8*) de rotavirus. 

Estructura basada en 4V7Q-PDB. (29,30,33) 

1.3. Clasificación de especies del género Rotavirus 

El género Rotavirus (familia Sedoreoviridae) comprende 9 especies (RVA-RVJ) (10) 

que se diferencian según la reactividad serológica y la variabilidad genética de la 

proteína VP6 (34,35). Sólo cuatro de ellas: RVA, RVB, RVC y RVH infectan 

humanos, siendo la especie Rotavirus A (RVA) la causa del 99% de las infecciones 

en humanos (13,36,37).  

 

1.3.1 Clasificación de genotipos en la especie Rotavirus A 

 

Actualmente, existen dos formas de clasificar a los RVA. La clasificación más 

antigua y simple, se basa en la secuencia de los genes que codifican las proteínas 

VP4 y VP7; sin embargo, este sistema no permite evaluar de manera completa la 

diversidad y evolución de los rotavirus, por lo que se desarrolló un sistema de 

clasificación que asigna un genotipo a cada uno de los demás genes que componen el 

genoma  (36,38,39).  
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1.3.2 Sistema binario de genotipificación de RVA  

El sistema binario de clasificación de los RVA se basa en la secuencia de nucleótidos 

que codifican dos proteínas de la cápside externa: VP7 y VP4. La variabilidad de 

estos genes define los genotipos G (VP7) y los genotipos P (VP4) (Tabla 1). 

Actualmente, se han descrito al menos 36 tipos G y 51 tipos P (39–41). Existen 

protocolos de RT-PCR ampliamente utilizados, que permiten genotipificar a la 

mayoría de los genotipos de G y P que circulan en humanos y animales (28,34,42).  

1.3.3 Clasificación del genoma completo de rotavirus (constelaciones de genes) 

La clasificación binaria tradicional fue ampliada y en base a la identidad de 

nucleótidos de cada segmento, se asignó un genotipo a los 9 genes restantes del 

genoma (Tabla 1) (36,39,43). En este sistema sistema basado en la secuencia de 

todos los genes, Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx designan los genotipos 

para los genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 

respectivamente (37,44). Este sistema se actualiza cada cierto tiempo y se utiliza 

ampliamente para analizar las relaciones evolutivas entre las diferentes cepas de RV 

(45). 

Tabla 1. Genotipos descritos para los genes de rotavirus.   

 

Proteínas 

codificadas 

Número de 

genotipos 

 Identidad (nucleótidos) para 

designar un genotipo (cut-off) 

VP1 21 R 83 % 

VP2 19 C 84 % 

VP3 19 M 81 % 

VP4 51 P 80 % 

VP6 26 I 85 % 

VP7 36 G 80 % 

NSP1 30 A 79 % 

NSP2 20 N 85 % 

NSP3 21 T 85 % 

NSP4 26 E 85 % 

NSP5 21 H 91 % 
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Los valores de cut-off muestran el porcentaje de identidad de los 

nucleótidos que definen los genotipos de RVA (40,41).   

 

1.4. Epidemiología de RVA  

Los estudios epidemiológicos permitieron estimar que la infección por rotavirus se 

da prácticamente en todos los niños durante los primeros 5 años de vida. La 

frecuencia de infección es similar en todo el mundo; sin embargo, en paiśes de bajo 

nivel socioeconómico es una causa importante de mortalidad. En paiśes de alto nivel 

económico se asocia a una alta morbilidad, pero baja mortalidad (46,47).  

Los genotipos G y P de rotavirus fluctúan año tras año en diferentes sitios 

geográficos y diferentes genotipos pueden co-circular en un determinado momento. 

Las razones de esta fluctuación no son bien comprendidas hasta el momento, pero 

algunos de los factores propuestos son sutiles diferencias en la inmunidad 

heterotípica así como los efectos de las variaciones genéticas (mutaciones y 

reordenamientos) (48). RVA engloba hasta el momento 36 genotipos G y 51 

genotipos P, de éstos, sólo 11 genotipos G y 13 genotipos P se han descrito en 

humanos. Si bien durante la replicación, la segregación de cada gen en una nueva 

partícula viral es independiente, sólo unas pocas combinaciones de tipos G y P como 

G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] y G12P[8] han predominado en la 

población humana (48). Estudios anteriores mostraron que G1P[8] representaba el 

genotipo de RVA más común a nivel mundial antes de la introducción de las vacunas 

de RV  (33,49). Sin embargo,  en países de África han sido prevalentes genotipos de 

RVA menos frecuentes en humanos, como G8P[6] y G8P[8] (22). En Latinoamérica, 

a diferencia de países como Estados Unidos, se ha observado que los genotipos 

predominantes cambian de un año a otro sin ningún patrón epidemiológico marcado 

(50). 

Esta misma restricción en las combinaciones de genes ha sido observada a en todo el 

genoma; en la población humana circulan 3 principales agrupaciones de genes a los 

cuales se los denomina “genogrupos” o “constelaciones”, las cuales por lo general se 

mantienen constantes y han sido nombrados de acuerdo con su cepa de referencia 

Wa, DS-1 y AU-1. Las constelaciones que poseen patrones del tipo (G1P[8], G3P[8], 

G4P[8], G9P[8] o G12 P[8]) acompañados de I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1, son 
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las cepas “Wa-like” más comunes. Las cepas del tipo “DS-1-like” presentan un 

genoma G2P[4] acompañado de I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. Del mismo modo, 

las cepas “AU-1-like” más frecuentes presentan un genoma G3P[9] acompañado de 

I3-R3-C3-M3-A3/A12-N3-T3-E3-H3 (48,50). Estas constelaciones de genotipos 

comunes en rotavirus humanos tienen su origen en distintas especies animales, lo que 

destaca los vínculos evolutivos entre los rotavirus de diversas especies (38,43). No se 

sabe con exactitud la causa de dichas restricciones, pero existen evidencias que 

señalan a la interacción entre las proteínas de la partícula viral y a la interacción 

virus-hospedero como los principales reguladores (51,52).  

1.5. Mecanismos evolutivos y diversidad de rotavirus 

La evolución y diversidad de los RVA están dirigidas por la interacción entre los 

genes virales, la adaptación a hospederos y el escape a la respuesta inmune (48). Los 

mecanismos encontrados hasta el momento comprenden: 

i) Acumulación de mutaciones puntuales (deriva genética - genetic drift): Como 

resultado de la predisposición de la RdRp a cometer errores. La tasa de mutaciones 

que se acumulan en el tiempo varía entre los genes. Las regiones que tienen mayor 

tendencia de acumular mutaciones son los epítopos en las proteínas de superficie, ya 

que las mismas están implicadas en los cambios de afinidad de los anticuerpos (53). 

ii) Rearreglos génicos: Los rearreglos de genes abarcan inserciones, deleciones y 

duplicaciones parciales de un segmento de gen, esto ocurre tanto en regiones 

codificantes o como no codificantes, principalmente de genes no estructurales. 

Aunque no hay certeza al respecto, una potencial ventaja conferida por los rearreglos 

podría ser el incremento en la capacidad de codificar proteínas de un gen, por 

ejemplo, la duplicación en el segmento 11 de RVA que es capaz de codificar NSP5 y 

NSP6 (48). 

iii) Reordenamiento Genético:  Debido a la naturaleza segmentada del genoma, los 

reordenamientos pueden ocurrir durante de la infección simultánea entre diferentes 

cepas de RVA. El reordenamiento genético de RVA puede ocurrir entre RVA 

humanos y humanos, RVA humanos y animales o RV animales y animales (Figura 3 

A) (11). En base a la predominancia de ciertas combinaciones génicas, se propone 
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que las posibilidades de combinaciones están restringidas por la afinidad entre las 

proteínas que formarán el virión. Sin embargo en lugares de alta transmisión del 

virus, la presión por mantener una constelación preferida puede verse superada por el 

constante intercambio de genes (36,54).  

iv) Transmisión interespecie: La aparición de nuevas cepas emergentes en humanos 

sugiere que la transmisión interespecie contribuye considerablemente a la diversidad 

de RVA (Figura 2B) (55,56). Existen dos principales rutas por las cuales los RVA 

pueden adquirir un nuevo hospedero: i-) la transmisión directa de una cepa de 

rotavirus desde una especie a una nueva especie hospedera; ii-) el reordenamiento 

entre cepas de RV de diferentes hospederos, por ejemplo, una cepa humana que 

reordena con una cepa animal. Esta segunda vía, ha sido hasta el momento la más 

exitosa, ya que en los casos de zoonosis directa, la transmisibilidad en una nueva 

especie de hospedero por lo general se ve afectada por los factores genéticos del 

mismo. Sin embargo, el reordenamiento, podría permitir la introducción de nuevos 

antígenos desconocidos para el nuevo hospedero, pero mantener los genes virales 

necesarios para seguir replicando eficientemente en el mismo (48,51,53,57).  
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Figura 3: Reordenamiento genético y transmisión interspecies. A) 

Reordenamiento en rotavirus. La coinfección de dos cepas de rotavirus diferentes (A 

y B) da como resultado la generación / aparición de reordenamientos debido al 

intercambio de segmentos génicos. B) Transmisión entre especies. La transmisión de 

segmentos de genes o virus completos de no humanos da como resultado la 

evolución y detección de nuevas cepas de rotavirus en humanos. Extraído de Jain et 

al, 2014 (58). 
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1.6. Vacunas  

Desde que se descubrieron los RV como un patógeno entérico importante que afecta 

principalmente a niños, se han unido esfuerzos para desarrollar una vacuna. El 

objetivo de producir una vacuna contra el rotavirus desde el principio fue la 

prevención de la mortalidad mundial (59).  

La primera vacuna que se desarrolló contra RV fue desarrollada por Wyeth-Lederle 

(RotaShield®, Philadelphia, USA). RotaShield®, fue una vacuna reordenante rhesus-

humana, que consistía en una VP7 humana con genotipos G1, G2 y G4 reordenada 

en una cepa de rotavirus rhesus (RRV) G3P[3] (60,61). En 1998 fue aprobado su uso 

en los Estados Unidos por su alta eficiencia, pero menos de un año después de la 

licencia, se retiró del mercado debido a que se observó un aumento pequeño pero 

significativo de casos de invaginación intestinal, asociado a la administración de esta 

vacuna (62). Sin embargo, se siguieron realizando investigaciones con RotaShield® 

como alternativa de vacuna contra el rotavirus en países en desarrollo (63). 

Actualmente hay cuatro vacunas para rotavirus disponibles, Rotarix® (RV1) 

(GlaxoSmithKline Biologicals) con licencia desde el 2008, RotaTeq® (RV5) (Merck 

& Co., Inc.) con licencia desde el 2006, Rotavac® (Bharat Biotech, Hyderabad, 

India), vacuna monovalente atenuada, la cual recibió la licencia en el año 2014 y 

ROTASIIL® (Serum Institute of India PVT. LTD., Pune, India) vacuna oral 

pentavalente reordenante humano-bovino, autorizada en el 2017 (64). Las vacunas 

Rotavac® y ROTASIIL® son más bien de uso regional, se utilizan actualmente en la 

India (ambas vacunas) y en Palestina (solo Rotavac) (65). Inicialmente, la protección 

de las vacunas se basa en los anticuerpos producidos contra los epit́opes de 

neutralización presentes en las proteińas de superficie VP7 y VP4 (Figura 2).  

Las vacunas utilizadas ampliamente a nivel mundial son RV1 y RV5. En los ensayos 

clínicos con estas dos vacunas no se observó un aumento del riesgo de invaginación 

intestinal, que se había observado previamente con RotaShield® (65,66). RV1 es una 

vacuna monovalente que consiste en una cepa de rotavirus humano vivo atenuado de 

genotipo G1P[8], donde el fundamento fue inducir inmunidad específica contra el 

genotipo más común en humanos e inmunidad heterotípica contra los demás 

genotipos (59). RV5 es una vacuna pentavalente reordenada humano-bovina que 
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posee los genotipos humanos G1, G2, G3, G4 y P[8] reordenados en un rotavirus 

bovino de genotipo G6P[5] (cepa de rotavirus WC3) (47). 

En el 2008, la OMS recomendó la introducción de vacunas contra el rotavirus en los 

programas ampliados de inmunización (PAI) para todos los países, particularmente 

aquellos con altas tasas de mortalidad por diarrea en los niños menores a 5 años. Para 

ello se autorizaron las vacunas RV1 y RV5 (67,68).  

Hasta octubre del 2018, aproximadamente la mitad de todos los países del mundo 

han introducido vacunas contra rotavirus en sus programas de inmunización, algunos 

países habían introducido la vacuna contra el rotavirus de forma gradual o regional 

(Figura 4). La introducción de las vacunas contra el rotavirus han aumentado 

especialmente desde 2013, pasando de 53 a 98 países. Y según los últimos reportes 

del año 2020, 107 países han introducido a su PAI las vacunas contra rotavirus (69). 

 

 

Figura 4: Mapa de introducción de la vacuna contra el rotavirus en todo el 

mundo. El estado de la introducción de la vacuna contra el rotavirus se indica por 

color, con verde oscuro para la introducción universal (nacional) y marrón claro para 

la introducción aprobada por fases. Los países que no han introducido la vacuna 

contra el rotavirus en sus calendarios nacionales de inmunización se muestran en gris 

(69). 

 

La introducción de las vacunas ha demostrado ser eficaz en la inducción de 

protección contra los genotipos predominantes a nivel mundial, sin embargo la 

inmunización como una intervención sanitaria puede tener un efecto sobre la 

diversidad de genotipos. Los segmentos de genes de la cápside externa (VP7 y VP4) 

son más diversos y se reordenan más fácilmente que los nueve segmentos internos 

Estado actual de 

introducción de la vacuna

Introducido

Planificación

No introducido
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restantes. Se han demostrado diferencias en los epítopos antigénicos de VP7 y VP4 

conocidos entre las cepas vacunales y las cepas circulantes actualmente, donde por 

ejemplo la VP7 G1 presenta varias sustituciones en sitios antigénicos al compararlas 

con la VP7 G1 presente en la vacuna monovalente (70,71).  

1.7. Situación de la infección por RVA luego de la introducción de la vacuna 

contra rotavirus a nivel mundial 

En varios países del mundo se ha reportado una reducción importante en los casos de 

GEA asociada al rotavirus (72,73). Los ensayos clínicos demostraron una alta 

eficacia (85% - 98%) de ambas vacunas en países de ingresos altos y medianos de 

América, Asia y Europa, muchos países de estas regiones fueron los primeros en 

implementar programas nacionales de vacunación contra el rotavirus a principios del 

2006 (74). Mientras que los ensayos clínicos en países de bajos recursos en África y 

Asia, mostraron una eficacia moderada (50% - 64%) pero con un alto impacto en la 

salud pública, dado el índice elevado de enfermedad por rotavirus en estos países 

(74,75).  

En 2015 en Latinoamérica, se estimó que, debido a la introducción de las vacunas, 

fueron prevenidas 125,000 hospitalizaciones y 800 defunciones por rotavirus en la 

región. En 2016, se estimó una disminución de muertes por rotavirus de niños 

menores de 5 años a nivel mundial, pasando de 528.000 muertes (año 2000) a 

215.000 muertes (año 2013) (1,76). Mientras que en el 2018, en la Latinoamérica y 

el Caribe, fue observada una disminución de 64% de las hospitalizaciones por 

rotavirus, 32,8% de las hospitalizaciones y 53,5% de las defunciones por GEA en 

niños menores de 5 años (1). 

A nivel mundial, antes de la introducción de la vacuna, los genotipos G1, G2, G3, 

G4, G9 en combinación con P [4], P [6] o P [8] constituían más del 90% de las cepas 

circulantes en humanos (77). Sin embargo, poco después de la introducción de la 

vacuna en varios países, se ha observado una variabilidad regional, donde se ha 

reportado la aparición repentina de cepas de rotavirus no comunes (6,22). Varios 

estudios epidemiológicos actuales indican fluctuaciones de G y P de los rotavirus 

circulantes en humanos, por ejemplo el aumento de genotipos G y P rotavirus 

predominantes en animales e inusuales en humanos como por ejemplo (G5-G6, G8,  
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G10, G12, G11 y G20) y (P[1]-P[3], P[5], P[7], P[9], P[11], P[14], P[19] y P[25]) 

(22,70,78). Así también, se ha observado el aumento de coinfecciones, informado en 

países como la India, Bangladesh, Sudáfrica y Malawi (6,79,80).  

1.8. Situación de la infección por rotavirus en Paraguay  

El Departamento de Biología Molecular y Biotecnología del Instituto de 

Investigaciones en Ciencias de la Salud (DBMB-IICS) ha estudiado la epidemiología 

de rotavirus en Asunción y alrededores desde 1998, siendo los datos reportados por 

el DBMB-IICS antes de la introducción de la vacuna los únicos disponibles en la 

literatura. Los genotipos predominantes a nivel mundial (G1P[8], G2P[4], G3P[8] 

(Wa-like), G4P[8] y G9P[8]) fueron detectados en diferentes porcentajes en la 

población de Asunción y Gran Asunción (81,82). Desde el año 2010, Rotarix® 

forma parte del PAI (33). Según lo informado por el Ministerio de Salud, la 

cobertura de vacunación nacional en los años 2010 al 2019 varió entre el 55% y el 

81% (83). En el sector privado, también se encuentra habilitada para su aplicación la 

vacuna RotaTeq®. 

Chavers y colaboradores reportaron que Paraguay se encontraba con un estrato de 

alta mortalidad infantil (≤ 5 años) hasta el año 2010, en comparación con otros países 

de Latinoamérica (Figura 5) utilizando los datos reportados por UNICEF (66).  
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Figura 5:  Mapa de países de América Latina y el Caribe incluidos en revisión 

sistemática por estratos de mortalidad (66). 

Los últimos reportes emitidos por la Organización Panamericana de la Salud (OPS) 

en Paraguay, en el 2017 el 12,5 % de los casos de gastroenteritis severa fue causada 

por rotavirus, con un 5,5% de mortalidad (84). Estos son los datos sobre la situación 

de la infección por RV en nuestro país, siendo importante resaltar que la información 

disponible es escasa. 

Pasados 11 años de vacunación a nivel nacional en Paraguay la información sobre su 

potencial influencia sobre el comportamiento de las infecciones, así como de los 

genotipos de rotavirus que circulan en nuestro país, es limitada. 

Si bien es difícil estimar el impacto futuro de la vacuna en la genética del virus y 

cómo estos potenciales cambios puedan impactar en la efectividad de la 

inmunización, sabemos que las vacunas anti-rotavirus se enfrentan a virus que son 

genéticamente diversos y evolutivamente dinámicos. El monitoreo continuo de la 

dinámica de genotipos de rotavirus circulantes es necesario para entender su patrón 

evolutivo. Esto requerirá de un análisis cuidadoso para interpretar si la 

Leyenda

No incluido

Vacuna no introducida

Estratos de Mortalidad Infantil 

Alto

Bajo
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predominancia de nuevos genotipos se debe a patrones naturales de cambios de 

genotipos en el tiempo o a la presión selectiva inducida por la vacunación, con miras 

a evaluar y refinar en el tiempo las estrategias de inmunización contra este patógeno. 

Debido a que la introducción de la vacunación con RVA requiere una información 

exhaustiva de la carga de la enfermedad y la diversidad viral, este trabajo tuvo como 

objetivos aportar datos sobre la diversidad de genotipos de RVA circulantes en los 

años post-vacunales 2015, 2016, 2018 y 2019, así como datos de las infecciones en la 

población infantil que asistió de 2011 a 2019 a uno de los mayores hospitales 

pediátricos de la ciudad de Asunción, Paraguay.  
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2.1 Objetivo general 

1. Analizar los genotipos G (VP7) y P (VP4) de las cepas de rotavirus circulantes en 

Asunción y sus alrededores de los años 2015, 2016, 2018 y 2019. 

2. Analizar la estacionalidad y distribución etaria de los casos de rotavirus post 

introducción de la vacuna (2011-2019) en Asunción y sus alrededores.   

2.2 Objetivos específicos     

Para el objetivo general 1 

1. Determinar la presencia de rotavirus en muestras fecales de diarrea de niños 

menores de 5 años provenientes de Asunción y Gran Asunción durante los años 

2015-2016 y 2018-2019. 

2. Determinar los genotipos de los genes VP7 (genotipos G) y VP4 (genotipos P) de 

las muestras positivas para rotavirus detectadas. 

3. Analizar filogenéticamente la secuencia de los genes VP7 y VP4 de las cepas de 

rotavirus predominantes en Asunción y Gran Asunción durante los años 2015-2016 y 

2018-2019. 

4. Analizar los cambios aminoacid́icos en sitios antigénicos de las proteińas VP7 y 

VP4 de rotavirus. 

Para el objetivo general 2 

1. Determinar la frecuencia de casos de RVA en niños menores de 5 años, por mes, 

de 2011 a 2019. 

2. Determinar la frecuencia de casos de RVA en años por rango etario en niños 

menores de 5 años de 2011 a 2019.   
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3.1.  Diseño, sujeto de estudio y reclutamiento 

Estudio de tipo observacional, descriptivo, la colecta de muestras fue probabilística 

por conveniencia. Las muestras corresponden a remanentes de muestras fecales de 

niños con GEA con edad comprendida entre 0 a 5 años, que acudieron a un hospital 

privado de la ciudad de Asunción de junio a septiembre de los años 2015, 2016, 2018 

y 2019. Las muestras fueron seleccionadas al azar en el laboratorio de origen y 

enviadas al Departamento de Biología Molecular y Biotecnología del Instituto de 

Investigaciones en Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Asunción 

(DBMB-IICS-UNA) para los análisis moleculares donde fueron codificadas y 

almacenadas en a -80C. El hospital colaborador proporcionó los datos 

epidemiológicos de las muestras colectadas (edad, sexo y fecha de toma para todas 

las muestras y resultado de inmunocromatografía para RVA en algunos casos). Así 

también proporcionó la planilla anual de muestras analizadas por 

inmunocromatografía para la presencia de rotavirus en su laboratorio, que cuenta con 

datos de edad y fecha de toma de muestra. 

3.2.  Muestras a ser analizadas para detección de RVA por RT-PCR en tiempo 

real y genotipificación de VP7 y VP4 por RT-PCR convencional 

Se colectaron 79 muestras de 2015, 128 de 2016, 137 de 2018 y 215 de 2019 en los 

meses de alta circulación de rotavirus: junio, julio, agosto y septiembre. El flujo de 

trabajo para la detección de RVA y su genotipificación es como sigue:   
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Figura 6: Flujograma de Trabajo para análisis moleculares (28,42,85,86). 

3.3.   Extracción de ARN partir de muestras fecales 

Se realizó la extracción de ARNdc de 559 muestras fecales correspondiente a los 

años 2015, 2016, 2018 y 2019, almacenadas a -80°C en el DBMB-IICS-UNA.  Se 

utilizó el kit de extracción Tissue Total RNA Purification (Favorgen, USA), partiendo 
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de una solución fecal al 10% a partir de 0,100g (peso húmedo) de heces en una 

solución de PBS al 0,01%.  

3.4.   Detección de ARN de rotavirus   

Primeramente, se realizaron pruebas con ARN de muestras positivas para rotavirus 

previamente  tipificadas y secuenciadas, algunas de ellas depositadas en el GenBank 

(KJ626609.1, KJ626756.1) (87,88) para la detección mediante transcripción reversa 

y reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, RT-qPCR, del gen NSP3 según 

los descrito por Zeng y colaboradores en 2008 (89). Al tratarse de ARN de doble 

cadena, se requiere su desnaturalización para una mayor eficiencia de amplificación. 

Se probaron dos reacciones, una desnaturalizando el ARN de cadena doble antes de 

la RT-PCR y otra omitiendo el paso de desnaturalización según lo descrito por 

Mijatovic y colaboradores en 2013 (90). Se decidió que la detección de las muestras 

del estudio se realizara con el protocolo sin desnaturalización previa. 

3.5.   Caracterización molecular de los genes VP7 y VP4 de rotavirus mediante 

heminested-multiplex-RT-PCR  

Se realizó la síntesis de ADN complementario (ADNc) de las muestras positivas para 

el gen NSP3. Se utilizaron cebadores randómicos hexaméricos (Invitrogen, USA) y 

transcriptasa reversa MMLV (Promega, CA, USA) según las instrucciones del 

fabricante. Para obtener el ADNc para la PCRs convencional, sí se realizó la 

desnaturalización del ARNdc, debido a que la sensibilidad de esta técnica es menor a 

la RT-PCR en tiempo real. 

 

3.5.1. Primera Amplificación  

Se  amplificaron la porción VP8* (variable) del gen VP4 y VP7 utilizando cebadores 

específicos según los descrito por Gentsh y colaboradores, 1992 y Gouvea y 

colaboradores, 1990 respectivamente (28,42). Para el gen VP4 (876 pb), se realizó 

una mezcla de reacción compuesto por: agua libre de RNAsas, Buffer [1X], MgCl2 

[1mM], mezcla de dNTPs [0,2 mM], par de cebadores [0,2 uM], Taq Polimerasa 

(InvitrogenTM) [5U/uL] y 2 uL de ADNc para un volumen final de 25 uL. El 

protocolo de ciclado se describe a continuación: desnaturalización inicial a 94°C por 
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5 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos, 

72°C por 1 minutos y una extensión final a 72°C por 7 minutos.  

Para el gen VP7 (1062 pb); se realizó una mezcla de reacción compuesta por: agua 

libre de RNAsas, de Buffer [1X], MgCl2 [1 mM], 1 uL de DMSO, mezcla de dNTPs 

[0,2 mM], par de cebadores [0,2 uM], Taq Polimerasa (InvitrogenTM) [5U/uL] y 2 uL 

de ADNc para un volumen final de 25 uL. El protocolo de ciclado se describe a 

continuación: desnaturalización inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 

94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos, 72°C por 1 minutos y una extensión 

final a 72°C por 7 minutos. 

 

3.5.2 Segunda Amplificación: identificación de genotipos G (VP7) y P (VP4) 

Seguidamente se realizó heminested multiplex-PCR del producto inicial de cada uno 

de los genes, según los descrito por Gentsch y colaboradores, 1992, Das y 

colaboradores, 1994 y Castello y colaboradores, 2006 (28,85,86). Esto permitió la 

identificación de los genotipos que circulan más ampliamente en la población 

humana: P8, P6, P4 y P9 de VP4 así como  G1, G2, G3, G4, G9 y G12 de VP7.  

Para la genotipificación de VP4, se tomó 2 uL de producto de la primera 

amplificación de VP4 y se agregó a la mezcla de reacción compuesta por: Buffer 

[1X], 1 uL MgCl2 [1 mM], mezcla de dNTPs [0,2 mM], cada cebador [0,2 uM], Taq 

Polimerasa (InvitrogenTM) [5U/uL] y agua libre de RNAsas hasta llegar a 25 uL de 

reacción. El protocolo de ciclado es desnaturalización inicial a 94°C por 3 minutos, 

seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 42°C por 30 segundos, 72°C por 30 

segundos y una extensión final a 72°C por 7 minutos. Los fragmentos esperados se 

observan en la Tabla 2. Para la genotipificación de VP7, se tomó 2 uL de producto de 

la primera amplificación de VP7 y se agregó a la mezcla de reacción compuesta por: 

Buffer [1X], MgCl2 [1 mM], mezcla de dNTPs [0,2 mM], cada cebador [0,2 uM], 

Taq Polimerasa (InvitrogenTM) [5U/uL] y agua libre de RNAsas hasta llegar a 25 uL 

de volumen. El protocolo de ciclado es desnaturalización inicial a 94°C por 3 

minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 47°C por 30 segundos, 72°C 

por 30 segundos y una extensión final a 72°C por 7 minutos. Los fragmentos 

esperados se observan en la Tabla 2 (28,42,85,86).  
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3.5.2. Detección de los genotipos G6 y G8 de rotavirus    

Para detectar los genotipos G6 y G8, se tomó 2 uL de producto de la primera 

amplificación de VP7 y se agregó a la mezcla de reacción compuesta por: Buffer 

[1X], MgCl2 [1 mM], mezcla de dNTPs  [0,2 mM],  cada cebador [0,2 uM],  Taq 

Polimerasa (InvitrogenTM) [5U/uL] y agua libre de RNAsas hasta llegar a 25 uL de 

volumen. La lista de cebadores utilizados se observa en la Tabla 2.  

pb: pares de base  

 

3.5.3. Visualización de productos de amplificación 

Los productos de la segunda amplificación de los genes VP7 y VP4 se separaron 

mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, junto con un marcador de peso 

molecular como referencia. La electroforesis se realizó por 1 hora a 100 V 

Tabla 2. Cebadores empleados para el genotipado de rotavirus grupo A.  

GEN CEBADOR SECUENCIA AMPLIFICADO 

(pb) 
REFERENCIA 

VP7 1er 

Round 

VP7-1 

 

VP7-2 

5'ATGTATGGTATTGAATATACCAC3' 
     

5' AACTTGCCACCATTTTTTCC 3' 

     

1062 Gouvea et al, 

1990 

VP7 2do 

Round 

9con1 

 

   G1-R 

G2-R 

G3-R 

G4-R 

G6-R 

G8-R 

G9-R 

 G12-R 

5' TAGCTCCTTTTAATGTATGG 3' 

 

5' TCTTGTCAAAGCAAATAATC 3' 

5' GTTAGAAATGATTCTCCACT 3' 

5' GTCCAGTTGCAGTGTTAGC 3' 

5' GGGCTGATGGAAAATTAGC 3' 

5' CTAGTTCCTGTGTAGAATC 3' 

5' CGGTTCCGGATTAGACAC 3' 

5' TATAAAGTCCATTGCAC 3' 

    5' GTCCAGTCGGGATCAGTT 3' 

 

 

158 

244 

466 

403 

449 

754 

110 

308 

Das et al, 

1994 

 

 

 

 

 

Castello et al, 

2006 

VP4 1er 

Round 

VP4-1 

 

VP4-2 

5'TGGCTTCGCCATTTLATAGAC3' 

 

5'ATTTCGGACCATTTATAACC 3' 

876 Gentsch et al, 

1992 

VP4 2do 

Round 

VP4-1 

 

P4K-R 

P6-R 

P8K-R  

P9-R 

5'TGGCTTCGCCATTTLATAGACA3' 

 

5'CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC3' 

5'TGTTGATTAGTTGGATTCAA 3' 

5'TCTACTTGGATAACGTGC 3' 

5'TGAGACATGCAATTGGAC 3' 

 

 

483 

267 

345 

392 

Gentsch et al, 

1992 
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constantes. El gel se tiñó con bromuro de etidio y se visualizó en el equipo de 

transiluminador con cámara (UVDI-Major Science). 

          

Objetivo específico 3: Analizar filogenéticamente la secuencia de los genes VP7 

y VP4 de las cepas de rotavirus predominantes en Asunción y Gran Asunción 

durante los años 2015-2016 y 2018-2019. 

3.6. Obtención de productos para secuenciación 

Se seleccionaron al azar del 10% al 20% de las muestras de genotipos predominantes 

de cada año y todas las muestras disponibles de los genotipos poco comunes para su 

secuenciación. Se amplificó un fragmento de 950 pb que cubre todo el marco de 

lectura del gen VP7, mediante PCR de la primera amplificación descrita en el punto 

3.6.1, utilizando los primers 9con1 y 9con2 descritos por Das y colaboradores, 1994 

(85). 

El producto a ser secuenciado para VP4 fue el producto de primera amplificación 

(876 pb) descrito en el punto 3.6.1, que corresponde a la porción VP8*, región 

variable de VP4. 

Los productos se visualizaron en geles de agarosa al 1% junto con un marcador de 

peso molecular como referencia. Se cuantificaron utilizando el fluorómetro QubitTM 

y enviaron a Macrogen, Corea, para su secuenciación por el método de Sanger. La 

empresa realizó la secuenciación y envió los cromatogramas obtenidos.  

  

3.7. Análisis de secuencias obtenidas 

Los cromatogramas recibidos se verificaron y corrigieron manualmente utilizando el 

software BioEdit 7.2 (91). Se creó un archivo fasta de las secuencias corregidas. Los 

genotipos se determinaron utilizando la herramienta de genotipificación Rotavirus A 

Genotype Determination de VIPR (Virus Pathogen Resource) (92). 

 

3.8.  Análisis filogenético de la secuencia nucleotídica de los genes VP7 y VP4 

de rotavirus 

Para determinar las agrupaciones filogenéticas, se prepararon matrices de secuencias 

a partir de secuencias de rotavirus depositadas en Genbank (93) para cada genotipo 
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de VP7 y VP4. Las secuencias se renombraron de acuerdo con las reglas de 

nomenclatura para rotavirus (Grupo-Especie/Hospedero de origen/País de 

identificación /Nombre común /Año de identificación/Genotipos Gx y Px) utilizando 

el programa BioEdit y NotePad++ (37,91,94). 

Se realizó el alineamiento global de las secuencias obtenidas en el estudio junto a las 

secuencias obtenidas del Genbank utilizando la herramienta en lińea MAFFTv7 (95). 

Para inferir la filogenia de los rotavirus analizados con el método de máxima 

probabilidad, se utilizó la herramienta en lińea IQ-TREE (96), para encontrar el 

mejor modelo de substitución y construir los árboles. Se consideró mejor modelo 

aquél cuyo valor AIC (Akaike Information Criterion) fue menor. Una vez elegido el 

modelo, se construyó un árbol filogenético llevando a cabo 1000 reproducciones 

aleatorias (Bootstrap = 1000) del árbol. 

Los árboles construidos fueron visualizados y editados con FigTreeV1.4.4 (97).   

Objetivo específico 4: Analizar los cambios aminoacídicos en sitios antigénicos 

de las proteínas VP7y VP4 de rotavirus 

3.9.  Inferencia de la secuencia de aminoácidos de las proteínas VP7 y VP4 

(porción VP8*)  

A partir de los alineamientos nucleotid́icos, se infirió la secuencia de aminoácidos 

utilizando la herramienta “Translate” el programa Bio-Edit. Todas las secuencias de 

la matriz se colocaron en el marco de lectura correcto (ORF) de VP7 y VP8*(91).  

3.10. Mapeo de sustituciones de aminoácidos de las proteínas VP7 y VP4 

(porción VP8*) 

Los alineamientos de aminoácidos de VP7 y VP4 se construyeron con MAFFT v7.2. 

Los análisis estructurales de VP7 y VP4 se realizaron mapeando las sustituciones 

sobre el modelo 4V7Q del Protein Data Bank (PDB) (98). Las estructuras y los sitios 

con sustituciones señalados, se visualizaron utilizando el programa Chimera USCF 

(99). 
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Objetivo general 2 

Objetivo específico 1: Determinar la frecuencia de casos de RVA en niños 

menores de 5 años, por mes, de 2011 a 2019. 

3.11.  Análisis de base de datos por fecha de toma 

A partir de los datos anuales totales de pedidos de análisis de inmucromatografía 

para rotavirus, en el rango de 0-60 meses, proveídos por el hospital colaborador, se 

creó una base de datos (anonimizada) en el programa Excel. El número de casos de 

GEA con análisis para rotavirus por año se describe en el Anexo 1. La base de datos 

posee datos epidemiológicos como fecha de toma de muestra, edad, sexo, 

diagnóstico de rotavirus por inmunocromatografiá, estatus internado/ambulatorio de 

los años 2011-2019. En este hospital, se pide la prueba para RVA de rutina para los 

casos de diarrea. Con estos datos se cuantificaron la frecuencia de casos positios para 

RVA por mes y por año, para crear un gráfico de estacionalidad de RVA en el 

periodo analizado.  

Objetivo específico 2: Determinar la frecuencia de casos de RVA por rango 

etario en niños menores de 5 años de 2015 a 2019. 

3.12.  Análisis de base de datos por edad 

A partir de la base de datos descrita en el objetivo especif́ico 3.12, se cuantificaron 

los casos positivos para RVA en los rangos 0-23 meses, 24-47 meses y 48-60 meses, 

para determinar la distribución de los casos positivos según el grupo etario. 

3.13.  Asuntos éticos  

Las muestras remitidas al DBMB-IICS-UNA fueron condificadas, de manera a que 

durante todo el estudio no se utilice información sensible y se respete el anonimato. 

El acceso a los datos del Biobanco es limitada para los investigadores implicados en 

el estudio.  Las muestras que se utilizaron corresponden al proyecto P23/03 con 

adenda actualizada en el 2021.  
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4. RESULTADOS 
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4.1. Resultados del Objetivo general 1: Analizar los genotipos G (VP7) y P (VP4) 

de las cepas de rotavirus circulantes en Asunción y alrededores de los años 2015, 

2016, 2018 y 2019. 

 

4.1.1. Detección de rotavirus en muestras fecales de diarrea de niños menores de 

5 años provenientes de Asunción y Gran Asunción durante los años 2015-2016 y 

2018-2019 mediante RT-PCR en tiempo real. 

Para probar la efectividad del gen NSP3 de RVA como blanco de detección para 

diferentes genotipos, se realizó la prueba previamente con muestras positivas de 

todos los genotipos detectados hasta la fecha en estudios previos el laboratorio del 

DBMB-IICS-UNA. Se realizaron dos reacciones diferentes: con desnaturalización 

previa del ARNdc y sin desnaturalización previa del ARNdc, como sugiere Mijatovic 

y colaboradores (90), con el fin de comprobar si era posible omitir el paso de 

denaturalización del ARN para estas reacciones. Los valores de Ct obtenidos se 

observan en la Tabla 3 y la intensidad de la fluorescencia en la Figura 7. 

      Ct: Cycle threshold; * número de acceso genbank 

 

 

  

Tabla 3: Detección del gen NSP3 de RVA por RT-PCR en tiempo real  

Muestra/(genotipo) Ct de ARN sin 

desnaturalizar 

Ct de ARN  

desnaturalizado 

1657SR (G1[P8]) 21,58 15,25 

1388SR (KJ626609.1)* (G2[P4]) 9,94 10,1 

1395SR (KJ626756.1)* (G2[P4]) 25,11 17,87 

LV15(G3[P8]) 19,54 19,57 

385(G4[P8]) 14,98 14,88 

HBO516(G6[P8]) 18,56 13,06 

346(G4[P8]) 11,72 11,2 

agua_ext N/A N/A 
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Como se observó en la Tabla 4 y la Figura 7, la máxima diferencia en valores de Ct 

fue de 7.  Todas las muestras analizadas corresponden a casos de consulta por 

cuadros de diarrea aguda; el shedding de partículas de rotavirus durante la diarrea es 

muy alto, por lo que la posibilidad de perder un positivo es baja. Debido a que el 

proceso de desnaturalización implica un paso más de manipulación del ARN, 

aumentando así el riesgo de contaminación y en vista al resultado obtenido, se 

decidió omitir el paso de desnaturalización a las muestras en estudio.  

  

 

Figura 7: Curva de amplificación de muestras positivas para rotavirus. Curvas 

con valores de Ct correspondiente a la RT-qPCR para el gen NSP3 en muestras de 

ARN sin desnaturalizar (rojo), según el protocolo de Zeng y colaboradores; muestras 

de ARN desnaturalizado (azul), según el protocolo de Mijatovic y colaboradores. 

UFR: unidades de fluorescencia relativa.  
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4.1.1.1 Detección de ARN de rotavirus muestras fecales de los años 2015, 2016, 

2018 y 2019 

De las 559 muestras extraídas, un total de 202 fueron positivas por RT-qPCR para 

gen NSP3 de rotavirus: 47/79 (59,5%) del 2015, 69/128 (54%) del 2016, 52/137 

(38%) del 2018 y 34/215 (15,8%) del 2019. El 100% de las muestras positivas tuvo 

un Ct igual o menor a 31. (Figura 8). 

 

4.1.2. Determinar los genotipos de los genes VP7 (genotipos G) y VP4 (genotipos 

P) de las muestras positivas para rotavirus detectadas. 

4.1.2.1 Genotipos G (VP7) de rotavirus detectados en los años 2015, 2016, 2018 y 

2019 en Asunción y Gran Asunción 

De las 202 muestras analizadas para identificar genotipos G (VP7), 156 muestras 

(77,23%) fueron genotipificadas con éxito. En el año 2015 de 47 muestras, 34 

(72%) correspondieron al genotipo G3 y 11 (23%) correspondieron al genotipo 

G12, mientras que G1 y G9 circularon en menor proporción (2%). En el año 2016, 

de las 69 muestras analizadas, el genotipo predominante fue G9, presente en 50 

muestras (72%), en menor proporción estuvo presente G2 (4%) mientras que 15 

(22%) no pudieron ser tipificadas y fueron denominadas como Gx.                                                                                                                                                                                                                                             

 
Figura 8: Curva de amplificación obtenida mediante RT-qPCR para la 

detección del gen NSP3 de rotavirus a partir de muestras fecales. Se evaluaron 

559 muestras fecales. La curva señalada corresponde al control positivo con Ct: 10.  

UFR: unidades de fluorescencia relativa. 
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En el 2018 el genotipo mayoritario fue G3, presente en 24 (46%) de las muestras. 

De las muestras con G3, 5 (9,6%) fueron identificados con co-infecciones de otros 

genotipos. Los genotipos G1, G2 y G9 se detectaron en el 8%, 13,5% y 9,5% 

respectivamente. El 13,5% de las muestras no pudo ser tipificada. En el 2019 de 

las muestras analizadas sorprendentemente se observó 23 (65,7%) muestras no 

tipificables en el genotipo G, mientras que los genotipos G3 y G12 se detectaron 

en el 8,5%, y 5,7% respectivamente. Además, el 20% correspondió a de co-

infecciones entre los genotipos identificados (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Proporción de genotipos G de rotavirus detectados por RT-PCR en 

muestras positivas para rotavirus, de los años 2015, 2016, 2018 y 2019. 
 

Debido al alto porcentaje de genotipos G no tipificados, se realizó una revisión de 

genotipos reportados en esos años, principalmente en países vecinos. En base a lo 

publicado por Gutierrez, 2020 en Brasil y Degiuseppe, 2021 en Argentina (100,101). 

se realizó una heminested-multiplex-PCR con cebadores específicos para los 

genotipos G6 y G8, atípicos en humanos. 

Las muestras no tipificables de 2016 tampoco amplificaron con dichos cebadores. 

Sin embargo, el 86% de las no tipificadas del 2018, presentó el amplicón 
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correspondiente al genotipo G6, el cual representó el 11,5% de los genotipos 

circulantes ese año.  Así mismo, en el 2019, el 91% de las muestras Gx presentó 

bandas correspondientes a G6, el cual correpondió al 60% de los genotipos G 

circulantes en 2019, y en dos muestras no fue tipificable en el genotipo G (Figura 

10). 

 

 
Figura 10: Proporción de genotipos G de rotavirus detectados por RT-PCR en 

muestras positivas para rotavirus, de los años 2015, 2016, 2018 y 2019. 

(Incluyendo los cebadores G6 y G8). 

 

4.1.2.2 Genotipos P (VP4) de rotavirus detectados en los años 2015, 2016, 2018 y 

2019 en Asunción y Gran Asunción 

A diferencia de lo observado para los genotipos G, todas los genotipos P 

(correspondientes al gen VP4) pudieron ser determinados mediante el protocolo de 

PCR semianidada inicial, debido a que todos los genotipos detectados (P[8], P[4] y 

P[9]),  correspondían a genotipos comunes en humanos.  

En el 2015 el genotipo P[8] fue detectado en el 100% de las muestras. En el 2016, 

P[8] fue predominante (97,1%), detectándose en menor proporción P[4] (2,9%). En 

el 2018, P[8]  estuvo presente en el 73% de las muestras, mientras que P[9] se vió en 
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el 2%. La proporción de co-infecciones entre P[8] y P[4] o P[9], fue del (25%). 

Durante 2019 la proporción de genotipos P circulantes fue: P[8] (46,2%), P[9] 

(13,4%) y co-infecciones de ambos genotipos (9,6%), una muestra presentó co-

infección del genotipo P[6] con el genotipo P[9] (Figura 11).    

 

 

Figura 11: Proporción de genotipos P de rotavirus detectados por RT-PCR en 

muestras positivas para rotavirus, de los años 2015, 2016, 2018 y 2019. 

 

4.1.2.3. Proporción de genotipos circulantes según la clasificación binaria de 

RVA 

Los genotipos predominantes según la clasificación binaria (combinación de 

genotipos G y P), en el periodo post-vacunal estudiado fueron G3P[8] (2015 y 2018),  

G9P[8] (2016) y sorprendentemente G6P[8] en 2019 (Figura 12). Otros genotipos 

circulantes en una proporción importante fue G12P[8] en 2015 y en muy baja 

proporción se observó a G1P[8], G2P[4] y G12P[9] (Figura 12). El número de 

muestras por genotipo y los genotipos presentes en las co-infecciones se detallan en 

el Anexo 2.  
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Figura 12: Proporción de genotipos (clasificación binaria) circulantes en 2015, 

2016, 2018 y 2019. 

 

4.1.3. Analizar filogenéticamente la secuencia de los genes VP7 y 

VP4 de las cepas de rotavirus predominantes en Asunción y Gran 

Asunción durante los años 2015-2016 y 2018-2019. 

4.1.3.1 Análisis filogenético del gen VP7 de rotavirus, Genotipo G3 

El análisis filogenético reveló que el gen VP7 de la G3 muestra un alto grado de 

identidad (~99%) con cepas de origen equino. Nuestras muestras del 2015, 2018 y 

2019 forman un clúster con la G3 de origen equino, que fue detectada por primera 

vez en humanos en el año 2013, en países como Australia, Tailandia e Indonesia. 

Además se observa secuencias correpondientes al gen VP7 de las cepas G3P[9] y 

G3P[8] detectadas en Paraguay en el año 2009 forman sub-grupos separados entre sí 

y con respecto a las G3P[8] de origen equino (Figura 13). 
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Figura 13. Árbol filogenético del gen VP7 de rotavirus del genotipo G3. Las 

muestras paraguayas se indican con las flechas rojas. Las flechas azules indican los 

clusters de G3 detectados en Paraguay en este y otros estudios. En sombreado verde se 

resalta el cluster donde agruparon las muestras paraguayas de 2015, 2018 y 2019. Se 

utilizó el algoritmo Maximum likelihood y el modelo de sustitución GTR+F+I con 

distribución gamma. Como soporte estadístico, se implementó el método bootstrap 

(1000 réplicas). 
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4.1.3.2 Análisis filogenético del gen VP7 de rotavirus, Genotipo G9 

El árbol filogenético fue construído a partir 367 de secuencias de nucleótidos de 

cepas de G9 que fueron dectectadas desde los años 1986 a la actualidad (Anexo 3). 

Las secuencias coloreadas corresponden cepas que circularon en Paraguay desde el 

año 2000, las cuales corresponden al linaje III (Figura 14). 

 

 

Figura 14:  Árbol filogenético del gen VP7 de rotavirus del genotipo G9. Las 

ramas color rosa indican las cepas paraguayas de todos los años disponibles en 

Paraguay en este y otros estudios. Los años correspondientes a este trabajo se 

señalan en recuadro verde. Se utilizó el algoritmo Maximum likelihood y el modelo 

de sustitución TVM+F+I con distribución gamma. Como soporte estadístico, se 

implementó el método bootstrap (1000 réplicas). 
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4.1.3.3 Análisis filogenético del gen VP7 de rotavirus, Genotipo G6  

Para determinar la relación de los segmentos G6 de los rotavirus que circularon en el 

2018 y 2019, con los que circularon en otras partes del mundo, se generó un árbol 

Maximum likelihood  de 217 secuencias de nucleótidos G6 VP7 depositadas en el 

GenBank (Anexo 3). Los clusters correspondientes a secuencias de origen bovino se 

encuentran colapsados. Las cepas de G6 detectadas en el 2018 y 2019, junto con 

cepas reportadas por Brasil en el 2019, forman un cluster separado de otras G6 

encontradas en humanos, y de las cepas bovinas (Figura 15). 

  

Figura 15: Árbol filogenético del gen VP7 de rotavirus del genotipo G6. El 

cluster señalado en rojo incluye exclusivamente a las muestras paraguayas de este 

estudio y a muestras brasileras del 2019. Las flechas azules indican los todos 

clusters de las cepas G6 detectadas en humanos, bovinos y otros animales, 

disponibles en bases de datos. Se utilizó el algoritmo Maximum likelihood y el 

modelo de sustitución TIM2+F+I con distribución gamma. Como soporte 

estadístico, se implementó el método bootstrap (1000 réplicas). 

 

 



39 

 

4.1.3.4 Análisis filogenético del gen VP7 de rotavirus, Genotipo G12 

Para identificar la asociación de las cepas G12 circulantes en este periodo con otras 

G12 que circularon previamente en Paraguay y en otras regiones (Anexo 3), se 

construyó un árbol filogenético utilizando secuencias depositadas en bases de datos 

(Figura 16). 

 

Figura 16: Árbol filogenético del gen VP7 de rotavirus del genotipo G12. Las 

G12 paraguayas se indican en amarillo. Los linajes de G12 se indican a un lado del 

corchete. El año correspondiente a este estudio se indica en verde. Se utilizó el 

algoritmo Maximum likelihood y el modelo de sustitución TVM+F+I con 

distribución gamma. Como soporte estadístico, se implementó el método bootstrap 

(1000 réplicas). 

 

En el 2015, el genotipo G12 fue detectado en el 23% de las muestras analizadas. Se 

identificó por primera vez la G12 del linaje III humano, que corresponde al grupo de 

G12 que se expande a nivel mundial a partir del nuevo milenio, para volverse uno de 

los genotipos más prevalentes en humanos (102). Si bien el análisis de secuenciación 

tuvo una limitante en el número de muestras que se lograron secuenciar, cabe señalar 

que todas las G12 identificadas en 2015 exhibieron un genotipo G12P[8] (ver inciso 

4.1.2.3 Proporción de genotipos circulantes según la clasificación binaria de RVA), 

por lo que es probable que se trate del mismo linaje circulante. 
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4.1.3.5 Análisis filogenético del gen VP4 de rotavirus, Genotipo P[8]   

Se realizó el árbol filogenético del gen VP4, del genotipo P[8], a partir de 210 

secuencias extraídas de las bases de datos. Las cepas detectadas corresponden al 

linaje III de mayor circulación a nivel mundial, donde las P[8]  que acompañan a las 

G3 de origen equino y la G6 de origen bovino forman un sólo clúster, pero se 

diferencian de las P[8]  que acompañan a las G9 y G12 humanas (Figura 17). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Árbol filogenético de la secuencia nucleótidos del gen VP4 de 

rotavirus de genotipo P[8]. Los marcadores en colores indican el genotipo P[8] 

identificado en muestras paraguayas que acompaña a cada genotipo G, verde (G3), 

rojo (G6), amarillo (G12) y rosa (G9). Se utilizó el algoritmo Maximum likelihood y 

el modelo de sustitución TPM3+F con distribución gamma. Como soporte 

estadístico, se implementó el método bootstrap (1000 réplicas). 
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4.1.4. Analizar los cambios aminoacídicos en sitios antigénicos de las proteínas 

VP7 y VP4 de rotavirus 

4.1.4.1 Diferencias en los sitios antigénicos de los genes VP7 de cepas G3P[8]  

En la Figura 18 se muestran diferentes vistas de los cambios en la proteińa VP7 entre 

las cepas de origen animal G3P[8] equina y las cepas vacunales de origen humano 

G3 de RotaTeq® y G1 de Rotarix®. 

En los epitopos VP7 de las cepas G3 equinas se encontraron 5 substituciones, en 

regiones antigénicas, y estos se ubican en las regiones antigénicas 7-1a (sitio 87)  y 

7-1b (sitios 212, 213, 238, 242).  

Las G3 de las cepas G3P[8] equina presentan además variaciones aminoacídicas en 

las posiciones que interaccionan con VP6 (sitios 72, 55, 66, 68, 72, 73, 75). Estas 

variaciones se observan al comparar la G3 equina con las G3 que circularon en 

Paraguay previamente. Las mismas están relacionadas con G3 humanas y G3 

humana de origen felino, como puede observarse en el árbol filogenético de la Figura 

13. 

En la Figura 19, se muestras los alineamientos de las muestras con las cepas de 

referencia. 

 

Figura 18: Substituciones en la proteína VP7 genotipo G3. Los cambios en sitios 

antigénicos se colorean según la leyenda. Los sitios de la G3 de origen equino se 

comparan con los aminoácidos presentes en la cepa vacunal de origen humano G3. En 

verde se indican los cambios en la cara interna de VP7, que posee residuos de contacto 

con la proteína de la cápside intermedia VP6. 
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Figura 19: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP7 de 

las RVA G3 2015, 2018 y 2019 en comparación a la G3 presente en la vacuna 

RV5. Las secuencias de referencia se señalan en color salmón.  
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4.1.4.2 Diferencia de aminoácidos en las regiones antigénicas del gen VP7 de 

RVA G9 circulantes de 2015 a 2018, respecto a las G9 pre-vacunal circulantes 

en Paraguay 

En la Figura 20 se muestran los cambios en los sitios antigénicos de la proteína VP7 

de genotipo G9 predominante en el año 2016, en comparación con los RVA G9 que 

circularon en Paraguay antes de la introducción de la vacuna (2000-2009). En el 

análisis se observó que las G9 post-vacunales presentan solo una variación 

aminoacídica (aminoácido 100) en la región antigénica 7-1a. En la Figura 21, se 

muestras los alineamientos de las muestras con las cepas de referencia. 

 
 

Figura 20: Substituciones en la proteína VP7 genotipo G9 de rotavirus. Las 

regiones antigénicas en las que se encuentran las subtituciones se indican según el 

color de la leyenda, en verde se indica el cambio en la cara interna de VP7, en 

resíduos de contacto con la proteína VP6. 
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Figura 21: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP7 de 

las RVA G9 2016 y 2018 respecto a las G9 circulantes en Paraguay antes de la 

introducción de la vacuna RV1. Las secuencias de referencia se señalan en color 

salmón. 
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4.1.4.3 Diferencias en los sitios antigénicos de los genes VP7 de rotavirus de 

cepas G6P[8] 

Se encontraron 9 substituciones, en regiones antigénicas de VP7 respecto a la G6 de 

la vacuna RotaTeq® que contiene virus de genotipo G6, debido a que el backbone de 

los reordenantes es una cepa bovina G6P[1]. La G6 identificada en este estudio, 

presenta 9 substituciones en las regiones 7-1a (87, 100, 130, 291), 7-1b (211, 213, 

242) y 7-2 (147, 148) respecto a la G6 vacunal (Figura 22). Así también, las G6 

presentan variaciones aminoacid́icas en las posiciones (55, 66, 73, 75),  las cuales 

son residuos que interaccionan con VP6 (Figura 21-Abajo).  Los aminoácidos de las 

regiones antigénicas de VP7 de las G6 paraguayas y la G6 vacunal, se muestran en la 

Figura 23. 

 

Figura 22: Substituciones en la proteína VP7 de rotavirus. Las substituciones en 

regiones antigénicas se indican según el color de la leyenda.  En verde se indica el cambio 

en la cara interna de VP7, en residuos de contacto con la proteína VP6. 
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Figura 23: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP7 de 

las RVA G6  2018 y 2019 respecto a las G6 presente en la vacuna RotaTeq. Las 

secuencias de referencia se señalan en color salmón. 
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4.1.4.4 Diferencias en los sitios antigénicos de los genes VP4 de cepas P[8] 

Las proteínas VP4 de las cepas G3P[8] y G6P[8]  presentan variaciones 

aminoacid́icas en los sitios antigénicos de la porción VP8*: 8-1 (145, 149, 195), 8-3 

(113) y 8-4 (89) en comparación con P[8] prersente en Rotarix  (Figura 24-A). En el 

caso de las cepas G12P[8] y G9P[8], ambas presentaron 2 sustituciones en las región 

8-1 (149, 195) y (194,195) respectivamente (Figura 24-B-C) 

En las Figuras 25 , 26, 27 Y 28 se muestran los alineamiento en regiones antigénicas 

de la porción VP8* de cepas G3P[8], G6P[8], G12P[8] y G9P[8], respecto a la P[8] 

presente en Rotarix. 

 

 

Figura 24: Substituciones en la proteína VP4 de rotavirus del genotipo P[8] que 

acompañan a diferentes genotipos G (A, B y C), respecto a la P[8] presente en la 

vacuna Rotarix. Las regiones antigénicas en las que se encuentran las subtituciones se 

indican según el color de la leyenda. Al costado izquerdo se indica la ubicación de la 

porción VP8* en una sección de la partícula de RVA. 

A) B) C) 
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Figura 25: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP8*  de 

las RVA P[8] (G3) circulantes en 2015 y 2018 respecto a las P[8]  presente en la 

vacuna RV1. Las secuencias de referencia se señalan en color salmón. 
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Figura 26: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP8* de 

las RVA P[8] (G6) circulantes en 2018 y 2019 respecto a las P[8]  presente en la 

vacuna RV1. Las secuencias de referencia se señalan en color salmón. 
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Figura 27: Substitución de aminoácidos de las regiones antigénicas de VP8* de 

las RVA P[8] (G12) circulantes en 2015 respecto a las P[8] presente en la 

vacuna RV1. Las secuencias de referencia se señalan en color salmón.   
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Figura 28: Substitución de aminoácidos en las regiones antigénicas de VP8* 

de las RVA P[8] (G9) circulantes en 2016 y 2018 respecto a las P[8] presente 

en la vacuna Rotarix. 
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4.2. Resultados del Objetivo general 2: Analizar la estacionalidad y distribución 

etaria de los casos de rotavirus post introducción de la vacuna (2011-2019) en 

Asunción y sus alrededores 

4.2.1. Proporción de casos positivos de rotavirus por año. 

Mediante datos proveídos por el hospital privado colaborador, se realizó en análisis 

de estacionalidad por mes durante los años 2011-2019. Se analizaron 10691 casos de 

GEA en niños menores a 5 años. Mediante inmunocromatografía, se detectó que el 

46% (905 muestras) fue positivo para RVA. La proporción de positivos de 2000 al 

2010 (pre-vacuna) fluctuó entre el 10,6% al 33,7%, mientras que en el periodo 2011 

al 2020 fue del 5,4% al 16,3%, con un promedio de 23% y 9% respectivamente 

(Figura 29).  

 
 

Figura 29: Frecuencia de casos de rotavirus en niños <5 años pre y post 

introducción de la vacuna. La línea vertical roja punteada indica la introducción de 

la vacuna en el programa ampliado de inmunización. Se indica el promedio 

correspondiente a los periodos 2002-2010 y 2011-2019. 

 

Del 2002 al 2008, se puede observar que la proporción se mantiene por encima del 

15%, excepto en el 2007 (Anexo 1), que podría deberse a factores como por ejemplo, 

el estatus inmunológico poblacional frente al genotipo circulante. Como se había 

mencionado previamente, en el 2008 el sector privado comenzó a comercializar la 

vacuna RV1, por lo que el descenso de 2009 a 2010 podría en parte deberse a ello; 

sin embargo, al no contar con datos como por ejemplo, dosis administradas y en vista 

a que naturalmente pueden ocurrir fluctuaciones en la incidencia de RVA, es difícil 
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atribuir una causa. Luego del 11% observado en 2011, se observó que la proporción 

de RVA se mantuvo menor al 10%, con una visible excepción en el 2015. 

Interesantemente, en el 2015 se detectan dos genotipos nuevos nuevos en Paraguay: 

la G3P[8] reordenante (equina/humana) y G12P[8]. 

 

4.2.1. Estacionalidad de casos de RVA posterior a la introducción de la vacuna 

En cuanto a la distribución mensual de los 10691 casos positivos de 2011 a 2019, se 

observó que ocurre un incremento de los casos en de los meses de junio a octubre, 

observándose un leve incremento en algunos años, y un aumento más marcado en 

otros, en los meses de agosto a octubre (Figura 30). 

 

 

Figura 30: Frecuencia de casos de RVA en niños menores de 5 años, por mes, de 

2011 a 2019. Barras azules: número de casos de diarrea atendidos en el hospital 

colaborador, indicados en el eje Y izquierdo. Barras naranjas: proporción (%) de 

casos positivos para rotavirus, indicado en el eje Y derecho. 
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4.15. Distribución etaria de rotavirus 

Se realizó el análisis de distribución etaria de casos de rotavirus en niños de 0 a 5 

años de los años 2016 al 2019, según los datos proveídos por el Centro Hospitalario 

colaborador. Se observó un mayor número de casos de RV en niños en la edad 

comprendida entre 24 y 47 meses, en los años 2015, 2016, 2017, 2018 y 2019 (Tabla 

4). 

Tabla 4. Frecuencia de detección de RVA por franja etaria  

 

aRango de edad en meses; bNúmero de pruebas inmucromatográficas para RVA; 
cNúmero de resultados positivos para RVA; dFrecuencia relativa porcentual de casos 

positivos por franja etaria; eFrecuencia relativa porcentual de casos de diarrea en una 

franja etarea/año; f Frecuencia relativa porcentual de casos de diarrea por RVA en 

Rango etareo
a

Pruebas (PR) 
b

Positivos (POS)
c

Frecuencia (%)
d

FRP (PR)
e

FRP (POS)
f

0 -23 40
a

40** NA NA 21,2

24 - 47 408 87 21,3 NA 46,0

48 - 60 370 62 16,8 NA 32,8

Total NA 149

Rango etareo
a

Pruebas (PR) 
b

Positivos (POS)
c

Frecuencia (%)
d

FRP (PR)
e

FRP (POS)
f

0 -23 549 42 7,7 32,8 29,0

24 - 47 811 69 8,5 48,4 47,6

48 - 60 316 34 10,8 18,9 23,4

Total 1676 145

Rango etareo
a

Pruebas (PR) 
b

Positivos (POS)
c

Frecuencia (%)
d

FRP (PR)
e

FRP (POS)
f

0 -23 33 3 9,1 2,9 6,0

24 - 47 759 24 3,2 66,1 48,0

48 - 60 356 23 6,5 31,0 46,0

Total 1148 50

Rango etareo
a

Pruebas (PR) 
b

Positivos (POS)
c

Frecuencia (%)
d

FRP (PR)
e

FRP (POS)
f

0 -23 372 15 4,0 29,9 18,3

24 - 47 656 44 6,7 52,6 53,7

48 - 60 218 23 10,6 17,5 28,0

Total 1246 82

Rango etareo
a

Pruebas (PR) 
b

Positivos (POS)
c

Frecuencia (%)
d

FRP (PR)
e

FRP (POS)
f

0 -23 569 25 4,4 44,9 25,5

24 - 47 495 47 9,5 39,1 48,0

48 - 60 202 26 12,9 16,0 26,5

total 1266 98

2018

2019

2016

2017

2015
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una franja etaria /casos de RVA/año; *No se cuenta con las edades de las 

determinaciones negativas en la franja etaria 0-23; ** Se cuenta con el 100% de las 

edades de las determinaciones positivas en la franja etaria 0-23; NA: no aplica. 
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5. DISCUSIÓN 
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Las enfermedades diarreicas agudas son la segunda causa principal de muerte entre 

los niños menores de cinco años en todo el mundo. El RVA es el agente causal más 

importante de la GEA, con altas tasas de mortalidad infantil en los países en 

desarrollo (32). En 2006, la OMS recomendó y autorizó la inclusión de dos vacunas 

contra rotavirus en los programas de inmunización de todos los países del mundo, 

especialmente aquellos con altas tasas de diarrea infantil, como parte de una 

estrategia para controlar la diarrea asociada a rotavirus (67). Desde el 2006, 19 países 

de América Latina y el Caribe han incorporado estas vacunas a sus calendarios de 

vacunación; uno de ellos es Paraguay, que desde el año 2010 implementó a nivel 

nacional la vacunación con Rotarix®, como parte del PAI. El propósito de la 

vacunación contra RVA es reducir la morbilidad y mortalidad en países en desarrollo 

y reducir la morbilidad y su consecuente impacto económico en países desarrollados 

(34,50,76,103). Varios países de América Latina alcanzaron altos niveles de 

cobertura de vacunación y en los primeros años se han reportado reducciones 

sustanciales en muertes y hospitalizaciones (103,104). Sin embargo, a pesar de su 

importancia, muchas veces los datos son incompletos o inconsistentes. 

Es sabido que la distribución de RVA fluctúa geográfica y temporalmente en 

ausencia de vacunación, debido a factores como la inmunidad homo y heterotípica de 

una población, la emergencia de cepas nuevas o diferentes mediante mecanismos 

evolutivos, el movimiento de personas alrededor del mundo, factores sociales y 

características del hospedero. Sin embargo, es de esperarse que el uso de una vacuna 

que posee una sola o un número limitado de cepas o genotipos virales, tenga 

influencia sobre la distribución de los genotipos virales circulantes. Existen ejemplos 

como el virus de la influenza y metapneumovirus aviar o HIV-1 y es improbable que 

la vacuna para RVA sea diferente (105).  En América Latina en general, debe tenerse 

en cuenta, además, que es socioeconómicamente heterogénea lo cual tiene 

implicancia en factores dependientes del hospedero relacionados a la efectividad de 

las vacunas: estatus nutricional, lactancia, composición de la microbiota, genética, 

entre otros (48,76,103).  

El componente principal de este trabajo fue identificar los genotipos de RVA 

circulantes luego de 5 años del inicio de la vacunación nacional contra rotavirus, en 

la población de la ciudad de Asunción y alrededores, trabajando con muestras uno de 
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los mayores servicios pediátricos de la ciudad.  El segundo componente de este 

trabajo es analizar los datos disponibles en la base de datos de este centro de atención 

pediátrica, para describir el comportamiento estacional y la distribución por edad de 

los casos de GEA positivos para rotavirus luego de la introducción de la vacunación 

masiva en nuestro país.  

Las vacunas contra el rotavirus (desarrolladas desde 1983) tenían como objetivo 

proporcionar una protección específica contra la enfermedad grave causada por los  

genotipos  comunes de rotavirus G1P[8], G3P[8] y G4P[8] del genogrupo Wa-like, 

así como G2P[4] del genogrupo DS-1-like. En el transcurso del tiempo, los genotipos 

G9P[8]  y G12P[8] se sumaron al grupo de genotipos comunes en humanos, sin 

embargo al ser ambos del tipo Wa-like y contar con la P[8], se esperaba que la 

protección heterotípica de las vacunas sea eficiente. Nuestro grupo ha identificado 

anualmente los genotipos de RVA circulantes en el área de Gran Asunción de 1998 

al 2010 detectando la predominancia de los genotipos comunes en humanos (G1P[8], 

G2P[4],G3P[8],G4P[8] y G9P[8]). Mediante la secuenciación del genoma, se vio 

además que estas cepas presentaron en su amplia mayoría las constelaciones de 

mayor relevancia epidemiológica en humanos: Wa-like y DS-1-like, identificándose 

eventos de zoonosis y reordenamiento sólo de manera ocasional (20,33,57,106). 

En este trabajo, se analizaron los genotipos circulantes en Gran Asunción en los años 

2015, 2016, 2018 y 2019, luego de cinco años de la introducción de la vacuna 

monovalente Rotarix al programa de vacunación nacional. En estos años  la 

cobertura de vacunación de Asunción fue del 94, 90%, 91% y 86% respectivamente 

(83).   

Los análisis moleculares de detección de RVA mostraron una alta proporción de 

casos positivos (16% al 60%) pero debe tenerse en cuenta que los meses de colecta 

de muestras fueron en los meses de alta circulación de RVA, por lo que estos valores 

no son indicadores de la positividad anual de RVA, que será discutida más delante de 

acuerdo a los análisis de las bases de datos anuales. 

Estos análisis moleculares incluyeron la identificación de genotipos G y P por RT-

PCR y la secuenciación y análisis filogenético de VP7 y VP4 (VP8*) para identificar 

las variantes de estos genotipos en una población ampliamente vacunada.  En el año 
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2015 fueron detectados dos genotipos co-circulando mayoritariamente: G3P[8] 

seguido de G12P[8]. El genotipo G3P[8] ya había sido identificado como 

predominante en el 2009, presentando un genoma típicamente humano del tipo Wa-

like. Así mismo, la G12 identificada antes de la introducción de la vacuna 

correspondía a una cepa G12P[9] AU-1-like que circuló de forma minoritaria en 2006 

y 2009 (33). La filogenia de la G3P[8] y G12P[8] detectadas en 2015 reveló 

genotipos G3 y G12 completamente diferentes a los identificados previamente. El 

genotipo G3  ha sido identificado en una amplia gama de huéspedes, incluidos gatos, 

vacas, perros, caballos, cerdos, conejos, ovejas, monos y murciélagos, en asociación 

con varios tipos de P (107–109). El genotipo G3 identificado en 2015 se encuentra 

estrechamente relacionado con una VP7 de origen equino que fue identificada 

alrededor del mundo recientemente, en  países como Australia, Thailandia Hungría, 

España y Brasil (Figura 13) (19,110,111). Esta cepa cuenta además con una P[8] 

humana y el resto del genoma del tipo DS-1-like (Figura 31.a). La P[8] identificada 

en Asunción en 2015 también formó un mismo clúster con la VP4 de esta G3P[8] 

emergente, sugiriendo que se trata de esta misma cepa (Figura 17). 

La aparición y propagación de la cepa RVA de G3P[8] equino de tipo DS-1-like,  se 

dio por primera vez en 2013, en Tailandia y Australia y posteriormente, se propagó a 

nivel mundial (Figura 31.b) (109,112). El probable origen de esta cepa pudo darse en 

las cepas G1P[8] que poseían el genoma de tipo DS-1-like que ya circulaban entre 

humanos (inicialmente en Japón y Sudáfrica) (22,41,112,113). Esta cepa recibió una 

G3 de origen equino (Figura 13). 

 
 

Figura 31: Genoma y heat-map de diseminación de G3P[8] DS-1-like  A) 

izquierda composición de un genoma del tipo DS-1-like, a la derecha se indican los 
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genes que fueron reemplazados (VP4 y VP7). B) introducción y diseminación de  

G3P[8] reordenante en la población humana; La intesidad de los colores de amarillo 

al anaranjado indican las detecciones más antiguas y las más recientes, 

respectivamente. 

 

Como se observa en la Figura 10, en el año 2018, G3P[8] volvió a ser el genotipo 

predominante. En las Figuras 13 y 17, se observa que se trata de la misma G3P[8] 

equina-reordenante, que la circulante (en menor proporción) durante 2019. Las 

regiones antigénicas de las VP7 - G3 equinas que circularon en el 2015, 2018 y 2019, 

presentan substituciones 5 residuos de las regiones 7-1a y 7-1b,  al igual que en las 

regiones antigénicas de la porción VP8* de la proteína VP4, donde se observaron 5 

substituciones distribuidos en las regiones 8-1, 8-3 y 8-4 (al comparar la G3 presente 

en la vacuna RotaTeq y la P[8] presente en la vacuna Rotarix, respectivamente) 

(Figuras 18 y 24), lo que puede explicar en parte la expansión reciente de las cepas a 

nivel mundial. Si bien queda pendiente la secuenciación de los otros genes, la G3P[8] 

detectada agrupa filogenéticamente con la G3P[8] que posee un genoma DS-1-like 

(Figura 31a). Aunque el reordenamiento de genes es uno de los mecanismos más 

importante de los RVA para generar diversidad, se ha visto que existen 

constelaciones de genes “preferidas”, que se encuentran determinadas en gran parte 

por la afinidad de las proteínas que van a conformar al virión (25,48,114). Por ello, 

se analizó la secuencia de aminoácidos de VP7 en las regiones en las que la misma 

hace contacto con VP6 en un virión ensamblado (25,114,115). El análisis mostró que 

al comparar los residuos de la G3 equina que se ensambla con una VP6 del tipo DS-

1-like, respecto a una G3 humana que posee una VP6 Wa-like, encontramos 5 

substituciones (posiciones 55, 66, 68, 72, 73) en residuos de potencial interacción 

entre VP7-VP6.  

También en el 2015, se detectó por primera vez en nuestro país el genotipo G12P[8], 

en base a lo disponible en la literatura, es uno de los genotipos más frecuentes a nivel 

mundial recién desde el inicio del nuevo milenio (102).  

Tanto la VP7 como la VP4 de los RVA G12P[8] descritos en este estudio, están 

filogenéticamente asociadas con RVA descritos alrededor del mundo de origen 

humano y constelación génica Wa-like, a diferencia de la G12P[9] asociada a un 

genoma AU-1-like, previamente reportada en Paraguay en los años 2006 y 2007. La 
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G12 humana pertenece al linaje III del genotipo G12 mientras que la G12 pre-

vacunal pertenece al linaje II (Figura 16); sumado a ello, G12P[8] volvió a circular 

en el 2019 de manera minoritaria y tanto la VP7 G12 como la VP4 P[8] de ambos 

años se agruparon con otras cepas G12P[8] humanas. 

Por otra parte, en este estudio se observó que en el año 2016 hubo una 

predominancia de G9P[8] en las muestras analizadas. La Euro Rota Net, encargada 

de reportar el estado epidemiológico de RVA en varios países Europeos, notificó la 

predominancia de G9P[8] en los años 2015/2016 en 5 de 14 países (116). Las cepas 

de G9 del genogrupo Wa-like, se identificaron por vez primera a principios de la 

década de 1980 en los Estados Unidos, sin embargo, posteriormente no se detectó 

durante varios años. Re-emergió en la década de 1990 con un nuevo linaje (linaje III) 

con el que se expande alrededor del mundo. Se ha informado que este genotipo tiene 

una distribución global, destacándose por ser uno de los causantes de grandes brotes 

de gastroenteritis en muchos países (45,54,117,118). En Paraguay, el genotipo G9 se 

identificó por primera vez en el año 2000 y circuló cada año de manera continua 

hasta el 2009, siendo el genotipo predominante en el 2000, 2004 y 2008 (33). Al 

observar el árbol filogenético de VP7-G9, se pudo observar que estos años coinciden 

con la aparición de nuevos clusters, que si bien no tienen una mucha distancia 

genética, pueden distinguirse unos de otros. Este mismo patrón se observa en el año 

2016, en el que se observa un cluster nuevo donde G9 fue el genotipo mayoritario, 

sin embargo, a pesar de que en el 2018 se observa una G9 que agrupa distante de la 

G9 del 2016, no fue el genotipo predominante ese año (Figura 14). En una localidad 

determinada, el mismo linaje de rotavirus puede ser observado en largos periodos de 

tiempo, incluso en lugares que tienen estacionalidad marcada con bajos niveles de 

circulación de RVA en determinados meses del año (48), tal como se observó en 

Paraguay con G9 y G12 en otras partes del mundo. Esto sugiere, que podría existir 

una persistencia local del virus en la población, posiblemente a través de niveles 

bajos de infecciones asintomáticas en adultos. El estatus inmunológico de una 

población vacunada podría presentar fluctuaciones, dependiendo del grado de 

protección homotípica y heterotipíca de los individuos, así como la duración de la 

protección. Esto podría explicar la predominancia de G9P[8] un año después de la 

aparición de G3P[8]. Análisis de los demás genes que conforman el genoma podrían 
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aportar al entendimiento de la capacidad de G9 de persistir en la población humana 

(48). 

En los años 2016, 2018 y 2019 se observaron casos de muestras no tipificables en el 

gen VP7 (Gx) y si bien esto sucede con frecuencia (entre al 5% al 10% de las 

muestras), en el año 2019 se registró una  alto porcentaje de RVA que no pudo ser 

genotipificado en el gen VP7 mediante la estrategia de RT-PCR anidada múltiple, la 

cual incluye un conjunto de cebadores para los genotipos G comunes (G1-G4, G9 y 

G12) (28,42). Estas observaciones condujeron a las siguientes hipótesis: i) la 

introducción de un genotipo atípico de VP7, ya sea por introducción de un virus 

presente en animales o por reordenamiento que no pueden ser reconocidos por los 

cebadores ii) cambios puntuales de algunos genotipos prevalentes en el segmento 

VP7, disminuyendo así la especificidad de los cebadores. 

En los años 2018 y 2019, países vecinos como Brasil y Argentina reportaron la 

circulación de genotipos atípicos como G6 y G8 respectivamente, los cuales son 

genotipos que no se encontraban en la multiplex de rutina empleada en este trabajo, 

razón por la cual estos genotipos no fueron analizados en ese momento (100,101). 

Sorprendentemente, luego de realizar la tipificación de las muestras de genotipo Gx 

con los cebadores de G6 y G8, se detectó por primera vez en Paraguay la circulación 

del genotipo G6 en el año 2018 y la predominancia de este genotipo en el año 2019.  

Los rotavirus con genotipo G6 son comunes en el ganado y otros rumiantes, se ha 

visto que son muy poco frecuentes en enfermedades humanas. Las cepas G6 humano 

de tipo bovino, RVA/Human-tc/ITA/ PA151/1987/G6P[9] y RVA/Human-

tc/ITA/PA169/1988/G6P[14], respectivamente, se identificaron por primera vez en 

dos niños italianos hospitalizados con GEA (119). Desde entonces se ha detectado 

G6 de manera esporádica en combinación con otros genotipos P en diferentes países 

(Hungría, Australia, Estados Unidos e India) (120–123). En animales G6 se 

encuentra principalmente en combinación con el genotipo P[14] (comúnmente 

detectados en antílopes, vacas, conejos, cabras y ovejas). En humanos, 

principalmente en reportes de Europa se ha identificado G6 con otros tipos de P  

(G6P[4], G6P[6], y G6P[11]) (124,125). Las cepas identificadas en este trabajo 

presentaron la combinación G6P[8]. 



63 

 

Los análisis filogenéticos de VP7 de estas muestras, mostraron que las G6P[8] 

paraguayas formaron un mismo clúster con las recientemente reportadas en Brasil en 

el 2019, dentro de una agrupación mayor que incluye a cepas G6P[9] detectadas 

previamente en humanos (100).  

Al analizar la filogenia del gen VP4 de las cepas G6P[8] detectadas en 2018 y 2019, 

se observó algo muy interesante; las P[8] formaron un mismo clúster con las G3P[8] 

(equinas) observadas en Paraguay en 2015, 2018 y 2019 y con G3P[8] equinas de 

otras partes del mundo; así como cepas G1P[8] de Japón, G8P[8] de Japón y 

Tailandia, G9P[8] de Japón y Vietnam (Figura 17); todas ellas caracterizadas por 

presentar una constelación Gx-P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2, es decir un 

genoma DS-1-like reordenante con una P[8] humana y diferentes genotipos de VP7 

(126–128). Si bien debe analizarse el resto del genoma viral, esto sugiere 

ampliamente que la G6P[8] identificada posee potencialmente, un genoma DS-1-like; 

y esto a su vez demuestra que esta combinación génica (P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-

T2-E2-H2) resultó favorable y podría establecerse en la población humana. Además, 

tanto VP7 como VP4 de las G6P[8] paraguayas, formaron un clúster estrechamente 

relacionados con las G6P[8] de Brasil (100), por lo que se puede sugerir una 

circulación regional. 

Si se confirma la hipótesis de que las cepas que predominaron con más frecuencia en 

estos años de estudio post-vacunales poseen un genoma DS-1-like, ¿podría deberse a 

la presión selectiva inducida por la vacunación con Rotarix, una vacuna monovalente 

compuesta por una cepa Wa-like?. Como mencionaron Matthijnssens y 

colaboradores (105), los datos obtenidos de estudios de hibridación y de 

secuenciación, mostraron que los RVA Wa-like y DS-1-like son cepas distintas a lo 

largo de todo el genoma, mostrando identidad del 75% al 90% en los diferentes 

segmentos. Sumado a esto, los sitios antigénicos presentes en Rotarix, son en su 

mayoría diferentes a los presentes en las cepas DS-1-like. Por ello, es de esperarse 

que la proporción relativa de cepas DS-1-like (principalmente las que poseen G y P 

diferente a G1 y P[8]) aumente significativamente respecto a las cepas Wa-like, sin 

que ello necesariamente implique una disminución en la eficacia de la vacuna para 

prevenir los casos severos de RVA. 
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Otro aspecto a tener en cuenta, es que esta es la primera vez que se reporta una cepa 

G6P[8] como predominante en una población determinada. Interesantemente, de las 

cepas DS-1-like reordenantes mencionadas más arriba, a nuestro conocimiento, sólo 

las G3P[8] (VP7 equina) reportadas a nivel mundial y las G8P[8]  (VP7 bovina) 

reportadas en Tailandia y Vietnam, fueron reportadas como predominantes. Los 

cambios aminoacídicos analizados en este estudio corresponden a sitios antigénicos, 

por lo que las diferencias respecto a cepas vacunales o a genotipos humanos 

favorecen el escape a anticuerpos neutralizantes, por lo que estos genotipos de VP7 

nuevos para el sistema inmune humano, podrían estar presentando una ventaja frente 

a otros genotipos. Esta misma situación podría presentarse con la G6P[8] identificada 

en este estudio (Figuras 22, 24). Si bien estos genotipos animales pueden presentar 

una ventaja a la hora de evadir el sistema inmune, no se ha reportado que tengan 

alguna influencia en la severidad de los casos. 

Por último respecto a los genotipos circulantes, debe mencionarse que mediante RT-

PCR se identificaron los genotipos G1P[8] y G2P[4]. Debido a su detección muy 

esporádica (Anexo 2), este trabajo se enfocó principalmente en la filogenia de los 

genotipos predominantes en este periodo. Sin embargo, es importante mencionar que 

todavía siguen circulando a muy baja frecuencia y que su presencia puede dar 

oportunidad a otros reordenamientos. 

La epidemiología del rotavirus es un fenómeno complejo. Así como, la distribución 

de los genotipos predominantes presenta fluctuaciones, de igual manera ocurre con la 

estacionalidad de los casos de rotavirus, por lo que es difícil determinar un patrón 

claro. Se ha reportado que, en áreas tropicales, RVA circula durante todo el año sin 

picos marcados de infecciones, mientras que en países de climas templados, la 

estacionalidad de RVA ha sido bien definida, durante los meses secos y fríos (100). 

En Paraguay, nuestro grupo ha observado que la circulación de RVA presentaba un 

pico estacional marcado en los meses friós del año (julio a septiembre) en un estudio 

llevado a cabo en los años 2003 al 2005 antes de la introducción de la vacuna (20). 

En este estudio, analizamos la base de datos proveída por el hospital privado 

colaborador, donde se registran datos de la fecha de toma de muestras, resultados de 

detección de RVA por inmunocromatografia, edad y sexo. En al análisis de los años 

2011 a 2019, se pudo observar dos escenarios: de 2011 a 2014, así como en 2017, si 
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bien se observa un leve aumento en los meses de invierno/primavera (agosto a 

octubre), el pico estacional es bastante menos marcado que lo observado por 

Amarilla y colaboradores en los años 2003 al 2005 (20). El segundo escenario se 

observa en 2015, 2016, 2018 y 2019, donde se pudo ver un aumento de casos 

positivos más importante, también de agosto a octubre. Un dato importante es que se 

produjo un desplazamiento del periodo de GEA causada por rotavirus, de 

aproximadamente dos meses en comparación con el periodo antes de la introduccion 

de la vacuna. Este fenómeno ya fue descrito en otros países de América Latina, 

incluyendo a Paraguay, e incluso en países como Estados Unidos, se ha llegado a 

describir las epidemias de RVA como bianuales (48,76,100,103,129). Este “retraso” 

en la actividad de RVA luego de la introducción de la vacuna, se debe en gran parte a 

la reducción de la proporción de población susceptible a la infección por RVA 

(48,103), en este contexto es interesante observar que el año post-vacunal con mayor 

pico estacional (Figura 30) corresponde con el año de mayor proporción de casos 

positivos (2015) (Figura 29). Para entender el contexto de la evolución de las 

epidemias anuales de RVA en nuestro país, analizamos la frecuencia de casos 

positivos antes y después de la vacunación masiva, utilizando la base de datos del 

servicio pediátrico colaborador, de 2002 a 2019. Al analizar la incidencia de RVA en 

6019 pruebas realizadas en el periodo pre-vacunal (2002-2010) se observó que la 

prevalencia anual de RVA varió del 34% a 11% (promedio del 23%) (Figura 29) 

(Anexo 1). Excepto por el 2007, 2009 y 2010, el resto de los años se encuentran 

dentro de los márgenes descritos para Paraguay, de entre el 45% y el 20% para 1405 

pruebas realizadas (103). Luego de la implementación de la vacuna contra rotavirus 

(2011-2019), la tasa de detección anual en nuestra población estudiada varió entre el 

16% a 4%, con un promedio del 9% (10611 pruebas para detección de RVA) (Figura 

28) (Anexo 1). Este número difiere de lo reportado por Shioda y colaboradores, 

donde se observan incidencias anuales entre el 35% y el 15% calculadas en base a 

897 muestras analizadas en los años 2013 al 2015. Esta diferencia en los valores 

puede deberse, a que los datos descritos en nuestro trabajo se limitan a Gran 

Asunción, mientras que los datos reportados por Shioda y colaboradores (103), 

incluyen datos de todo el país y ya fueron reportadas diferencias en cuanto a la 

incidencia y los genotipos circulantes dentro de un mismo país en un mismo periodo 
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de tiempo (48). Sin embargo, cabe resaltar que, a pesar de estas diferencias, los 

valores de reducción absoluta fueron similares en ambos estudios, del 14% en este 

estudio en comparación al 13% descrito en la referencia mencionada (103).  

Con respecto a las infecciones por RVA entre los diferentes grupos de edad, en este 

estudio se observó una mayor frecuencia de infecciones entre los niños de 24 a 60 

meses. En Paraguay, antes de la introducción de la vacuna, la tasa de infección por 

rotavirus era más alta en niños de 6 a 23 meses de edad (130). Este cambio en la edad 

de los niños más afectados por la enfermedad de RVA (niños mayores) se ha 

observado,  en varios países que han introducido la vacunación contra RVA, como 

Brasil y Argentina (41,131,132). Por el contrario, los países donde las vacunas RVA 

aún no se han introducido en los programas nacionales de inmunización, han 

informado que la mayoría de los casos positivos de RVA (~ 90%) se dan en los 

primeros 2 años de vida (133,134). Esta menor incidencia en los niños menores a 2 

años, puede deberse a la pronta respuesta inmune generada por la vacuna, después de 

las dosis administradas a los 2 y 4 meses, a su vez, el decaimiento de la eficacia de la 

vacuna luego de un año, podría aumentar la susceptibilidad de niños  a partir de los 2 

años de edad, sobre todo en países en desarrollo. Esta situación ha llevado a plantear  

la inclusión de una dosis de refuerzo de las vacunas anti-RVA (135). La información 

detallada sobre la distribución por edades en la era post-vacuna anti-RVA se vuelve 

fundamental para diseñar programas de vacunación eficaces para las diferentes 

situaciones a las que se enfrentan los países. 

Debido a que contamos con datos de años continuos antes y después de la 

vacunación, nuestros datos describen por primera vez, de manera continua la 

dinámica de RVA de una población en específico dentro de Paraguay. Sin embargo, 

sabemos que los genotipos de RVA fluctúan naturalmente debido a factores 

poblacionales, ambientales e individuales y pueden diferir en diferentes poblaciones 

dentro de un mismo país (48). La población estudiada posee un perfil 

socioeconómico homogéneo, correspondiente a un nivel medio-alto para nuestro 

medio, ello implica que en su mayoría provienen del área urbana, con acceso a 

saneamiento y agua potable, no se convive en cercanía con ganado u otro tipo de 

animales (no mascotas), no presentan desnutrición y tienen acceso a atención de 

salud inmediata, medicamentos y vacunación completa. Así mismo, estos factores (y 
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otros) influyen en la efectividad de la vacunación y por lo tanto en el estatus 

inmunológico de los individuos. Esto constituye una limitante ya que como hemos 

mencionado, en Paraguay y América Latina en general, la situación socioeconómica 

es heterogénea. A pesar de que la evidencia presentada en este y otros trabajos 

apuntan a un efecto de la presión ejercida por la vacunación en la ecología viral, es 

necesario que este tipo de estudios amplie su alcance y tengan continuidad en el 

tiempo, para lograr diseñar estrategias que logren mantener el impacto de la 

inmunización contra este y otros virus a través del tiempo. 
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6. CONCLUSIÓN 
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- Ha sido observado que el periodo de oscilación en la prevalencia de 

diferentes genotipos varía entre 3 a 11 años (134), por lo tanto, se necesitan al 

menos 4 años para describir la distribución de genotipos en una localidad 

determinada. Por lo tanto, este trabajo sugiere que ocurrió un reemplazo en el 

patrón de genotipos de RVA circulantes en Asunción y Gran Asunción, a 

partir de 5 años posteriores a la introducción de la vacunación al sistema 

nacional.  

- Este patrón mostró el predominio de cepas con genotipos G de origen animal 

(G3 equino y G6 bovino) atípicos en la población humana, en 3 de los 4 años 

de estudio.  

- La predominancia del genotipo G9, el más frecuente en el periodo pre-

vacunal, sugiere una diferencia en la protección homotípica y heterotípica 

frente a este genotipo, diferente respecto a otros genotipos altamente 

frecuentes como G1. 

- La disminución del número de casos de GEA puede causar que en algunos 

años no se observen picos estacionales de RVA. Los picos pueden ocurrir de 

agosto a octubre en años donde se produzca un aumento en la cantidad de 

casos positivos de RVA. 

- El decaimiento de la protección conferida por la vacuna podría ser uno de los 

factores causantes de una mayor susceptibilidad del grupo etario mayor a 24 

meses de edad. 
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7. PERSPECTIVAS  
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- El análisis filogenético de los genes VP7 y VP4 sugiere que las cepas G3P[8] 

y G6P[8] poseen un genoma DS-1-like, al igual que otras cepas descritas en 

otras partes del mundo. Esto sugiere que la constelación P[8]-I2-R2-C2-M2-

A2-N2-T2-E2-H2 puede estar estableciéndose en la población humana, por lo 

que se torna fundamental analizar estas cepas a nivel genómico. 

 

- Dada la evidente influencia de las cepas animales en la evolución de los 

rotavirus humanos, el continuo monitoreo de las cepas circulantes en 

humanos y animales será necesario para entender la evolución de los 

rotavirus en la población humana luego de la inmunización. Este monitoreo 

deberá incluir poblaciones con características más heterogéneas para poder 

analizar diferentes escenarios de la infección por RVA. 

 

- El cambio en el patrón de genotipos predominantes conduce a una revisión 

del sistema de genotipificación de rutina utilizado. 

 

- El análisis más exhaustivo de las interacciones a nivel proteico en la partícula 

viral proporcionará una mayor comprensión sobre la influencia de las 

constelaciones génicas en el fitness de nuevas cepas reordenantes. 
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ANEXO 1: Tabla de numeros de pruebas desde el 2002 al 2019 

 

 

  

Año Muestras Positivas Muestras Negativas Total %Positivas

2002 39 82 121 32%

2003 158 311 469 34%

2004 75 329 404 19%

2005 170 424 594 29%

2006 156 699 855 18%

2007 173 1460 1633 11%

2008 225 662 887 25%

2009 132 914 1046 13%

2010 11 89 100 11%

2011 52 392 444 12%

2012 57 845 902 6%

2013 81 948 1029 8%

2014 76 1341 1417 5%

2015 250 1287 1537 16%

2016 145 1477 1622 9%

2018 82 1165 1247 7%

2019 114 1231 1345 8%
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ANEXO 2: Clasificación Binaria de Genotipos Circulantes en 2015, 2016, 2018 y 

2019. 

  2015   2016   2018   2019 

  Nro % 

 

Nro % 

 

Nro % 

 

Nro % 

G1P[8] 1 2 

 

0 0 

 

4 8 

 

0 0 

G2P[8] 0 0 

 

1 1 

 

3 6 

 

0 0 

G2P[4] 0 0 

 

2 3 

 

0 0 

 

0 0 

G2P[9] 0 0 

 

0 0 

 

1 2 

 

0 0 

G3P[8] 34 72 

 

0 0 

 

15 29 

 

3 9 

G6P[8] 0 0 

 

0 0 

 

6 12 

 

21 62 

G9P[8] 1 2 

 

50 72 

 

5 10 

 

0 0 

G12P[8] 11 23 

 

1 1 

 

0 0 

 

1 3 

G12P[9] 0 0 

 

0 0 

 

0 0 

 

1 3 

GxP[8] 0 0 

 

15 22 

 

1 2 

 

1 3 

Co-infecciones 

G2P[4]+P[8] 0 0 

 

0 0 

 

3 6 

 

0 0 

G3P[8]+P[4] 0 0 

 

0 0 

 

10 19 

 

0 0 

G3P[8]+G1 0 0 

 

0 0 

 

1 2 

 

0 0 

G3P[8]+G4 0 0 

 

0 0 

 

1 2 

 

0 0 

G3P[8]+G9 0 0 

 

0 0 

 

1 2 

 

0 0 

G3P[8]+G12 0 0 

 

0 0 

 

0 0 

 

1 3 

G6P[8]+P[4] 0 0 

 

0 0 

 

0 0 

 

3 9 

G9P[8]+G4 0 0 

 

0 0 

 

1 2 

 

0 0 

G12P[8]+G9 0 0 

 

0 0 

 

0 0 

 

1 3 

GxP[4]+P[9] 0 0 

 

0 0 

 

0 0 

 

1 3 

GxP[9]+P[6] 0 0 

 

0 0 

 

0 0 

 

1 3 

TOTAL 47 

 

  69 

 

  52 

 

  34 
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ANEXO 3: Lista de secuencias utilizada para realizar los arboles filogenéticos 

de los diferentes genotipos de rotavirus. 

  Lista de secuencias para alineamientos 

  ACCN - Genbank 

  VP7-G9 VP7-G3 VP7-G6 VP7-G12 VP4-P[8] 

1 AB848997 KT694944 MT386422 MF580639 KJ627153 

2 AB905463 JQ069506 MT386421 KP732452 KJ627038 

3 AB905464 JQ069506 MT386420 KT025868 KJ626618 

4 AB905466 KF371986 MT386419 KX574275 KJ627118 

5 AF260959 KT919067 MN615836 KP882230 KJ627119 

6 AF501578 KF371878 KM590367 AB861961 KJ626527 

7 AF529869 MF469098 KM590371 KF907303 KJ626849 

8 AF529872 MF469162 KM590373 KP732446 KJ626850 

9 AY629560 LC477355 KM590372 KP732448 KJ627014 

10 D38055 JF491055 KM590370 JX273721 KJ627050 

11 DQ096288 KY418051 KM590368 MG557583 KJ626908 

12 DQ096289 KF372019 KM590369 KU048649 KJ627130 

13 DQ096290 JX088017 KM590366 KU097002 KJ626821 

14 DQ096291 JQ069458 KX880436 KP881911 KJ626674 

15 DQ096292 GU393006 JX271006 KJ870868 KJ626630 

16 DQ096293 GQ282614 JF793943 KT025861 KJ626663 

17 DQ096294 GQ282613 EF554087 JX273710 KJ626885 

18 DQ321495 JQ069469 JN116527 KP732443 KJ626505 

19 DQ321497 KF006857 JN116532 MG602303 KJ627027 

20 DQ490173 LC172437 MG602315 KU360948 KJ627068 

21 EF059922 JX088016 MG602326 MG602291 KJ626596 

22 EF672623 KF371867 MG602314 KP119464 KJ626707 

23 EF990708 MG816525 JX154492 JN706554 KJ626788 

24 EU753963 KF372008 JX154496 KU048638 KJ626550 

25 EU753971 KJ919899 JX154526 KP732442 KJ626551 

26 EU839929 MN106112 JX154497 KU097005 KJ626743 

27 EU839931 MG816526 JX154483 EU496258 KJ626765 

28 EU839936 KF371942 JX154523 KT025866 KJ626696 

29 EU839936 LC172349 MG602298 KU048646 KJ627103 

30 EU839938 LC172317 JN116530 KU097003 KJ626930 

31 EU839940 KJ454515 JN116526 KM245611 KJ626979 

32 EU839941 KJ454455 JN116531 KF907305 KJ626799 

33 FJ183360 KJ454517 JX154527 MF580637 KJ626641 

34 FJ361209 MK043942 JX154495 KX574273 KJ626538 
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35 GQ229050 KJ454454 JX154487 MG602302 KJ627081 

36 GQ229051 JQ069464 JX154484 KJ870794 KJ626919 

37 GQ229052 KJ454505 JX154499 MG602312 KJ626685 

38 GQ229053 KJ454500 JX154513 KJ870874 KJ626562 

39 GQ229054 KJ454510 MG602306 MF580644 KJ626777 

40 GQ869841 AB525799 MG602320 KU360950 KJ626731 

41 GQ869842 AB525797 MG602311 KU360949 KJ626652 

42 GQ869843 AB525798 JN116529 KF920568 KJ626516 

43 GQ996900 KF371713 JN116528 EU496255 KJ626968 

44 GQ996914 JQ069480 JN116533 JN706565 KJ627164 

45 GQ996924 KF371975 JX154525 KP119465 KJ626585 

46 GU377148 EU708579 JF793942 MG602308 KJ626862 

47 GU377164 GQ452925 JF793946 KY198341 KJ626718 

48 GU392976 GQ452924 JF793945 KJ870836 KJ626832 

49 GU392978 GQ452923 EF554120 JX273709 KJ626607 

50 GU392986 FJ915079 KC819342 KU048654 KJ626754 

51 GU393002 GQ117006 KF414563 KM068237 KJ626573 

52 HM534680 KU973952 JX008866 KY198347 KJ626874 

53 HM773587 GU985259 KU714460 KT025867 KJ627141 

54 HM773598 FJ447568 KC986967 KU048641 KJ626941 

55 HM773598 JQ069459 KJ753685 DQ490556 KJ627001 

56 HM773609 JF490913 KP752882 KU048651 KJ626896 

57 HM773620 KT988218 JX470515 KX574283 KJ626956 

58 HM773631 KF371931 JX470516 KJ870808 KJ627092 

59 HM773642 KJ753186 JX131338 KU360953 KJ626990 

60 HQ127445 JN706297 AB625621 KY198332 KJ559392 

61 HQ127446 JN706296 AB625623 AB861950 KJ559196 

62 HQ392002 EU708578 AB625622 KX574276 KJ559129 

63 HQ702215 GU985262 AB625625 MG676190 KJ559279 

64 HQ702215 JN706306 MH140443 KY688162 KJ559280 

65 HQ702226 JN706307 MH140438 KP732449 KJ559370 

66 HQ702226 KF371812 MH140445 KF920573 KJ559263 

67 HQ702237 KF371790 MH140448 MF580645 KJ559326 

68 HQ702237 KJ753440 MH140447 KX574278 KJ559293 

69 HQ702248 LC325471 AB625619 KF907302 KJ559207 

70 HQ702248 KF371757 MH140441 KU097008 KJ559359 

71 HQ702259 KU059799 MH140437 KY688168 KJ559348 

72 JF521469 AB527010 KC895794 MF580638 KJ559337 

73 JF521480 HQ425285 KC895786 KJ870871 KJ559229 

74 JF521480 AB527008 KC678693 MG602295 KJ626707 
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75 JF766583 GU985261 KC678695 KP732455 KJ559304 

76 JF766594 HQ425284 KC678696 KT025859 KJ412680 

77 JF766605 JN706325 KC895778 MG602313 KJ412601 

78 JF813102 JN706294 MG452930 MG602293 KJ412578 

79 JF813106 HQ425280 MG452929 MH382840 KJ412534 

80 JN001865 DQ873678 MG452928 MG602305 KJ412844 

81 JN377704 DQ873671 MG452926 KJ870831 KJ412713 

82 JN377706 JQ043266 KX121167 MH382866 KJ412647 

83 JN377709 GU985254 KX121170 EU496259 KJ412735 

84 JN591406 JX470505 KX121174 KU048656 KJ412702 

85 JN605409 JN706304 KX121171 KJ870824 KJ412778 

86 JN605420 JN706295 KX121169 KY198344 KJ412545 

87 JN605431 GU985263 KX121166 LC019068 KJ412556 

88 JN605442 JF490990 KX121165 HQ657165 KJ412589 

89 JN605453 HM773730 KX121168 KM068246 KJ412658 

90 JN706561 KF371823 MG452923 KU048652 KJ412833 

91 JN706562 JQ069526 MG452921 MG557584 KJ412612 

92 JN849128 JQ069523 KC895784 JX986579 KJ412789 

93 JN849132 JN258362 GU259589 KU048648 KJ412691 

94 JN849142 HM773664 FJ495133 KP732444 KJ412746 

95 JQ253563 AB585924 GU937882 KX574282 KJ412897 

96 JQ253564 KT988185 GU937889 KP732450 KJ412634 

97 JQ253565 KT988174 GU937891 KY198333 KJ412669 

98 JQ253566 AB585928 JX442784 KT025864 KJ412767 

99 JQ253567 JX088014 JX442777 KF920572 KJ412523 

100 JQ253568 KF018790 JX442766 KX574279 KJ412789 

101 JQ253569 KC689824 JX442787 KU360947 KJ412567 

102 JQ253570 KC822929 EF199507 KP881900 KJ412885 

103 JQ837881 KC689827 EF199501 KU048639 KJ412800 

104 JQ993318 MG652301 JX442764 KJ870790 KJ412822 

105 JX185763 GU377169 FJ598310 JN706563 KJ412623 

106 JX195068 GU138222 JF411748 KU048657 KJ412909 

107 JX195079 JX470506 JF411746 KF920565 KJ412855 

108 JX195090 JF491066 JF411751 HQ657154 KJ412680 

109 JX273705 AB527009 JF411750 KY198349 KJ626550 

110 JX273708 GU985256 JF411747 KY198336 KJ626551 

111 KC215567 AB527006 JF411749 KP732451 KJ626956 

112 KC215578 EU708582 JX273726 KF907304 KJ412724 

113 KC242226 EU708583 JX273728 KU097004 KJ412872 

114 KC687065 HQ230033 KC895771 KP881933 KJ412811 
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115 KC687066 HQ230032 KC895765 KU097006 LC477408 

116 KC687067 KT007625 KC895763 MG602325 MT410498 

117 KC687068 KT007637 KC895766 KU360951 LC477399 

118 KC687069 KT007572 KC895768 MG602297 MT410487 

119 KC687070 KX362815 KC895761 KP732453 MT410476 

120 KC687071 KC689818 KC895757 MG602301 LC477397 

121 KC762219 JN706360 KC895764 MG602310 LC477398 

122 KC762220 JN706355 KC895773 MG602307 LC477401 

123 KC762222 JN706352 KC895776 KJ870916 MW254176 

124 KC782524 KT007563 KC895774 FJ747630 MW254175 

125 KC896143 JN706347 KC895772 KY198340 MW254173 

126 KF006873 KT007628 KC895755 KU048643 MW254174 

127 KF006874 KT007632 KC895760 KU048655 MW254177 

128 KF414565 JN706353 KJ482514 KP119466 MW254179 

129 KF414568 KT988163 KC815663 KY198339 MW254178 

130 KF414569 JN706367 HE646656 EU496256 LC491560 

131 KF414570 JN706335 HE646643 KY198346 LC477402 

132 KF414571 JN706373 MG452894 KU048650 LC477403 

133 KF636294 JN706371 HE646655 MG557582 MN106121 

134 KF636305 JN706372 HE646654 MG676196 MN106123 

135 KF648937 JN706378 GU259586 KM068217 MN106122 

136 KF648938_ JN706567 HE646653 KX574280 LC477407 

137 KF812604 JN706566 JN410628 KF907301 MN106119 

138 KF812605 JN706326 JN410621 MG602292 MN106120 

139 KF812606 JN706333 JN410624 KM245613 LC477404 

140 KF812607 JX088009 HE646642 KT025860 LC477409 

141 KF812608 JN706338 HE646652 KY688161 MW558495 

142 KF812609 JN706364 HE646646 KF920570 LC514495 

143 KF812610 JN706365 GU259584 KP881966 LC491463 

144 KF812611 JN706313 HE646644 KJ870869 LC477396 

145 KJ094942 JN706317 HE646648 KU097007 MN577176 

146 KJ094943 JN706316 HE646645 KP732456 LC491539 

147 KJ094944 JN706314 HE646641 MF580640 LC477400 

148 KJ094945 JN706312 HE646650 KU048642 MT300315 

149 KJ094946 JN706375 GU259583 KJ870870 MK417780 

150 KJ412525 JN706320 JX470519 KP119467 MK417781 

151 KJ412558 JX088012 JX470523 KU048640 LC430883 

152 KJ412614 HQ537521 EU873015 KY198334 LC430884 

153 KJ412636 HQ738583 EU873014 KU360946 MN414261 

154 KJ412660 JN706359 GU183211 KU048653 MN414262 
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155 KJ412671 KT007631 KF636261 KU048647 MN414267 

156 KJ412758 JN706293 JN831236 KP732445 MN414268 

157 KJ412769 GU598248 MG452886 KX574274 MN414263 

158 KJ412791 JN706330 MG452888 KX574281 MN414264 

159 KJ412835 JQ069524 MG452897 DQ490550 MN414265 

160 KJ432722 KF006856 MG452878 KT025863 MN414266 

161 KJ432723 KC689823 MG452883 KP732447 MN577164 

162 KJ432725 JF491001 MG452890 MF673457 MN577148 

163 KJ432726 JF790316 JQ943566 MF580641 MT386439 

164 KJ454448 JF491105 JQ943557 KM245612 MT386437 

165 KJ454449 JF491025 JQ943565 KY198342 MT386438 

166 KJ454450 JF491122 JQ943567 KU048658 MT386440 

167 KJ454451 HM773697 JQ943560 EU496254 LC514550 

168 KJ454452 KU973946 JQ943562 KC484726 MT005301 

169 KJ454457 HQ425279 JQ943559 MG602299   

170 KJ454458 GU377144 JQ943563 MG602309   

171 KJ454459 AB585927 JQ943558 JN706564   

172 KJ454460 GU985251 MG452904 JN711097   

173 KJ454461 JQ069475 MG452891 KY198348   

174 KJ454462 KF371997 JN410629 KY198337   

175 KJ454463 AB585929 KF537257 KU048645   

176 KJ454464 KU059801 KF537255     

177 KJ454465 KF680466 MG452884     

178 KJ454466 AB525800 MG452882     

179 KJ454467 JQ069501 MG452900     

180 KJ454468 EU708584 MG452889     

181 KJ454469 GQ452929 MG452901     

182 KJ454470 KT988251 MG452873     

183 KJ454471 KU059802 MG452880     

184 KJ454472 HM773719 MG452881     

185 KJ454473 KJ560460 MG452879     

186 KJ454475 KT921118 MG452906     

187 KJ454476 KT921019 MG452862     

188 KJ454477 KJ560470 MG452875     

189 KJ454478 KT920887 KX121172     

190 KJ454479 GQ452928 KX121173     

191 KJ454480 LC056795 JX131342     

192 KJ454481 MN551992 JX131340     

193 KJ454482 KJ751773 JX131339     

194 KJ454483 KF371779 JX131337     
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195 KJ454484 JN129124 FJ598309     

196 KJ454485 JN129122 KT694944     

197 KJ454486 KC689819       

198 KJ454487 JN706310       

199 KJ454488 KT988229       

200 KJ454489 MH382862       

201 KJ454490 MK050161       

202 KJ454491 MH382860       

203 KJ454492 MH382848       

204 KJ454494 JN706328       

205 KJ454495 JN706323       

206 KJ454496 JQ358764       

207 KJ454497 FJ747619       

208 KJ454498 JN706334       

209 KJ454499 MH182445       

210 KJ559350 MH182446       

211 KJ626507 MK370887       

212 KJ626518 MF621175       

213 KJ626540 MF563894       

214 KJ626587 MF563898       

215 KJ626632 MF563890       

216 KJ626643 MF621177       

217 KJ626654 LC477363       

218 KJ626665 MN414258       

219 KJ626676 MN414254       

220 KJ626687 MF621176       

221 KJ626801 MH712892       

222 KJ626812 MH712889       

223 KJ626823 MF563916       

224 KJ626876 FJ947216       

225 KJ626887 LC482502       

226 KJ626910 FJ947238       

227 KJ626921 FJ947293       

228 KJ626992 FJ947227       

229 KJ627029 FJ947425       

230 KJ627052 FJ947878       

231 KJ627094 FJ947249       

232 KJ627132 FJ947315       

233 KJ627143 KC579965       

234 KJ751663 FJ998278       
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235 KJ751674 JF460839       

236 KJ751707 KM660408       

237 KJ751762 KM660412       

238 KJ751817 KJ752100       

239 KJ751965 KP188813       

240 KJ751987 KJ560451       

241 KJ752111 KJ560444       

242 KJ752221 KX655478       

243 KJ752254 KX632281       

244 KJ752300 KP882593       

245 KJ752513 KP882461       

246 KJ752689 KP882571       

247 KJ752797 LC406802       

248 KJ752941 MH291293       

249 KJ753134 MH291298       

250 KJ753315 KJ751894       

251 KJ753373 KJ752188       

252 KJ753473 LC434537       

253 KJ753484 MH382850       

254 KJ753539 MN029131       

255 KJ820885 MH291297       

256 KJ919848 KX632336       

257 KJ919851 KM660409       

258 KJ919852 KJ583201       

259 KM008658 KJ583190       

260 KM008660 FJ947757       

261 KM008665 FJ947746       

262 KM581032 FJ947205       

263 KM581036 FJ947304       

264 KM581038 FJ947370       

265 KM581039 FJ947194       

266 KP013529 FJ947348       

267 KP013540 FJ947768       

268 KP013545 FJ947403       

269 KP013546 FJ947381       

270 KP013547 FJ947779       

271 KP013553 FJ947801       

272 KP222830 FJ947469       

273 KP222836 LC438915       

274 KP752465 LC438916       
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275 KP752521 GQ996896       

276 KP752642 MF621173       

277 KP753098 MF621174       

278 KP881999 KJ751729       

279 KP882021 MF563907       

280 KP882032 KT007561       

281 KP883209 GU296431       

282 KP941126 KF500524       

283 KT007646 JX088008       

284 KT919508 JX088021       

285 KU243681 KF018794       

286 KU363149 MN029120       

287 KU532205 JX946173       

288 KU532206 KT007560       

289 KU532207 LC433677       

290 KU532208 KR262157       

291 KU532209 GU296430       

292 KU532210 KJ919864       

293 KU532211 AB585923       

294 KU532212 JN706555       

295 KU532214 KF202506       

296 KU532215 EU708588       

297 KU532218 KJ187604       

298 KU532219 LC328182       

299 KU738603 LC328183       

300 KU738604 GU377159       

301 KU740011 MF563923       

302 KU740013 MF346890       

303 KU740031 KX655444       

304 KX009887 KX655445       

305 KX009888 LC095877       

306 KX033672 MK597987       

307 KX033683 AY740736       

308 KX033684 AY456382       

309 KX536667 EU708906       

310 KX536668 EU708895       

311 KX536669 HQ661117       

312 KX545309 KF185108       

313 KX545327 KF360219       

314 KX632325 EU791924       
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315 KX655511 KF690130       

316 KX673365 KU597744       

317 KX778607 JF742651       

318 KX778608 KU059782       

319 LC095899 KU059771       

320 LC105478 KU550297       

321 LC105489 LC490286       

322 LC190491 LC086730       

323 LC227987 KU870393       

324 LC227990 MF997040       

325 LC227991 LC434517       

326 LC227992 LC311227       

327 LC228408 MN203561       

328 MN552077 MH569775       

329 LC569531 LC477351       

330 LC569530 KU550295       

331 LC569529 LC490235       

332 LC569521 KX880414       

333 LC514541 LC434525       

334 LC514475 MN231001       

335 MK050184 LC434521       

336 LC514486 LC434524       

337 LC569526 KY000546       

338 MN921190 MF044158       

339 MN921192 MG652318       

340 MN921191 KY418050       

341 MN552087 MF093555       

342 LC477350 LC477366       

343 LC477354 MF044169       

344 MN552103 MH569777       

345 MN577084 MH569778       

346 MN552091 KU059793       

347 MN921188 LC260217       

348 LC491451 MG652321       

349 MN577090 MN230993       

350 MN577100 KX880425       

351 MT005292 LC260212       

352 MT005303 LC434520       

353 LC477371 LC260209       

354 LC514552 LC260214       
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355 LC514497 LC434529       

356 LC491462 LC455759       

357 LC477367 LC490219       

358 LC477379 MF044125       

359 MN577087 MK690513       

360 LC477378 LC490221       

361 LC491559 MK690510       

362 LC477377 KX469404       

363 MN106113 KX469400       

364 MN106114 KY986432       

365 MN106115 LC490229       

366 MT107165 MH569774       

367 KT694944 MH569776       

368   LC434540       

369   LC260218       

370   LC386081       

371   LC477370       

372   MN230996       

373   MN577173       

374   LC490222       

375   MT063065       

376   MT063064       

377   MT386424       

378   MT386433       

379   KJ412888       

380   KJ412857       

381   KJ412749       

382   KJ412900       

383   HM627558       

384   MH769742       
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