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RESUMEN

La transmision de la malaria sigue siendo un problema de salud publica persistente en
la Amazonia peruana, reflejada en la alta morbilidad de casos causados por
Plasmodium vivax dentro de un contexto de malaria residual a nivel micro-
epidemioldgico. Ante esta situacion, resulta imperativo emplear herramientas como la
genética y la gendmica poblacional para comprender mejor los factores que mantienen

la transmision residual de la malaria.

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar molecularmente la micro-
epidemiologia de las infecciones por P. vivax que contribuyen a perpetuar la

transmision en comunidades remotas que estan en proceso de eliminacion de la malaria.

En el primer capitulo de esta tesis, los resultados destacan la presencia de un 40% de
infecciones submicroscépicas y una alta diversidad genética (He = 0.70 £ 0.10), sin
cambios significativos entre los periodos 2013 y 2015-2016 (p-valor > 0.05), asi como
en otras métricas de diversidad genética. Ademas, se detectaron parasitos clonales,
linajes de diferentes origenes y flujo genético (Fst > 0.5), evidenciado por la

introduccién de parasitos genéticamente distintos.

Este hallazgo motivé el desarrollo del segundo capitulo, que evalud a los viajeros
infectados y caracterizo los patrones de movilizacion humana, ademas de analizar la
diversidad genomica poblacional y las relaciones genéticas de los parasitos

recolectados en las comunidades de Libertad y Urcomirafio. Se encontro un 21% de



infecciones por Plasmodium en los viajeros, de las cuales el 89% eran
submicroscopicas. La movilidad humana resulto ser heterogénea, con desplazamientos

frecuentes hacia Mazéan, lquitos y varias quebradas.

Por ultimo, los parésitos recolectados presentaron baja diversidad gendmica, con
poblaciones clonales (IBD = 90%), la presencia de flujo genético (Fst = 0.15-0.25)
entre Libertad y Urcomirafo, y linajes clonales que se mantuvieron a lo largo del

tiempo, en funcion de la proximidad geogréfica y el momento de la recoleccion.

En conclusion, tanto las infecciones submicroscopicas como la movilizacién humana
parecen desempefiar un papel clave en el mantenimiento de la transmision de la malaria
residual, revelando nuevos aspectos, a nivel de la genética de los parasitos, que

contribuyen con la micro-epidemiologia de la malaria en las comunidades estudiadas.

Palabras claves:

P, vivax, diversidad genética, gendmica poblacional, movilizaciéon humana, identidad

por descendencia (IBD), cuello de botella.



ABSTRACT

Malaria transmission is a persistent public health problem in the Peruvian Amazon.
This persistence is reflected in the increased morbidity of cases caused by P. vivax in a
micro-epidemiological context of residual malaria within the Peruvian Amazon. For
this reason, there is an urgent need to use tools such as population genetics and
genomics to help explain the maintenance of residual malaria transmission at the micro-
epidemiological level. The overall objective of this study was to molecularly
characterize the micro-epidemiology of P. vivax infections that contribute to the
maintenance of transmission in remote communities undergoing malaria elimination.
The results in Chapter 1 of this thesis highlight the presence of 40% submicroscopic
infections, with high genetic diversity (He=0.70 + 0.10) with no significant changes
(p-value>0.05) between 2013 and 2015-2016 and the other metrics of genetic diversity.
Clonal parasites and lineages with different origins were also found, plus the presence
of gene flow (Fst>0.5) evidenced by the entry of new genetically unrelated parasites.
Due to this last finding, Chapter 2 of this thesis was developed, where the infected
travelers were evaluated and the mobilization and human mobilization were
characterized, and the population genomic diversity and genetic relationships of the
parasites collected in Libertad and Urcomirafio were also evaluated. We found 21.0%
of Plasmodium spp. infections in travelers, 89% of these infections were
submicroscopic. Human mobilization was heterogeneous with frequent trips to Mazan,
Iquitos and creeks. Finally, the parasites collected showed low genomic diversity, with

clonal populations (IBD=90%), presence of gene flow (Fst=0.15-0.25) between



Libertad and Urcomirafio, plus clonal lineages that have been maintained according to
the time of collection and the geographic proximity to the collection site. In conclusion,
submicroscopic infections as well as human mobilization are having a role in
maintaining residual malaria transmission, at level of parasite genetics, that contributes

with the malaria micro-epidemiology in the communities included in this study.

Keywords:

P vivax, genetic diversity, population genomics, human mobilization, identity by

descent (IBD), bottleneck.



l. INTRODUCCION GENERAL

A pesar de todos los esfuerzos desplegados en los ltimos afnos para eliminar la
malaria, esta continia siendo un problema de salud global. Actualmente, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha informado que se han producido
cerca de 247 millones de casos de malaria en 84 paises endémicos en todo el mundo
(1). En Peru, el ano 2023 se han reportado mas de 22 mil casos y cerca del 90% se
concentran en la Region Loreto, de estos el 84% de las infecciones son producidas
por P. vivax. Dentro de la region Loreto los distritos de Napo, Mazan y Nauta son
considerados de alto, medio y bajo riesgo de transmision de la malaria
respectivamente (2). Estos distritos concentran comunidades como Urcomirafio,
Libertad y Santa Emilia donde histéricamente han reportado incremento de casos

desde el afio 2013, siendo el 2015 el ano mas critico (3).

Estudios previos en diferentes comunidades del distrito de Mazan, que incluyeron
a Libertad y Urcomirafio, encontraron que la proporcion de infecciones por P. vivax
fue altamente heterogénea, dentro y entre las comunidades estudiadas, asociadas a
factores socio-demograficos especificos a cada comunidad, con presencia de un
gran nimero de infecciones con baja parasitemia, ahora llamadas submicroscopicas
(4). Otro estudio en dos comunidades con caracteristicas ecologicas contrastantes
como Cahuide (a la altura del kilometro 56 de la carretera Iquitos — Nauta) y
Lupuna (comunidad riberefia), también encontraron una prevalencia heterogénea
de Plasmodium spp. influenciadas por las caracteristicas socio-demograficas

especificas (5,6). Estos y otros estudios confirman la micro-heterogeneidad o



micro-epidemiologia de la transmision de la malaria en comunidades de la
Amazonia Peruana con caracteristicas ecologicas-ambientales diversas que podrian

ser extrapolados a otros entornos donde tanto P. vivax y P. falciparum coexisten.

Santa Emilia es una comunidad remota y aislada geograficamente, que ha tenido
intervenciones intermitentes durante mucho tiempo por parte del MINSA. Durante
el ano 2013 presentd un alto nimero de casos de malaria, siendo las infecciones
con baja parasitemia las predominantes, sumado a esto se reporté una moderada
diversidad genética con un 40% de infecciones policlonales (7), esto fue efectuado
durante la vigilancia realizada por el Programa Centro Internacional de Excelencia
en Investigacion en Malaria de la Amazonia (Amazonia — “ICEMR?”, por sus siglas
en Inglés). En este estudio también se encontraron sefiales de flujo genético entre
las comunidades estudiadas generado probablemente por la movilizacion humana.
Debido a estos resultados, el mismo programa continu6 realizando la vigilancia de
los casos durante el 2015 y 2016. En este sentido, en el capitulo 1 de esta tesis se
utilizaron estas muestras para caracterizar molecularmente la micro-epidemiologia
de las infecciones que contribuyen a mantener la trasmision de la malaria, la
diversidad genética y los cambios de las poblaciones clonales durante la vigilancia

del 2013 y 2015-2016.

Para lograr este objetivo se realizd el diagndstico molecular y se midid la
prevalencia de las infecciones submicroscopicas, asi como las métricas de

diversidad genética, un analisis de cuello de botella y se establecieron las relaciones



genéticas mediante una red de expansion de haplotipos de manera comparativa

entre las muestras colectadas el 2013 y las del 2015-2016.

Los resultados encontrados confirman la micro-epidemiologia de la malaria en
Santa Emilia y resalta la importancia de las infecciones submicroscopicas como
reservorios para mantener una alta transmision con muy alta diferenciacion
poblacional y la presencia de pardsitos importados posiblemente por la
movilizacion humana. Debido a este ultimo resultado se desarrollo el capitulo 2 de
este trabajo para evaluar el rol de la movilizaciéon humana en la trasmision de la
malaria y la micro-epidemiologia en las comunidades de Libertad y Urcomiraio,
que durante los ultimos afios han tenido intervenciones a través del Plan Malaria
Cero por parte del MINSA. Para esto se caracterizé y determind los casos en los
viajeros, la gendmica poblacional de los parasitos de P. vivax y sus relaciones

genéticas durante los afios 2021 y 2022.

Los resultados del capitulo 2 muestran a los viajeros que estarian actuando como
reservorios del parésito, quienes al regresar infectados a sus comunidades de
origen, contribuyen también a mantener la transmision, con parasitos que presentan
una baja diversidad gendmica, aparentemente clonales y diferentes con respecto a
los parasitos colectados desde el afio 2006 hasta el 2015. Por lo tanto, en ambos
capitulos de esta tesis se sugiere que las personas con infecciones submicroscopicas
y los viajeros deberian ser considerados dentro de las estrategias de control de la
malaria en el Pert, utilizando herramientas mds sensibles para identificar a los

individuos infectados y estableciendo un monitoreo cercano de estas poblaciones



moviles para evitar la introduccion de nuevos parasitos en areas en vias de

eliminacion de la malaria.



1. MARCO TEORICO

2.1 Estado actual de la malaria en el Peru

La malaria en el Pert es un problema que reta constantemente al sistema de salud.
Durante el afio 2023, y hasta la semana 52, en el territorio peruano se han reportado
22,349 casos de malaria, con un incremento de 6,539 casos comparado con el afio
2020 (8). La mayor concentraciéon de casos de malaria se ha reportado en la
Amazonia Peruana (20,345 casos), principalmente en distritos remotos como
Andoas, Pastaza, Urarinas, Trompeteros, Yavari, Balsa Puerto, Tigre, Lagunas y
dentro de la ciudad de Iquitos, San Juan Bautista es el distrito con mayor niimero
de casos. El segundo departamento que concentra mayor nimero de casos es
Amazonas, que presentd 1,093 casos, seguido de Junin con 403 casos y Cusco con
263 casos (8). La presencia de las infecciones en la actualidad sugiere la
continuidad de la transmision siendo ésta heterogénea a nivel de espacio y tiempo,
a pesar de los planes de control y eliminacion desplegados por el Ministerio de

Salud (MINSA).

En el Pert se observa mayor frecuencia de infecciones producidas por P. vivax
(85%), seguida de P. falciparum (14%), y por Ultimo P. malariae (1%) (3). En el

Pert, no se trasmiten P. ovale ni P. knowlesi.

2.2 Ciclo biologico de Plasmodium spp.

El ciclo bioldgico del parésito que causa malaria es complejo, marcado por exitosas

rondas de replicacion asexual a través de diferentes estadios y tejidos, tanto en el



organismo vertebrado como hospedero intermediario (fase asexual) y en el
mosquito (fase sexual) como hospedero definitivo (9). El ciclo del parasito
comienza cuando el mosquito hembra infectado con Plasmodium spp. pica a su
hospedero vertebrado inyectando el esporozoito a través de la piel del humano, y
luego el esporozoito movil entra al torrente sanguineo, llegando hasta el higado, y
de esta forma evita el sistema inmune del hospedero. Una vez que el esporozoito
llega a cruzar la barrera sinusoidal del higado le permite ingresar a los hepatocitos
(9,10). Luego ellos establecen una vacuola parasitéfora, y después se diferencian
en su primera ronda de replicacion asexual. Cerca de dos dias o mas, dependiendo
de la especie de Plasmodium, un multinucleado esquizonte exo-eritrocitico
contiene cientos de merozoitos. Sin embargo, algunas especies de parasitos tales
como P, vivax y P. ovale pueden entrar en un periodo de latencia debido a que se
transforman en hipnozoito no replicante en vez de esquizonte. Estos hipnozoitos
pueden permanecer dias, meses o afios en latencia en el higado y causar los relapsos
(11). Una vez que salen del hepatocito los merozoitos son agrupados en una
membrana formando una vesicula llamada merosoma, y nuevamente son liberados
al torrente sanguineo, via la barrera sinusoidal del higado. Los merozoitos invaden
los globulos rojos donde ocurre una segunda fase esquizogonia asexual. Este ciclo
de reproduccion asexual produce mas de 72 merozoitos en el transcurso de 48 a 72
horas (9). A través de repentinas rondas de invasidon y crecimiento, el pardsito
produce infecciones agudas y eventualmente infecciones cronicas. Algunas
especies como P. vivax solo invaden los reticulocitos (eritrocitos inmaduros que

representan el 3 al 5% de toda la poblacion de eritrocitos circulantes). Otros como



P. falciparum no se restringen y pueden infectar una alta proporcion de eritrocitos
ya sean jovenes o maduros, esto permite una alta carga parasitaria (9,12), este factor

implicado en la capacidad de P. falciparum para causar malaria severa.

El ciclo sexual se inicia cuando una pequefia proporcion de pardsitos asexuales
producen progenie sexual, que es el gametocito. Los gametocitos maduros pueden
circular en el torrente sanguineo por varios dias, lo cual incrementa sus
posibilidades de transmision hacia el mosquito. Unos pocos minutos después de
ingresar al intestino del mosquito, tanto el gametocito masculino como el femenino
utilizan proteasas para salir del eritrocito y luego se diferencian en ocho
microgametos y un macrogameto, respectivamente (9,13). Estos gametos se
fusionan para producir el zigoto. El zigoto se transforma hasta el ooquineto movil,
el cual cruza la barrera epitelial del intestino medio para formar un ooquiste. En el
ooquiste, los parasitos llegan al tercer ciclo asexual de replicacion para producir
cientos de esporozoitos que son liberados hacia la hemolinfa del mosquito. Los
esporozoitos migran hacia las glandulas salivares del mosquito y permanecen
dentro hasta que se transmita a un nuevo hospedero vertebrado a través de la

picadura del mosquito para empezar el ciclo nuevamente.
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2.3 Micro-epidemiologia de la trasmision de la malaria

La micro-epidemiologia segin Banniester (14) es el estudio de la variacion de la
frecuencia de casos de malaria entre hogares u otras agrupaciones, entre
subcomunidades dentro de una comunidad o entre comunidades vecinas u otras
agregaciones socio-espaciales similares como asentamientos agricolas y zonas de

captacion de casos como los centros de salud (14).


https://microbeonline.com/asexual-life-cycle-of-plasmodium-falciparum/
https://journals.asm.org/doi/10.1128/cmr.00051-10
https://journals.asm.org/doi/10.1128/cmr.00051-10

Diversos estudios epidemioldgicos han determinado que la transmisién no es
homogénea entre las comunidades, evidenciando la existencia de una micro-
epidemiologia dentro y entre comunidades. Por ejemplo, en Colombia evaluaron
los determinantes de la distribucion de las infecciones mixtas a nivel micro-
epidemioldgico en el riesgo de la malaria en 25 comunidades, encontrandose una
mayor distribucion del 43.2% de infecciones mixtas ( P. vivax junto a P. malariae),
y un 65% de frecuencia de P. vivax en todas las comunidades (15). Por otro lado,
un estudio en Vietnam Central, a nivel micro-epidemiolodgico, encontré que
realizar actividades fuera de la vivienda durante la noche como beber y mirar
television explicaron la exposicion reciente a P. vivax y P. falciparum (16). Del
mismo modo, en Camboya, el analisis a nivel de hogares e individuos en tres
comunidades encontrd que los factores de riesgo para contraer malaria estuvieron
asociados a las reuniones nocturnas de los agricultores, las paredes de madera de
las casas y el tipo de cultivo y estos explicarian la variacion de la micro-
epidemiologia (17). Asimismo, un estudio de pequefia a moderada escala espacial
(1 a 15km) en cuatro comunidades que incluian a Libertad y Urcomirafio dentro
de la Amazonia Peruana, demostraron que la proporcion de la parasitemia de P.
vivax fue heterogénea dentro y entre las cuatro comunidades; y las viviendas sin
malaria ubicadas cerca o dentro de un 4rea o “cluster” de alto riesgo de transmision
(proporcion de individuos en viviendas con parasitemia de P. vivax >60%) tenian
mas probabilidades de tener malaria; y los habitantes presentaban una alta

proporcion de infecciones submicroscopicas y asintomaticas (4).



Por lo tanto, la dindmica de transmision de P. vivax es heterogénea a nivel de
espacio — tiempo y los factores de riesgo asociados a ella son especificos,
produciendo los diferentes contextos micro-epidemiologicos (6,19). Esta
heterogeneidad se produce por la dindmica entre los diversos actores de la

transmision como el humano, el vector, el parésito y el medio ambiente.

El humano con sus costumbres, actividades y condiciones de vida juegan un rol
importante durante la transmision de la malaria. Diversos estudios han evidenciado
que ciertos factores sociodemograficos se convierten en factores de riesgo
asociados a malaria. Por ejemplo, en Tanzania los nifios entre 4-14 afios y la calidad
de la construccion de las casas fueron factores de riesgo asociados a malaria (20).
En Camboya, personas con viajes recientes a la selva (21) y en Etiopia nifios entre
5y 14 afios de edad, jefes de hogar con menor nivel educativo y las viviendas con
techo de hoja/paja fueron identificados como factores de riesgo (22). Del mismo
modo, en la Amazonia Peruana se determiné que nifios entre 8-14 afos, y la
residencia mayor a 5 afos en la comunidad fueron los factores de riesgo asociados
a malaria (6). Sumado a esto, factores como no tener animales de crianza como el
ganado en el hogar y tener sintomas de malaria también mostraron tener una alta
implicancia en la trasmision (5). Por ultimo, nifios entre 6 a 14 afios cuya condicion
socio-econémica de nivel bajo y casas construidas pobremente fueron los
principales factores de riesgo (20). Por lo tanto, los factores de riesgo asociado a la

malaria son heterogéneos bajo diferentes contextos epidemiologicos.
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2.4 La movilizacion humana y la malaria

La movilizacion humana puede ser otro de los factores que contribuyen al
resurgimiento y dispersion de la malaria, y sumado a esto el rol del vector que
también permite expandir la enfermedad. Sin embargo, este ultimo estd limito
debido a la distancia maxima de vuelo del mosquito, que es de aproximadamente

600 metros (23).

Las personas viajan o se trasladan de un lugar a otro por diferentes razones, por
ejemplo, motivos econdmicos, el deterioro del medio ambiente, conflictos y
desastres naturales (24). Este movimiento de las personas con malaria desde una
zona endémica a otra zona donde no existe malaria o donde se ha erradicado,
permite el resurgimiento de la enfermedad, siempre y cuando el area tenga la
caracteristica de receptividad a la infeccidon, como por ejemplo la presencia del
mosquitos vector y las caracteristicas medioambientales necesarias (25). Por todo
lo mencionado, se debe tener en cuenta la importancia del reservorio humano y su

comportamiento.

Los datos del censo comunal de vivienda y registro de la poblacion pueden
proporcionar valiosa informacion a nivel individual para poder cuantificar las
caracteristicas socio-demograficas de la poblacion a una escala temporal fina (26).
Estos datos pueden extrapolarse con los casos de malaria para evaluar los factores
de riesgo y los mecanismos que favorecen la trasmision de la malaria.
Adicionalmente, las encuestas epidemioldgicas de movilizacion proporcionan

informacion sobre el tiempo, lugar, frecuencia de viaje, etc., lo que permite
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conocer de manera aproximada el rol de la movilizacion en la transmision de esta

enfermedad.

Diversos estudios han evidenciado el rol del movimiento humano en la transmision
de malaria. Por ejemplo, trabajos realizados en China evidenciaron que el 93.4%
de los casos fueron importados de Africa, el 5.9% de Asia y 0.4% de Oceania (27).
Adicional a esto, estudios utilizando censo y encuestas epidemiologicas
concluyeron que el movimiento poblacional es heterogéneo entre paises como
Kenia, Tanzania y Uganda junto a la transmision de malaria, y un estudio similar
utilizando analisis espaciales de casos y registros de migracion evidenciaron una
mayor conectividad en el este de Africa y Asia central comparado con otros paises
y que las fuentes de la infeccion (source) y el destino (sink) estaban unidos por
rutas de transmision (28,29). Por otro lado, en la Amazonia Peruana el seguimiento
de la movilizacion de las personas a través de GPS permiti6 identificar que viajar
a la comunidad de Mazan por motivos de trabajo, incrementa el riesgo de tener
malaria (30). Otro estudio realizado en las comunidades de Lupuna y Cahuide
sugirid que la actividad migratoria relacionada a la ocupacién permite la

importacion de casos de P. falciparum (31).

La movilizacion humana en la Amazonia y la transmision de malaria, en muchos
casos, estd regido por las actividades laborales como por ejemplo el comercio,
intensa agricultura y la extraccién de madera. Evidencia de esto se mostrd en el
trabajo de Chuquiyauri (31), donde se sugirid6 que los adultos con actividad

agricola y maderera, adquirian multiples infecciones de malaria fuera del lugar del
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domicilio principal, comportdndose como reservorios humanos moviles y
provocando la movilizacion del parasito dentro y entre micro regiones endémicas
a esta enfermedad (31). Esto pone de manifiesto que las actividades ocupacionales
propias de la zona exponen al humano de manera directa o indirecta a la picadura

del mosquito.

Sin embargo, no siempre las actividades ocupacionales migratorias permiten el
mantenimiento de la transmision, sino también las actividades recreacionales, esto
se evidenci6 en las cuencas de Mazan y Napo (32). Por lo tanto, existe evidencia
de la importancia de la movilizacion humana en la transmision y es necesario seguir
estudiando este aspecto en escenarios donde existe mayor movimiento poblacional
para que nos brinde informacion mas real y fina para que permita, en el futuro,
disenar estrategias especificas para estas poblaciones con el objetivo de evitar y

controlar la importacidn de casos y con ello los brotes o resurgimiento de la malaria.

2.5 El vector y su rol en la transmision

El vector también juega un rol esencial durante la transmision de la malaria. Se han
descrito cerca de 530 especies de Anopheles; pero sélo 30-40 transmiten el
Plasmodium spp. en la naturaleza (33). El resto no puede mantener el desarrollo del
parasito que produce la malaria. El mosquito macho no pica al humano y no puede
transmitir el parésito que causa la malaria. Este mosquito se alimenta del néctar de
las plantas u otras fuentes de azucares, a comparacion del mosquito hembra adulta

que necesita la sangre del humano para poder madurar sus huevos (33).
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Existen cuatro subgéneros de mosquitos conocidos implicados en la transmision de
la malaria, entre estos se encuentran: Anopheles, Cellia, Kerteszia 'y Nyssorhynchus
(33). En varios casos se ha reportado especies muy emparentadas genéticamente de
los vectores del género Anopheles, como por ejemplo A. gambiae, el vector mas
prevalente que causa la malaria en Africa sub-sahariana, el cual consiste de al menos

siete especies morfolégicamente indistinguibles (33).

En la Amazonia Peruana, uno de los vectores que transmite la malaria es el mosquito
hembra de la especie An. darlingi, también se report6 la presencia de An. benarrochi,
distribuida en la parte oeste de Loreto y Ucayali; pero los autores sugieren que este
vector presenta menor competitividad comparado con An. darlingi (34) debido a la
baja probabilidad de ser infectado por P. vivax y P. falciparum en ensayos de

infecciones experimentales.

Trabajos realizados en las localidades rurales de Iquitos, que incluyen estudios sobre
el comportamiento del mosquito, los cuales fueron colectados entre el 2011 y 2012,
evidenciaron que el mosquito picaba con mayor frecuencia fuera de las casas y a
tempranas horas de la mafana (25); sin embargo mosquitos colectados durante 2013
y 2015 evidenciaron lo contrario, es decir una mayor proporcion de mosquitos que
picaban dentro de las casas (35). Por ultimo, utilizando métodos moleculares para
determinar las preferencias alimenticias de mosquitos colectados en las
comunidades de Mazan y Napo se encontrd que la sangre humana fue la mas comun

en el estdmago del mosquito, seguido de sangre de galliformes y vacas (36). En
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conclusion, el comportamiento de Anopheles darlingi presenta alta plasticidad y es

generalmente antropofilico (35).

2.6 Caracteristicas de las infecciones asintomaticas y submicroscopicas

causadas por P. vivax

P, vivax es una especie que presenta caracteristicas biologicas muy particulares y las
infecciones causadas por esta especie producen episodios que se caracterizan por
ser asintomaticos y con bajas densidades parasitarias, es decir producen infecciones
submicroscopicas (37). Las infecciones asintomaticas son aquellas infecciones
donde los pacientes no muestran los sintomas clinicos caracteristicos de la malaria
y por tanto no buscan atencion médica, lo que conlleva a que este tipo de infecciones
pasen desapercibidas a las diferentes estrategias de control desplegadas por el
MINSA (38); sin embargo, estd definicion todavia se encuentra en discusion, debido
a que muchos estudios utilizan diferentes criterios para definir a los asintomaticos
como tales. Por ejemplo, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define una
infeccidn asintomatica de Plasmodium spp. como la presencia asexual del parésito
en la sangre sin ninglin sintoma de la enfermedad (39), otros autores lo definen como
ausencia de fiebre o temperatura (40). Sin embargo, en estudio de investigacion
desarrollados en Tailandia y Kenia definieron a un asintomatico como la ausencia
de episodios febriles, auto reporte de fiebre o tratamiento antimaldrico antes y

después de la fecha del estudio (41,42).

Por otro lado, Segun Ramirez-Olivencia (43), define a las infecciones

submicroscopicas como aquellas que presentan bajas densidades parasitaras, que
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son indetectables por microscopia convencional, y que no necesariamente producen
gametocitos (44). Muchos estudios han revelado la carga de las infecciones
submicroscopicas en diferentes escenarios de transmision. Por ejemplo, en dos
ciudades de la India encontraron entre un 3.6% y 70.8% de este tipo de infecciones,
y estaban asociadas a la época de lluvias y se presentaba en su mayoria en individuos
menores de 15 afios (45). Otro estudio mostrd que las infecciones submicroscopicas
fueron persistentes y oscilantes en Vietnam durante el 2010 al 2015 (46), y en
Indonesia reportaron 65.2% de infecciones submicroscopicas causadas por P. vivax
(47). Pero esta cantidad de infecciones submicroscopicas pueden variar en los
diferentes continentes donde esta especie es endémica estableciendo escenarios
micro-epidemiologicos caracteristicos. Por ejemplo, en Colombia que presenta una
baja intensidad de transmision, las infecciones submicroscopicas, variaron entre un
3% al 20% (48). Sin embargo, en cuatro comunidades de la cuenca del Mazan en la
Amazonia Peruana, cuyo escenario de transmision es similar a Colombia, se
encontrd un 85% de infecciones submicroscopicas causadas por P. vivax (4), este
porcentaje es contrastante con lo encontrado en Lupuna y Cahuide, cuya proporcion
de infecciones submicroscopicas fue de 0.8% en Lupuna, en época de creciente del

rio, y 0.9% en Cahuide en épocas de vaciante del rio (6).

2.7 Genética y genémica poblacional de P. vivax

La diversidad genética es la variacion de las caracteristicas heredables presentes en
una poblacion de una especie y sirve como una forma para que esta se adapte a los

cambios ambientales (49). Una poblacion es un grupo de individuos de la misma
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especie que viven dentro de un area geografica suficientemente restringida y que
cualquier miembro puede potencialmente aparearse con cualquier otro miembro del

sexo opuesto (50).

Un gen puede aparecer en muchas formas o estados. Estas alternativas o estados de
un gen son llamados alelos. El grupo de genes presentes en un individuo constituye

su genotipo. La expresion fisica o bioquimica del genotipo es llamado fenotipo (51).

El genoma de P. vivax estd compuesto por 14 cromosomas, dentro de este genoma
podemos encontrar secuencias complejas como los microsatélites. Los
microsatélites son secuencias pequenas repetidas en tandem o motivos, por ejemplo,
AAT, AAT, AAT; en esta ocasion es un microsatélite cuyo motivo es trinucleotido
(AAT). Adicionalmente, estas secuencias son conocidas como marcadores
moleculares que se caracterizan por ser neutrales, es decir no estdn en zonas bajo
presion de seleccion; son codominantes, es decir se observan los alelos de ambos
progenitores (52). Sin embargo, P. vivax por ser haploide solamente se puede
observar un alelo. Los microsatélites también son polimoérficos, su polimorfismo
radica en la adicion o delecion del motivo incrementando o disminuyendo el tamafio
del microsatélite respectivamente (51), estos microsatélites son Ttiles para
genotipificar a los parésitos que causan la malaria y realizar estudios de genética

poblacional.

Existen diferentes indices para evaluar la genética de poblaciones. Por ejemplo, la
Heterocigocidad esperada (He), establecida por Nei y colaboradores 1973 (53),

como la diversidad genética, su calculo radica en las frecuencias alélicas
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encontradas. Otro indice importante es el Desequilibrio de Ligamiento (DL), que es
la asociacion no aleatoria de alelos en dos o mas loci y se calcula como DAB=PAB-
PAPB (54). Una medida de resumen del DL es el Indice de Asociacién
Estandarizada. El incremento del DL se produce por varias razones, una de estas es
la asociacion fisica de loci en un mismo cromosoma, el siguiente es el apareamiento
entre clones genéticamente similares, que incrementa la autogamia en la poblacion
y en consecuencia el aumento de la clonalidad (55). Una manera de disminuir el DL
es mediante la recombinacion genética que se lleva a cabo dentro el mosquito vector

de la malaria.

Otro indice utilizado es el nimero de alelos efectivos (Ne), que son los alelos que se
van a segregar a la siguiente generacion (después de una generacion) durante la
reproduccion. La Tasa Mutacional Poblacional (8), permite conocer cuantas
mutaciones nuevas se generan por cada generacion del parasito. Esta métrica es
dependiente del nimero de alelos efectivos poblacional (Ne) y la tasa de mutacional
de P, vivax cuyo valor es u=5.31x 10~/ 3.77x102. La manera de calcular 8 = Ne x
u (56,57). En consecuencia, estas métricas nos permiten hacer inferencias sobre la

poblacion del parésito y los cambios que ocurren en ellos producto de varios eventos

evolutivos.

La Multiplicidad de Infeccion (MOI) es el promedio de parasitos genéticamente
diferentes que estan presentes en una infeccion. Este es un indicador de intensidad
de transmision, es decir mayor MOI mayor intensidad de transmision y viceversa.

Las infecciones multiclonales pueden ser el resultado de picaduras independientes
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de mosquitos infectados (llamado super infeccion) o una simple picadura de
mosquito trasmite el inoculo de esporozoitos genéticamente diversos (58). En el
caso de P vivax, las infecciones multiclonales pueden ser producidas por
hipnozoitos alojados en el higado. Por tltimo, el indice de Simpson es una métrica

de riqueza utilizada en ecologia que también mide la diversidad de una especie.

La estructuracion poblacional es otra forma de evaluar las poblaciones de P. vivax.
Una de esas métricas es el Fst de Wright, el cual mide la diferenciacion poblacional.
Este parametro tiene un valor de 0 a 1. Un valor de cero o muy cercano a este
indicaria ausencia o poca diferenciacion poblacional, y cuando el valor es mas
cercano a 1, significa una mayor diferenciacion poblacional (51,59). Sin embargo,
su valor méaximo (cercano a 1) se ve afectado, porque en su calculo utiliza los valores
de diversidad genética intrapoblacional (Hs) y la frecuencia alélica que se
sobreestima cuando se usan microsatélites muy polimoérficos (alelos mas frecuentes)
(59). Sin embargo, para superar este sesgo producido por el Fst de Wright se puede
utilizar la diferenciacion poblacional de Jost (Djost) 0 €l FST de Jost, el cual no tiene
una dependencia de diversidad intrapoblacional (Hs), por tanto no se ve afectado en

su maximo valor (59) y puede ser usado para marcadores como los microsatélites.

El Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA), es otra métrica que también
permite evaluar la diferenciacion genética entre poblaciones. El AMOVA se basa en
modelos empiricos, es decir se debe conocer previamente las fuentes de variacion
(estructura jerarquica), estos modelos utilizan distancias euclidianas (0 y 1) para

estimar la diferenciacion (60). El AMOVA puede ser medido en el paquete PopR in
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R Studio. Para evaluar si existe estructuracion poblacional, se puede usar el
programa Structure. Este programa usa estadistica bayesiana y cadena de Marcov
Montecarlo, para estimar la probabilidad de asignar un individuo a una poblacion

(61).

Se han realizado muchos trabajos de genética de poblaciones de P. vivax a nivel
mundial. Por ejemplo, un trabajo desarrollado en China central usando siete
microsatélites encontraron alta diversidad genética (He=0.8-0.85), con la presencia
de diferenciacion poblacional (Fst=0.10) y una estructuracion poblacional con
poblaciones clonales que fluctiian entre 4 a 10 (62). Adicionalmente, un panel de 11
microsatélites evidencio la diversidad genética de parasitos colectados en diferentes
continentes. Por ejemplo, en el Sureste de Asia se encontr6 una alta diversidad
genética observada en la riqueza alélica (10.0-12.4), mediana diversidad en el
Pacifico Sur (8.1 -9.9), Madagascar y Sudan (7.9-8.4); pero baja diversidad en
América del Sur y Asia Central (5.5 -7.2). También en este mismo estudio se observo
una estructuracion poblacional en estos continentes y una moderada a alta
diferenciacion poblacional dentro y entre continentes (63). En la Amazonia Peruana,
dos estudios encontraron resultados similares usando de 14 a 16 microsatélites y
muestras colectas el 2008 y del 2013 al 2015 en diferentes comunidades, estos
resultados mostraron poblaciones clonales estructuradas geograficamente, con una
moderada a alta diversidad genética con presencia de flujo genético entre

comunidades distantes geograficamente (7,64,65).
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Actualmente, la tecnologia del secuenciamiento de segunda y tercera generacion ha
permitido realizar estudios a escala mas fina de la gendmica poblacional. En ese
sentido podemos mencionar a diferentes plataformas de secuenciamiento del
genoma, como por ejemplo SOLiD, Nanopore, PacBio y Illumina (66). Este ultimo
usa la metodologia de secuenciamiento por sintesis con terminadores reversibles.
Tiene la ventaja generar reads (secuencias de ADN) de alta calidad, cuyos tamafios
fluctian entre 36-300pb, asi como su bajo costo comparado con PacBio y Nanopore
que generan reads de mayor tamafio (10Kb), y son usadas en su mayoria para
ensamblaje de genomas de referencia (67). Adicionalmente, en la tecnologia de
[llumina, las reacciones se repiten durante 300 o mas rondas, el uso de un marcador
fluorescente aumenta la velocidad de deteccion gracias a la imagen directa, en
contraste con las imagenes basadas en camaras. El Miseq de illumina proporciona
7,5 Gb de datos que contiene 25 millones de reads/por corrida a 2 X 150bp reads, y
puede realizar el secuenciamiento del doble de tamafio en pb es decir, 2 X 300bp,
para una produccion de 15 Gb de datos (68). En consecuencia, esto lo convierte en

una herramienta ideal para secuenciar genomas de P. vivax.

El uso de la plataforma Illumina varia en sus aplicaciones. Por ejemplo, se puede
utilizar en la vigilancia gendmica de parasitos para detectar aparicion de resistencia
a drogas antimaldricas, busqueda de huellas de seleccion, generacion de paneles de
SNPs para genotipificar e identificar las relaciones genéticas entre pardsitos y

relacionar la intensidad de transmisioén con la métricas gendmicas (66,68—70).
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Dentro de los analisis de diferenciacion poblacional con datos genémicos podemos
mencionar el Andlisis de Componentes Principales (ACP) (PCA por sus siglas en
Inglés), que es un analisis multivariado que reduce la complejidad de los datos
mientras se preserva la covarianza de los datos. El principal objetivo es investigar
los principales ejes de variacion de un conjunto de datos, siendo cada eje
independiente del siguiente (es decir no debe haber correlacion entre ellos). En el
contexto de los datos alélicos, el ACP resume los ejes principales de variacion en
las frecuencias alélicas y luego produce las coordenadas de los individuos a lo largo

de estos ejes (71,72).

Otro andlisis con datos genomicos, son las relaciones genéticas entre individuos
dentro de una poblacidn, estas relaciones pueden evaluarse a través de la identidad
por descendencia (IBD) compartida. Esta medida permite evaluar si dos individuos
provienen de un ancestro en comun o el parentesco entre dos individuos. Este
analisis utiliza la tasa de recombinacion del parésito, 13.5Kb por centiMorgan (cM),
es decir SNPs separados cada 13.5Kb tienen en promedio de cruce cromosdmico el
1% por generacion (73), este evento ocurre mas rapido que una mutacion y la deriva
génica. Por lo tanto, la IBD mide los acontecimientos demograficos mas recientes
de una poblacion en comparacion con el Fst, que usa la frecuencia alélica y la
mutacion presente (73). Un algoritmo ha sido elaborado en el paquete isoRelate en
R para determinar el IBD y ha sido validado con data de secuenciamiento simulado

de P. falciparum. Este algoritmo detecta SNPs bi-alé¢licos en IBD hasta en 2cM del
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genoma con gran exactitud y sobre todo en infecciones policlonales con una

probabilidad del 80% que ellos sean reales (74).

Los arboles filogenéticos son diagramas que representan las relaciones genéticas
evolutivas entre organismos, es decir que ayudan a predecir el ancestro en comun
mas cercano entre estos, asi como su direccionalidad evolucionaria o simplemente
para representar grupos de secuencias relacionadas entre individuos (75). Para poder
analizar este ultimo, podemos usar arboles sin raiz que se caracterizan por mostrar
la topologia del arbol y no la direccionalidad de la evolucion. Los métodos mas
comunes para construir estos arboles son los basados en distancia y los de caracteres.
Entre los métodos basados en distancia puede mencionarse a los de UPGMA y
Neighbor Joining (NJ) (76). El método de NIJ sirve para construir arboles sin raiz y
se basa en una matriz de distancia, y la naturaleza de las ramas del arbol son
elaborados a base de distancias aditivas. Adicional a esto, el método de NJ considera
el ratio mutacional cuando construye el arbol y asume que las mutaciones no son
constantes, por tal motivo se considera un método mas confiable a comparacion del
UPGMA. Por otro lado, el objetivo de un arbol NJ es explicar la cantidad minima
de evolucion necesaria para explicar diferencias entre los individuos, esto se elabora
en base al método de evolucion minima (76). Por lo tanto, debido a estas
caracteristicas el método de NJ es ideal para evaluar las relaciones genéticas de P.

Vvivax.

La informacion gendmica ha permitido estudiar la dinamica de la transmision, las

relaciones genéticas y la importacion de infecciones producidas por P. vivax a nivel
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temporal y espacial. Por ejemplo un estudio realizado en Malasia y las frontera entre
China y Myanmar durante el 2018 y 2020 revelaron la aparicion de brotes e
infecciones predominantemente clonales, y parésitos que derivaban de un anestro
en comun (IBD>0.90), y estos se agrupaban de acuerdo a su origen geografico
(77,78). También estudios con datos de genomas han permitido integrar la
informacion de historia de viaje y el rastreo de infecciones importadas como lo

reportado en Panama (79).

Los estudios gendémicos realizados en Sudamérica durante el 2020 y 2023,
permitieron observar huellas de presion de seleccion en el genoma de P. vivax, asi
como la presencia de genes de resistencia como el pvmdrl, y el origen geografico
en muestras colectadas en Pert, Brasil y Colombia comparado con muestras del
continente Asiatico (80,81), asi como cuatro poblaciones ancestrales (Brasil, Peru,
Panama y México/Colombia) (80), y la conectividad inter paises (69). Por lo tanto,
las herramientas gendmicas y la gran cantidad de data generada estan abriendo un
abanico de posibilidades para mejorar la comprensiéon de la epidemiologia, la
gendmica poblacional y la dindmica de la transmision de P. vivax. Por ultimo,
permitiran informar y extrapolar la informacion obtenida para mejorar los recientes

planes de control y eliminacion de la malaria.
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III. JUSTIFICACION

La malaria continta siendo un problema de salud publica a nivel de todos los paises
tropicales. La OMS propuso a los 90 paises endémicos para malaria en el mundo,
incluido el Perq, el reto de eliminar la malaria a nivel regional, nacional y global
hasta llegar a su erradicacion.

Durante el desarrollo del programa PAMAFRO (2007-2011) se observo una cifra
historica de disminucion de casos, llegando hasta las 11 mil infecciones en el 2011
(82). Al terminar este programa, el MINSA se limit6 solamente a identificar y tratar
los casos en zonas cercanas y con intervenciones intermitentes en areas mas
alejadas. Esta falta de continuidad, y sumado a esto las inundaciones severas que
ocurrieron en la Amazonia Peruana el 2012, impidieron que se logre el objetivo de
eliminar la malaria. Como consecuencia de esto, los casos de malaria fueron en
aumento llegando a mas de 60 mil el afio 2014 (3).

El programa Amazonia — ICEMR 1inicio sus actividades el afio 2012, ejecutando
una serie de proyectos en comunidades cercanas a Iquitos, producto de esto se
observo una transmision heterogénea espacio-temporal ligada a factores socio-
demograficos  especificos  caracterizando  diversos  contextos  micro-
epidemiologicos con altas prevalencias de infecciones submicroscopicas, ademas
de identificar a la movilizacién humana como otro posible factor de riesgo para
mantener la transmision (4,5,6,7,8). Sin embargo, no se logrd esa caracterizacion a
profundidad en comunidades remotas, ademas que tampoco se identificé de manera

fehaciente el rol de la movilizacién humana en el traslado de parésitos de una
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comunidad a otra y su implicancia en la transmision. Por lo tanto, este estudio se
enfocard en esta problematica utilizando la genética y gendmica de poblaciones y
sus métricas de manera complementaria a las métricas epidemioldgicas para lograr
una mejor comprension de la heterogeneidad de la transmision e identificar otro
escenario micro-epidemiolodgico en comunidades remotas como Santa Emilia, y del
mismo modo obtener informacion sobre la presencia de clones de parésitos con la
capacidad de una mayor adaptacién para expandirse dentro de la poblacion
parasitaria local, lo cual seria un indicio de alguna ventaja adaptativa (clonas con
nuevas variantes antigénicas o resistentes a drogas). Por otro lado, estudiar el rol
de movilizacion humana en las comunidades como Libertad y Urcomirafio, nos
permitira confirmar el rol de los viajeros para mantener la transmision a través de
la introduccion de nuevos parasitos, genéticamente diferentes, siendo estos ultimos
relevantes ya que pueden hacer resurgir la malaria en comunidades en vias de
eliminacion.

Esta informacion es relevante para mejorar el plan actual de eliminacion de la
malaria en el Pert (84) y conseguir su erradicacion, debido a que esta informacion
ayudard a mejorar o disefar nuevas estrategias de control enfocandose en las
infecciones submicroscopicas mediante el uso de herramientas de diagnostico mas
sensibles y métodos moleculares para la vigilancia de las poblaciones parasitarias

con énfasis en estas poblaciones moviles.
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IV. OBJETIVO GENERAL

e (aracterizar molecularmente las infecciones de P. vivax que contribuyan a
mantener la transmision de la malaria y definan el estado micro-epidemioldgico
de las comunidades de Santa Emilia, Libertad y Urcomirafio que se encuentran

en vias de eliminacidn de la malaria.
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CAPITULO 1

EVALUACION DE LA PREVALENCIA, DIVERSIDAD GENETICA Y
ESTRUCTURACION POBLACIONAL DE Plasmodium vivax DURANTE LA

VIGILANCIA DE CASOS EN LA COMUNIDAD DE SANTA EMILIA.

I. INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad y un problema de salud publica en todos los paises
tropicales. En el afio 2021 se han producido 247 millones casos de malaria en todo el
mundo (1). En el Pert, segiin el Ministerio de Salud ( MINSA), hasta Diciembre del
afio 2023 se han reportado mas de 22 mil casos, y dentro de la Amazonia Peruana se
reportd el 91% de estos casos, y el 84.37% fueron causados por Plasmodium vivax (85).
Por lo tanto, hasta la fecha la malaria contintia deteriorando la calidad de vida de las

personas que sufren esta enfermedad.

Estudios desarrollados en China, Malasia, Tailandia, Armenia, Suddn y América del
Sur, evidenciaron la complejidad de la poblaciones genéticas de P. vivax, mostrado su
alta diversidad genética, un alto desequilibrio de ligamiento, propagacion clonal, y una
poblacion estructurada geograficamente, pese a la baja intensidad de transmision,
(63,86-89) y el desconocimiento de los reservorios que mantienen esta compleja

poblacién de P, vivax.
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Dentro de la Amazonia Peruana, las comunidades asentadas a lo largo de los rios atin
mantienen la transmision de la malaria como, por ejemplo, Lupuna y Cahuide. Estudios
realizados en estas dos comunidades evidenciaron que la poblacion de P. vivax tenia
moderada diversidad genética, un significativo desequilibrio de ligamiento y estaban
conectadas geograficamente (7). Adicionalmente, la presencia de infecciones
asintomadticas y submicroscopicas (6) que no son detectados por los métodos de
diagnostico estandar utilizados por el MINSA (microscopia), y que no permiten

identificar a estos posibles reservorios de la transmision.

El problema de la malaria se acentiia ain mas en comunidades remotas o alejadas a los
centros de salud, donde hay poca o nula intervencion del MINSA para controlar esta
enfermedad, y eventualmente eliminarla. Santa Emilia, es una comunidad remota que
carece de recursos sanitario basicos, donde la poblacién de pardsitos mantiene una
moderada diversidad genética que no cambid durante el 2013 (7,90). Esta vigilancia
fue realizada por el programa “Centro Internacional de Excelencia en Investigacion en
Malaria de la Amazonia (Amazonia-ICEMR, por sus siglas en Inglés) para identificar
y caracterizar molecularmente las infecciones por Plasmodium spp. en esta comunidad,
posteriormente se retomo la vigilancia del 2015 al 2016. Sin embargo, no se llego a
caracterizar la micro-epidemiologia de la malaria durante este tiempo, a pesar de
haberse sugerido previamente que el flujo genético de parasitos podria estar asociado
a la movilizacion humana (7). Con el objetivo de evaluar si las infecciones
submicroscopicas contribuyen a mantener la transmision local, se plante6 determinar

la prevalencia de las infecciones microscopicas y/o submicroscépicas de Plasmodium
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spp., evaluar la diversidad genética, determinar la presencia de un reciente cuello de
botella poblacional y los cambios temporales de las poblaciones de parasitos
circulantes de P. vivax mediante un andlisis de estructuracion poblacional y las
relaciones genéticas a través de una red de expansion de haplotipos, la informacion

generada permitird complementar la informacion epidemiolédgica local.
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I1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la prevalencia, diversidad genética y cambios demograficos de las
infecciones producidas por Plasmodium vivax en la comunidad remota de Santa
Emilia durante la vigilancia de casos entre el 2013 y 2015-2016 y definir su

estado micro-epidemiologico.

Objetivos especificos

Determinar la prevalencia de infecciones submicroscopicas de Plasmodium
spp. mediante PCR en tiempo real durante los afios 2015 -2016 en la comunidad
de Santa Emilia y su posible rol para mantener la transmision.

Evaluar la diversidad genética y estructuracion poblacional de los parasitos de
P. vivax que circularon en la comunidad de Santa Emilia durante los afios 2015
-2016 y compararlas con el afio 2013.

Evaluar los cambios demograficos mediante una prueba de cuello de botella y
el reemplazo de pardsitos a través una red de expansion de haplotipos en las

infecciones producidas por P. vivax.

31



III. METODOLOGIA
3.1 Area de estudio y poblacién

Este trabajo se desarroll6 en la comunidad de Santa Emilia (-467498 N, -8260914 E),
que se encuentra ubicada en la quebrada Nahuapa, que pertenece al distrito de Nauta (-
502966N, -8186227), provincia de Loreto y departamento de Loreto. Para acceder a
esta comunidad primero se debe ir a la ciudad de Nauta que se encuentra a 2 horas de
la ciudad de Iquitos, esto se debe hacer a través de la carretera Iquitos-Nauta. Segundo,
se debe navegar desde Nauta hasta Santa Emilia por el rio Tigre aproximadamente 10
horas (ver figura 2). Por otro lado, esta comunidad no cuenta con recursos sanitarios
basicos como electricidad, agua potable y desagiie. La agricultura y pesca son sus
principales actividades econdmicas, y por ultimo el tnico centro de salud se encuentra
en la ciudad de Nauta donde las personas deben navegar varias horas para ser atendidas

cuando estan enfermas.

Se invito a participar a los pobladores de la comunidad de Santa Emilia en este estudio,
después de aceptar y firmar el consentimiento informado aprobado por el comité de
ética de la Universidad Peruana Cayetano Heredia a través del proyecto Amazonia-
ICEMR (“Transmision de la malaria en comunidades lejanas de la region Amazonica

del Pert — Fase II — cddigo SIDISI 64024), se les incluyo en el estudio.

Durante los afios 2013 y 2015-2016, el proyecto Amazonia-ICEMR realizé la
vigilancia mensual y semanal mediante busqueda activa de individuos infectados con

Plasmodium spp. en la comunidad de Santa Emilia. Finalmente, segun la OMS define
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la vigilancia epidemioldgica como la biisqueda de casos mediante la vigilancia activa

con el objetivo de recolectar datos, analizar e interpretar la informacion generada en

una poblacion para informar a las autoridades decisoras de salud, para la prevencion y

control de la malaria.
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Figura 2: Lugar de estudio. El mapa indica la ubicacién geografica de la comunidad de

Santa Emilia, ubicada en el distrito de Nauta, provincia de Loreto.

3.2 Criterios de exclusion e inclusion de muestras biologicas

Criterios de exclusion:

Muestras con infecciones mixtas o positivas a P. falciparum fueron excluidas

para el andlisis de las métricas de diversidad genética.
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- Muestras negativas luego del re-diagndstico.
- Muestras con parasitemias menor a 1-5 mol/pL o los que presentaron Ct mayor

a 33, se excluyeron de los analisis de diversidad genética.
Criterios de inclusion

- Muestras positivas a P. vivax para los andlisis de métricas de diversidad
genética.

- Muestras con parasitemias mayor a 1.5mol/pL.
3.3 Disefio de estudio

Este estudio es del tipo retrospectivo, longitudinal y descriptivo. Se colectaron
muestras de sangre capilar impregnada en papel filtro y ldmina portaobjeto, durante los
afios 2015 y 2016, para el diagnostico molecular mediante la PCR en tiempo real y
microscopia, respectivamente. Las muestras fueron colectadas mediante barridos
mensuales en toda la comunidad y seguimientos semanales (deteccion activa de casos).
De forma simultanea se aplicaron encuestas epidemiologicas a cada individuo durante
los barridos y a los que presentaron sintomas, tal como se observa en el disefio de

estudio (figura 3).

En el afio 2013 el proyecto Amazonia-ICEMR realiz6 la misma vigilancia de casos en
Santa Emilia, debido a que previamente mostraron un Indice Parasitario Anual (IPA >
20%) y las intervenciones intermitentes por parte del MINSA. Se tomaron muestra de
sangre capilar en papel filtro y lamina. Se registraron datos sociodemograficos, y se

realizo la genotipificacion de las muestras positivas a P. vivax, los resultados de este
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primer afo fueron publicados el afio 2019. En total se tienen 139 muestras
genotipificadas en ese estudio, y que fueron incluidas en esta tesis para un andlisis
posterior que permita realizar las comparaciones con las poblaciones genéticas

encontradas en el periodo 2015-2016.

Los individuos con resultado positivo a Plasmodium spp. detectados por microscopia
recibieron tratamiento supervisado segin la norma técnica utilizada por el MINSA
(91). Por otro lado, el diagnoéstico molecular se realizd luego de la culminacién del

estudio, los individuos con resultado positivo a la PCR en tiempo real no recibieron

tratamiento.
Mar Abr May Jun Feb May Jun Jul Ago May
2013 2013 2013 2013.... 2014 2015 2015 2015 2015... 2016

Barridos Mensuales Vigilancia ICEMR 2013
Barridos Mensuales Vigilancia ICEMR 2015-2016

Deteccién Activa de Casos Vigilancia semanal

04!

Sin datos

Figura 3: Diseiio del estudio para la coleccion de datos y muestras en Santa Emilia.
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3.4 Diagnostico microscopico y molecular de P. vivax

Para el diagndstico microscopico, se utilizo el protocolo propuesto por el MINSA (92),
que consistio en fijar la gota gruesa con metanol puro y teiiir las laminas con el reactivo
de Giemsa. El diagndstico microscopico fue realizado mientras se desarrollaba la

vigilancia de casos.

Se realizo el diagnostico molecular de 3,434 nuestras colectadas en papel filtro, después
de haber terminado la vigilancia de casos durante el 2015 y 2016. El aislamiento del
ADN gendmico fue realizado tomado un 4rea aproximada de 6mm? de papel filtro, se
utilizo el Mini Kit E.Z.N.A Blood DNA kit (OMEGA Bio-tek USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante, el ADN final fue eluido en 50 uL de buffer de elusion.
Se utilizé como control positivo una muestra de ADN de P. falciparum proveniente de
cultivo y como control negativo el ADN de una muestra de un paciente sin malaria.
Para los controles de la PCR en tiempo real se usaron el ADN de muestras de pacientes

con altas parasitemias de P. vivax y P. falciparum.

Estd actividad fue llevada a cabo en el Laboratorio de Malaria de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. Para la amplificacion del ADN se realiz6 la PCR en tiempo
real y se utilizdo el protocolo propuesto por Mangold y colaboradores (93). La
diferenciacion de la especie de Plasmodium spp. se realizé mediante el analisis de la
temperatura de melting. Se seleccionaron las muestras positivas a P. vivax para la

genotipificacion.
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3.5 Genotipificacion y electroforesis capilar de P. vivax

La cuantificacion de las muestras se realizé en base a una curva de plasmidos que tenia
insertado el gen ARNr 18S, el cual se utiliz6 como blanco de diagnoéstico, esto fue
modificado de acuerdo a protocolo propuesto por Mangold y colaboradores (93).
Previo a la genotipificacion, las muestras fueron categorizadas en base al nivel de
parasitemia (moléculas/uL). La categoria 1 incluia las muestras con una parasitemia
>24mol/uL, la categoria 2 estaba conformada por las muestras con una parasitemia
entre 4 - 24 mol/uL, en la categoria 3 estaban las muestras con parasitemia entre 1.5 —
4 mol/puL y la cuarta categoria incluian las muestras con parasitemia menor a 1.5
mol/pL. Las muestras de la categoria 1, fueron diluidas hasta 8 moléculas/uL, la
categoria 2 pasaron por el proceso de amplificacion gendmica, para esto se utilizé el
protocolo propuesto por Cowell (94), esto se hizo con el propdsito de enriquecer el
genoma de manera aleatoria y para aumentar la probabilidad de genotipificar la
muestra. Por altimo, las muestras que pertenecieron a la categoria 3 se les volvid a

extraer el ADN (se utilizo otra pieza de la muestra en papel filtro).

En total, 240 muestras seleccionadas fueron genotipificadas con 16 marcadores
microsatélites propuestos por Kurunawerna (95), Imwong (96) y Manrique (7). Las
secuencias de los microsatélites y las condiciones de amplificacion se detallan en el

anexo 1.

Terminado este proceso se realizd la electroforesis en gel de agarosa al 2%, para

evidenciar la amplificacion de los microsatélites. Se enviaron 240 muestras a la
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empresa SOMAGEN para el servicio de electroforesis capilar. Los electroferogramas
generados durante la electroforesis capilar y los alelos encontrados fueron revisados

usando el programa Peak Scanner v.10.

De estas 240 muestras genotipificadas, solo 221 amplificaron mas del 63% de todos
los loci, adicionalmente a estas muestras se incluyeron 139 mas que fueron previamente

genotipificadas y publicadas tal como se menciond6 en el disefo de estudio (7).

El flujograma para la seleccion de muestras donde se incluyen los criterios de exclusion
e inclusion se puede observar en el anexo 2, en total se usaron 360 muestras para

realizar el analisis de la diversidad genética.
3.6 Analisis de datos

La base de datos de los alelos encontrados en las muestras fueron generados usando
Microsoft Excel, los alelos encontrados fueron seleccionados en base a la metodologia
desarrollada por Alarcén (97). Se utilizéd el programa estadistico R y R Studio para
evaluar las métricas de diversidad genética. La diversidad genética fue medida en base
al indice de Nei ( He = 1 — ), pi2) (53). Para este estudio se defini6 una diversidad
genética baja cuando el He< 0.1, moderada cuando los valores de He se encuentre entre
los rangos 0.1<He<0.5 y una alta diversidad genética cuando los valores de He > 0.5.
El ntimero de alelos efectivos fue calculado invirtiendo la medida de homocigocidad
en un locus en cada poblacion. El desequilibrio de ligamiento (DL) fue medido como
la autogamia de la poblacion. El indice de asociacion estandarizada (I,8) fue usado

como una medida de resumen del DL. Se us6 los haplotipos tnicos (LD con correccion
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clonal (cc) — LD sin cc) para evitar falsa autogamia debido a la poblacion clonal. La
significancia del (I,) fue estimada usando 1000 permutaciones aleatorias de los datos,
estos analisis fueron realizados usando el paquete poppr implementado en R. La tasa
(ratio) mutacional poblacional (8) fue realizado en el paquete pegas en R. Para
comparar la diversidad genética obtenida por cada afio de muestreo se realizo la prueba
de Montecarlo y la significancia estadistica (p-valor < 0.05). Adicionalmente, se realizé
la prueba de Kruskall Wallis para comparar las mediciones de las otras métricas de

diversidad genética a través del tiempo.

La multiplicidad de infeccion (MOI) se definié como la presencia de uno o mas alelos
en el mismo locus genético. El promedio de MOI fue calculado como un ratio del total
del nimero de fragmentos distintos (clones de parasitos genéticamente distintos)
evaluados por un locus dado en relacion al nimero de locus amplificados por marcador
(98). La policlonalidad fue definida si al menos dos alelos eran diferentes en la misma

infeccion.

Para evaluar recientes cambios demograficos (efecto de cuello de botella) en la
poblacion, se utilizo el programa Bottleneck v 1.2.02 (99), se aplico la prueba de
Wilcoxon para determinar el exceso o déficit de heterocigotos, y la estimacion de la
heterocigocidad esperada en el equilibrio poblacional usando 10000 interacciones. Se
utilizaron dos diferentes modelos mutacionales: el modelo de un solo paso (SMM por
sus siglas en inglés) y el de dos fases (TPM por sus siglas en inglés), esto se realizo

con 13 microsatélites del tipo perfecto.
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La diferenciacion poblacional fue medida en base al Fst propuesto por Jost (Ht-Hs/1-
Hs) (59). Donde Ht es la Heterocigocidad total en todas las poblaciones combinadas y
Hs es la heterocigocidad promedio dentro de las poblaciones. Este indice no se ve
afectada por el tamafio de muestra. Su célculo se realizé en el paquete mmod (100)
implementado en R. Para este estudio no se defini6 si un Fst es alto, moderado o bajo
porque los valores obtenidos por el Fst de Jost no son comparables con la guia

cualitativa para la interpretacion del Fst establecido por Wright.

El Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA) se aplic6 para determinar las fuentes
de diferenciacion poblacional usando el paquete “ade4” en R (101). La significancia
estadistica del indice de fijacion (phi) fue calculado usando 10000 permutaciones. Para
determinar la estructuracién poblacional presente en el area de estudio, se utilizd el
Programa Structure v 2.3, el programa fue corrido bajo el modelo de ancestria
Admixture debido a la ausencia de un completo aislamiento del parasito y un posible
intercambio genético en el tiempo con otros lugares. Se usaron 10 réplicas por cada
valor de K (de 1 a 10) con un burning de 50000 como un tiempo de entrenamiento
previo para ajustar modelo asignado, y para determinar las posibles asignaciones de
individuos a cada grupo se uso la cadena de Marco Montecarlo de 200000 repeticiones,
Para determinar el AK mas probable (nimero de poblaciones méas probables) se uso el
principio de Evano (102) implementado en el programa Structure Harvester (103). La
visualizacidn gréfica de las poblaciones y el coeficiente de ancestria fueron realizados

con el programa CLUMPAK (104).
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Se utilizé el programa Admixture (105) para evaluar la estructuracion poblacional en
base a los datos de SNPs, previamente los datos de los genotipos fueron filtrados por
el programa PLINK, en el formato ped. Se analizaron de 1 a 10 clusters, con 1000
bootstraps, un valor de 10 cross-validations y 10 interacciones. Se uso6 el programa
CLUMPAK para la visualizacion de los resultados de ancestria. Para determinar el
numero de clusters mas probable se graficd en el programa R los valores de error del
cross-validations que se obtiene del programa Admixture cuando simula cada cluster
indicado (1-10), los valores mas bajos del error del cross-validations indica el cluster

mas probable o el nimero de poblaciones mas probables.

Por ultimo, las relaciones genéticas entre los haplotipos fue medida en base a distancia
genética de Bruvo, esta distancia fue usado debido a que toma en cuenta la ocurrencia
de multiples pasos mutacionales de los microsatélites (es decir, mutaciones que no
cambian un alelo a otro en un solo paso, sino que pasan por varios intermediarios). Por
otro lado, identifica las diferencias mutacionales entre los alelos correspondientes a dos
individuos, luego compara todas las combinaciones posibles de los alelos que pueden
estar presente en un locus para encontrar la distancia minima y por ultimo promedia la
distancia para cada locus para obtener la distancia genética total entre dos individuos.

Esto fue evaluado en el paquete poppr en R Studio.
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IV. RESULTADOS

4.1 Prevalencia de infecciones submicroscopicas de P. vivax detectados por PCR

en tiempo real durante el 2015 y 2016.

Se encontr6 una prevalencia total de malaria del 36% y el 30% de P. vivax detectada
por microscopia. Por otro lado, la prevalencia total de malaria encontrada por PCR en
tiempo real fue de 84% y la prevalencia de P. vivax fue del 56% (ver anexos 3 y 4). La
prueba exacta de Fisher mostro que existen diferencias estadisticamente significativas
(p-valor <0.05) entre la prevalencia total de malaria detectada por PCR en tiempo real
a comparacion de la encontrada por microscopia, del mismo modo ocurrié entre la
prevalencia de P. vivax detectada por PCR en tiempo real y por microscopia (p-valor <

0.05).

Por otro lado, se observd el incremento de 50% al 75% de infecciones
submicroscopicas que se ha mantenido durante el afio 2015 y 2016 tal como se observa
en la figura 4. Se encontrd una prevalencia del 48% de infecciones submicroscopicas
causadas por P, vivax durante los afios 2013 y 2015 (ver anexo 4). Adicionalmente, no

se observd cambios estadisticamente significativos (p-valor > 0.05) entre ambos afios.
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Figura 4: Proporcion de infecciones submicroscopicas durante la vigilancia de casos 2015-2016.
El color rojo representa la proporcion (%) de las infecciones submicroscopicas y el color marrén
claro representa la proporcion de infecciones microscopicas. El eje x representa la agrupacion
trimestral desde el afio 2015 hasta el 2016, y el eje y el porcentaje de las infecciones.

4.2 Genotipificacion de las muestras de P. vivax durante el 2015y 2016

Se detectaron 529 muestras positivas a P, vivax, de estas solo el 45.3% (n=240) fueron
genotipificadas, las muestras restantes presentaron una parasitemia por debajo de 1.5
mol/uL. De las muestras que fueron genotipificadas, el 92% (n=221) de las muestras
amplificaron mas del 63% de loci, a este grupo se adicionaron 139 muestras
genotipificadas el afio 2013 y publicadas previamente (7). En resumen, los
microsatélites MS6 y 11.162 fueron los que amplificaron en menor porcentaje,
generando en promedio 8.2% de informacion alélica perdida (ver anexo 5). Por otro
lado, la curva de acumulacion de haplotipos mostroé que al menos 10 loci o marcadores
microsatélites son suficientes para poder discriminar cerca del 100% de todos los
haplotipos de las muestras, tal como se observa en el anexo 6. En total se analizaron

360 muestras, de las cuales 139 correspondian al afio 2013, 150 al afio 2015y 71 al afio
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2016. Se encontré un 42% de infecciones policlonales en el 2013, 46% en el 2015 y
29.6% en el 2016, la prueba de proporciones mostrd que no existen cambios
estadisticamente significativos (p-valor >0.05) de la proporcion de policlonales a través

del tiempo (ver anexo 7).

4.3 Métricas de diversidad genética durante la vigilancia de casos 2013 y 2015-

2016.

Se encontré una moderada (He=0.595 + 0.147) a alta diversidad genética (He= 0.636
+ 0.187) durante los 3 afios de la vigilancia de casos, tal como se observa en la figura
S5a. La prueba de Montecarlo mostr6 que no hubo cambios estadisticamente
significativos (p-valor > 0.05) de la diversidad genética comparando el afio 2013 con
los afios 2015-2016 (ver anexo 9). El numero de alelos efectivos y el ratio mutacional
poblacional (R.M Poblacional) no cambiaron de manera significativa (p-valor > 0.05)

a través del tiempo, tal como se observa en el en la figura 5a y anexo 10.

En general, se encontrd un desequilibrio de ligamiento (LD) bajo (I,5)<0.1 ya sea sin
correccion clonal (LD sin cc) y con correccion clonal (LD cc); pero tuvo un mayor
descenso durante el afo 2015 y 2016, sin embargo, estos cambios no fueron
significativos entre los afos de muestreo (p-valor > 0.05) tal como se observa en la
figura 5a y anexo 10. Por otro lado, el indice de Simpson y la Multiplicidad de infeccion
(MOI) no cambiaron de manera significativa a través del tiempo (p-valor> 0.05) tal
como se observa en el grafico 5b y anexo 10. En el afio 2016 se encontré una
disminucion de la proporcion de infecciones policlonales; sin embargo, esto no produjo

cambios estadisticamente significativos de estas proporciones comparado entre el 2013
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y 2015-2016 tal como se observa en el anexo 7. Durante el afio 2013 se encontrd un
déficit de heterocigotos (p-valor = 0.00061), lo que indica la ausencia de un reciente
cuello de botella en la poblacion de P. vivax. Lo mismo ocurri6 durante los afios 2015-
2016 (p-valor = 0.00006) tal como se observa en el anexo 11. Por tltimo, los valores

de cada métrica de diversidad genética obtenida se observan en el anexo 8.
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Figura 5: Métricas de diversidad genética a través del tiempo

En la figura a, en el lado izquierdo la linea de color lila representa la Heterocigocidad esperada
(He), 1a linea de color azul, el numero de alelos efectivos, la linea de color marroén, 1 tasa (ratio)
mutacional poblacional. En el lado derecho la linea punteada de color marréon representa el
desequilibrio de ligamiento sin correccion clonal (todos los haplotipos), 1a linea continua de color
lila el desequilibrio de ligamiento con correccion clonal (haplotipos uinicos). En la figura b la
linea de color azul representa el indice de Simpson, las lineas verde y negra representan la
proporcion de infecciones policlonales y Multiplicidad de infeccién respectivamente.
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4.4 Diferenciacion poblacional entre muestras del 2013, 2015 y 2016

Durante el seguimiento de casos se encontrd una diferenciacion genética poblacional
significativa (Fst jost > 0.50) entre las muestras del afio 2013 y 2015, del mismo modo
entre el 2013 y 2016 sugiriendo flujo genético dentro de Santa Emilia, tal como se
observa en la figura 6. Sin embargo, entre los afios 2015 y 2016 tuvieron algo de
diferenciacion poblacional entre los parasitos (Fstjost = 0.009), pero también indica que
el flujo genético no esta interrumpido. En ese sentido se pudiera inferir que los parasitos
circulantes durante la vigilancia no fueron las mismas poblaciones debido al flujo
genético. Por otro lado, el analisis molecular de la varianza (AMOVA), muestra que la
mayor diversidad genética (87%) se explica dentro de cada afio comparado entre los

afios de muestreos, tal como se observa en el anexo 12.

Jos D
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Figura 6: Diferenciacién poblacional de las poblaciones de P. vivax.

Cada escala de calor representa el valor de la diferenciacion poblacional entre
afios. Valores cercanos a uno representa mayor diferenciacion poblacional e
incremento de la escala del color rojo, mientras valores cercanos a 0 indican baja
diferenciacién poblacional y menor escala del color rojo.
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4.5 Propagacion clonal de las muestras de P. vivax

La red de expansion de haplotipos muestra que durante la vigilancia del afio 2013 se
encontraron 137 parésitos genéticamente relacionados, y del mismo modo 213
parasitos en el afo 2015-2016. En este estudio dos haplotipos son considerados como
relacionados (parésitos genéticamente relacionados) si ellos tienen una distancia
genética de Bruvo menor a 0.3. Este resultado sugiere una propagacion clonal de P,
vivax durante el 2013, 2015 y 2016, siendo mayor entre estos dos ultimos afios, tal
como se observa en la figura 7. No hubo diferencias estadisticamente significativas (p-
valor>0.05) en la proporcién de parasitos genéticamente relacionados entre el 2013

comparado al 2015-2016 (ver anexo 13).

Adicionalmente se encontrd 2.7% (10) parésitos genéticamente no relacionados
durante los tres afios de vigilancia, sugiriendo que estos sean nuevos o parasitos

importados hacia Santa Emilia.
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Figura 7: Red de expansion de haplotipos. (A) haplotipos encontrados en el afio 2013, (B)
haplotipos encontrados en el 2015y 2016, cada circulo representa un haplotipo de una muestra,
el tamafio del circulo representa el niimero de muestras de cada haplotipo y las lineas oscuras
representan las distancias genéticas entre los haplotipos, mientras mas gruesa la linea, menor
distancia genética o0 mas emparentados los haplotipos.
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4.6 Estructuracion poblacional de P. vivax

Durante la vigilancia de casos del afio 2013 se observo estructuracion poblacional, con
cuatro (AK=4) poblaciones mas probables (ver anexo 14), y menor admixture
comparado al afio 2015-2016. La poblaciones naranja y verde contribuyeron en
promedio 66.6% y 30.1% respectivamente dentro de la estructuracion poblacional del
2013 (ver anexo 28). Durante el 2015 y 2016 las poblaciones celeste y morado
contribuyeron en promedio 49.1% y 39.8% respectivamente, y fueron creciendo a
comparacion de las poblaciones del ano 2013 que disminuyeron significativamente (<
7.4%). Esto sugiere que las poblaciones del 2015 y 2016 se volvieron mas dominantes

o hubo una expansion dentro de la comunidad.

Por otro lado, se observo la presencia de parésitos hibridos que se han conservado del
afio 2013, como por ejemplo los marcados en color naranja y verde. Por ultimo, se
evidencié mayor numero de poblaciones hibridas durante la vigilancia de casos entre

los afios 2015-2016 tal como se observa en la figura 8.

& o
® ® &

Figura 8: Estructuracién poblacional de P. vivax entre los afios 2013 y 2015-2016.
Cada color representa una poblacion del parasito, el valor del eje x representa los
afios de muestreos. Por otro lado, el valor del eje y indican la probabilidad de
pertenencia de un muestra a cada poblacion.
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V. DISCUSION

Este estudio revela una alta proporcion de infecciones submicroscopicas de P. vivax
en la comunidad de Santa Emilia durante el 2015-2016, con una alta diversidad
genética (Hexp =0.63 + 0.18), comparado con las infecciones del afio 2013
(Hexp=0.59 + 0.14) y una significativa diferenciacion poblacional (Fstjost > 0.5)
comparadas entre el 2013 y 2015-2016, sugiriendo algo de flujo genético dentro de

Santa Emilia posiblemente promovidos por el movimiento poblacional.

Estos hallazgos permiten explicar el mantenimiento de la transmision local y la
estructuracion poblacional que contribuyen con la micro-epidemiologia de P. vivax
en un escenario que se ve favorecido por las intervenciones intermitentes del
MINSA convirtiendo a Santa Emilia en un area vulnerable al ingreso de parasitos.
Estos resultados encontrados son congruentes con estudios previos realizados en
pequefias comunidades de paises como Tailandia, China Central, Colombia, Brasil
y Venezuela (62,106-109) donde la alta diversidad genética, la sustancial
diferenciacion poblacional (7,64,110) y una estructura poblacion heterogénea
mantienen la transmision de este pardsito, junto a la existencia de poblaciones

genéticas estables.

La alta proporcion de infecciones submicroscopicas encontradas en este estudio son
debido a la baja parasitemia producida por P. vivax. Esto puede ser explicado por
su preferencia de invadir reticulocitos jovenes para desarrollar el estadio de
esquizonte (111). Los reticulocitos jovenes representan menos del 5% comparado

con las poblaciones de eritrocitos maduros y viejos que circulan dentro del torrente
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sanguineo. Diferentes estudios han reportado una alta carga de infecciones
submicroscopicas en areas con variables escenarios epidemiologicos de
transmision (48,112,113). Sumado a esto, trabajos desarrollados en diferentes
comunidades de la Amazonia Peruana mostraron la presencia del 80% de
infecciones submicroscopicas (4,113), como por ejemplo las comunidades de
Mazan y Lupuna (19,114). Estas comunidades se caracterizan por tener una
transmision residual y heterogénea, favorecidas por su conectividad a través del rio
y la carretera con otras comunidades, a comparacion de Santa Emilia que se
encuentra aislada geograficamente, pero que también presenta infecciones
submicroscopicas que se convierten en los reservorios de esta infeccion

contribuyendo con la transmision local.

Las infecciones submicroscopicas son un reto para las estrategias de control
clésicas aplicadas por el MINSA, como por ejemplo la deteccion pasiva de casos y
el uso de la microscopia como técnica estandar de diagnostico, ya que esta
herramienta carece de la capacidad para detectar infecciones submicroscopicas. En
ese sentido, es necesario implementar herramientas moleculares con mayor
sensibilidad como por ejemplo la Amplificacion Isotérmica Mediado por Horquilla
(LAMP por sus siglas en inglés). LAMP ha sido sugerida como una herramienta
facil de implementar en zonas rurales y remotas donde existe una alta prevalencia
de infecciones submicroscopicas asintomaticas (115,116). Por lo tanto, detectando
estas infecciones submicroscopicas se podrian tratar oportunamente y cortar la

transmision.

52



Por otro lado, a pesar de la ubicacién remota de Santa Emilia nuestra data sugiere
que es una zona altamente receptiva y vulnerable al ingreso de nuevos parasitos,
posiblemente por la continua movilizacion humana que existe en esta zona y que
pueden permitir la importacion de nuevos parasitos. Esta afirmacion puede
mantenerse por el flujo genético que mostré Santa Emilia evidenciado en su
significativa diferenciacion poblacional entre los afios de este estudio, adicional a
esto, previos estudios (7) reportaron conectividad con zonas distantes de
transmision de malaria como Lupuna y Cahuide. También es posible la
conectividad de Santa Emilia con comunidades cercanas a esta como por ejemplo
Victor Raul, 28 de Julio y El Cerro, que pueden mantener un flujo de parésitos y la
transmision entre ellos; pero se necesitan mas estudios para poder demostrar esta

hipotesis.

La presencia de viajeros, quienes pueden introducir nuevos parasitos y expandirse
en las comunidades fueron evidenciados en varios estudios epidemiologicos y
genéticos (29,117-119). En este estudio se han encontrado parasitos genéticamente
no relacionados durante el 2013 y 2015-2016 sugiriendo que fueron importados de
otro lugar, esto se corrobora en el flujo genético encontrado dentro de Santa Emilia.
En esta comunidad los viajes son comunes, algunos pobladores de Santa Emilia,
quienes se dedican a extraer madera, viajan varios dias fuera de su comunidad, otros
se dedican a la agricultura y, en ambos casos, sus productos son llevados a la ciudad
de Nauta para ser vendidos. La ciudad de Nauta esta conectada con Iquitos (capital

de Loreto) a través de la Uinica carretera en esta region. Estas personas podrian estar
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contribuyendo con la movilizacion de parasitos entre comunidades; pero se
necesitan estudios con este grupo poblacional para poder confirmar esta hipotesis.
Por lo tanto, los viajeros podrian constituir otro factor de riesgo para mantener la
transmision de malaria, por lo que deberian ser considerados como un grupo

prioritario dentro de las actividades de vigilancia y control por parte del MINSA.

La presencia de una alta proporcion de infecciones policlonales (>40%) en el 2013
y 2015 son comparables con otros estudios reportados en la Amazonia Peruana
(7,64). Sin embargo, estas proporciones son contrastantes con paises como China,
Malasia y Vietnam (62,110,120). Estas infecciones policlonales pueden ser
explicadas por la dinamica del relapso causado por el hipnozoito de P. vivax, que
no fueron evaluados en este estudio. El decrecimiento en la proporcion de
infecciones policlonales durante el 2016 puede ser atribuido al tamafio de muestra
(n=71) utilizado en este estudio, esto debido al alto nimero de infecciones con
densidades menores a 1.5 moléculas/uL que no fueron incluidos en los analisis lo
que pudo haber generado un sesgo. Por otro lado, también se encontr6 un bajo MOI
(1.07 — 1.04) comparable a un estudio conducido en otra area rural de la Amazonia
Peruana (64), pero muy por debajo comparado con otros paises (62,120). Este
resultado proporciona una idea de la baja complejidad de las infecciones y
posiblemente la ausencia de super-infecciones en Santa Emilia durante el 2013 y

2015-2016.

La ausencia de un reciente cuello de botella en la poblacion, los cambios no

significativos estadisticamente en la prevalencia de malaria, la alta diversidad
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genética y el mantenimiento de poblaciones de parasitos encontrados en este
estudio evidencian la persistencia de P vivax a pesar de las intervenciones
intermitentes realizadas en Santa Emilia, como las fumigaciones con insecticida
dentro de los hogares (marzo 2012, marzo 2013 y octubre 2014) (121). La
persistencia de este pardsito ya ha sido observado en Lupuna y Cahuide que
tuvieron contrastantes escenarios micro-epidemiologicos (6). Estos resultados
evidencian lo dificil que seria la eliminacién P. vivax si no se establece un plan
integrado, continuo y a largo plazo por parte de los programas de control y

eliminacién.

Temporalmente, Santa Emilia mostré un patrén dinamico de la estructuracion
poblacional. Este patron fue reportado previamente en esta misma comunidad asi
como también en Lupuna, Cahuide y comunidades asentadas en la carretera
Iquitos- Nauta (7,64). La contribucion inicial de dos poblaciones durante el 2013 y
su significativa disminucion durante el 2015-2016 evidencia su desplazamiento por
otras poblaciones, posiblemente favorecidas por el contexto de la trasmision local
como por ejemplo la importacion de parasitos o las intervenciones intermitentes en
Santa Emilia. El aumento del admixture (apareamiento de dos clones
genéticamente diferentes) en el 2015-2016 también fue notorio en Santa Emilia,
esto implica la recombinacion con parasitos del afo 2013, este dinamismo es una
evidencia de la rapida adaptacion del parasito a la transmision local y la
receptividad de la malaria a esta zona. También se encontrdé un menor numero de

individuos hibridos y después se observo un incremento de estos, el incremento de
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infecciones hibridas puede deberse a la recombinacion de parasitos que estaban
circulando en el 2013 y se combinaron con nuevos parasitos, posiblemente
importados del ano 2015 que ingresaron y se lograron transmitir (expansion clonal)

y permanecer dentro de la comunidad durante el afio 2016.

Se espera la reduccion de la poblacion del parésito, junto a una baja diversidad
genética en respuesta a las intervenciones hechas por el MINSA (55). Sin embargo,
se ha visto que P. vivax muestra un patréon opuesto debido a la alta diversidad
genética y estructura poblacional después de intervenciones, y una baja intensidad
de transmisién como reportan varias publicaciones (63,108,119). En este estudio
también se ha observado la ausencia de cambios de la diversidad genética y el
mantenimiento de las poblaciones bajo las intervenciones intermitentes,
nuevamente confirmando la dificil eliminacion de P. vivax a nivel local, si no se
focalizan las intervenciones en base a las caracteristicas micro-epidemioldgicas de

las comunidades endémicas.

El Plan Malaria Cero (2017-2021) produjo una disminucién del 75% de casos de
malaria en el 2020 y actualmente el Peru se encuentra ejecutando el Plan Nacional
de eliminacion de malaria centrando sus actividades en areas remotas donde se
concentra el mayor nimero de casos de malaria (122). El actual plan de eliminacion
deberia incluir intervenciones continuas e integrales, que se focalicen en identificar
y tratar las infecciones submicroscopicas con herramientas mdas sensibles y
enfocadas en poblaciones modviles que actian como medio de transporte de los

parasitos.
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Una limitacion de este estudio es la baja sensibilidad del método de
genotipificacion debido al alto nimero de infecciones submicroscdpicas que no
fueron incluidas en el analisis, y que produjo un sesgo en los analisis. Sin embargo,
genotipificar el 45% de todas las muestras ofrecid6 una buena cobertura de la
poblacion parasitaria y también el nimero de muestras fue suficiente para
sobrepasar el minimo requerido (30 muestras) para realizar el test de cuello de

botella poblacional .
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VI

CONCLUSIONES

Santa Emilia presentd una prevalencia tres veces mayor de infecciones
detectadas mediante PCR en tiempo real en comparacion con la microscopia,
ademads de una alta prevalencia (44%) de infecciones submicroscopicas. Estos
resultados sugieren que las infecciones submicroscopicas son comunes en areas
remotas y aisladas geograficamente.

Los datos indican que Santa Emilia mantuvo una alta diversidad genética
durante los tres afnos de estudio, con la presencia de cuatro subpoblaciones
clonales con niveles similares de endogamia. Esto evidencia una transmision
continua a nivel microgeografico, destacando la necesidad de que las estrategias
de control consideren este aspecto de la transmision local de la malaria.

Tanto antes como durante la vigilancia de casos, no se observd un reciente
cuello de botella poblacional, pero si un aumento en la proporcion de parasitos
genéticamente relacionados, lo que sugiere una expansion clonal de la
poblacién de P. vivax. Esta expansion estuvo acompafiada por la entrada de
nuevos parasitos de multiples fuentes, facilitada por la movilizacién humana,

un factor clave a considerar en futuras investigaciones.
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CAPITULO 2

DESCRIPCION DE LA MOVILIZACION HUMANA, SU IMPORTANCIA EN
LA TRANSMISION DE LA MALARIA Y DIVERSIDAD GENOMICA DE P

vivax EN LAS COMUNIDADES DE LIBERTAD Y URCOMIRANO.

I. INTRODUCCION

La malaria causada por Plasmodium vivax representa una carga significativa para la
salud global. Se estima que cada afio se producen cerca de 14.3 millones de casos de P,
vivax (123), y cerca del 80% de un aproximado de 900 mil infecciones son reportadas
anualmente en las Américas (1). En Peru hasta diciembre del 2023 se han reportado
mas de 18 mil casos por este mismo parasito, esto representa el 84.37% de todos los
casos reportados en el pais, y el mayor nimero de estas infecciones se concentran en
la Amazonia Peruana con 16880 casos notificados (85). En consecuencia, P. vivax ain

continua afectando la salud de las poblaciones sobre todo en la Amazonia Peruana.

Los programas de control y eliminacion de la malaria implementados en la Amazonia
Peruana han tenido un impacto significativo, pero no continuo. Por ejemplo, hasta la
culminacion del Proyecto Control de Malaria en las Zonas Fronterizas de la Region
Andina (PAMAFRO) (2005-2011) se lleg6 a disminuir la malaria hasta 11 mil casos
(82); sin embargo, por falta de financiamiento externo y la falta de continuidad por
parte del MINSA, los casos aumentaron hasta 65,000 en el afio 2014 (3).

Posteriormente, el gobierno peruano asumi6 el reto de controlar la malaria
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implementando el Plan Malaria Cero (PMC) (2017 hasta el 2022) enfocado
principalmente en Loreto, reportandose una disminucion de casi el 75% de casos en
esta region (124). En el 2022, el MINSA publicé el Plan Nacional de Eliminacion, el
cual incluye a todos los distritos que han reportado casos de malaria entre los afios
2011-2020 (84), el objetivo de este plan es disminuir los casos de malaria en 90% para

el afio 2030.

En ese nuevo escenario, con las intervenciones continuas realizadas por el PMC que
han permitido disminuir los casos microscopicos, algunas comunidades del distrito de
Mazan, como por ejemplo en Libertad y Urcomirafio ain se mantiene la transmision
residual. La malaria residual son todas las formas de transmision de malaria que
persisten pese a la alta cobertura de las intervenciones y/o estrategias generadas e

implementadas en diferentes areas geograficas (125).

Asimismo, Libertad y Urcomirafio mantienen una alta y baja movilizacién humana
respectivamente (30,32). Debido a estas caracteristicas, ambas comunidades son
ideales para realizar estudios de movilizacién poblacional para establecer su posible
rol en mantener la transmision y también para evaluar los cambios poblacionales

espaciotemporal de P. vivax usando datos epidemioldgicos y gendmicos.

Estudios previos a nivel micro-epidemiologico en las comunidades de Libertad y
Urcomirafio sefialan que las infecciones causadas por P. vivax fueron submicroscopicas
con una prevalencia del 20% por PCR en tiempo real y un 87.6% no presentaron
sintomas (4). Este tipo de infecciones no detectadas por el método de diagndstico

utilizados por el MINSA, podrian estar implicados en la malaria residual. Un estudio
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con enfoque genético poblacional con 16 microsatélites en las mismas comunidades,

encontraron infecciones importadas de P. vivax (126).

Las infecciones importadas son aquellas detectadas dentro de una comunidad, pero son
distintas a su origen (39). En el mismo estudio genético poblacional también
encontraron que los individuos con infecciones importadas estaban asociados con
viajes en el ultimo mes, infiriéndose que el movimiento poblacional puede ser un factor
de riesgo para el transporte del pardsito a un lugar diferente de su origen y de esta

manera también puede contribuir con la persistencia de casos (126).

Estudios de gendmica poblacional integrado con historial de viaje evidenciaron la
importacion de P. vivax hacia Panama (79), lo mismo se observo entre las fronteras de
Birmania y China (77), ademas de encontrarse que las poblaciones fueron clonales.
Esto evidencid la vulnerabilidad de estas zonas para la continuidad de la malaria. Por
tanto, las infecciones importadas pueden ser rastreadas integrando datos de historia de

viaje y data gendmica.

En base a estos antecedentes los estudios de gendomica poblacional se convierten en
herramientas prometedoras, para realizar estudios mas finos a menor escala temporal y
espacial y sumado a esto, el perfeccionamiento de las plataformas de secuenciamiento
de segunda y tercera generacion que estan permitiendo generar mas datos gendémicos
con mejor calidad para ser analizados. En este contexto, en este estudio se pretende
establecer el rol de los viajeros en la movilizacion de pardsitos que estarian
manteniendo la transmisién residual de malaria, para esto se estudi6 de manera

complementaria los cambios gendmico-poblacionales de P. vivax.
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I1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer el rol de los viajeros en la movilizacidon de parasitos y caracterizar
molecularmente las infecciones de Plasmodium spp. que contribuyen a
mantener la transmision de la malaria y las caracteristicas micro-

epidemioldgicas de dos comunidades que se encuentran en vias de eliminacion.

Objetivos especificos

Describir los aspectos sociodemograficos de la poblacion de Libertad y
Urcomirafio.

Identificar las infecciones de Plasmodium spp. en viajeros y definir la
movilizacion humana como factor de riesgo asociado a mantener la transmision
de malaria en las comunidades de Libertad y Urcomirafio durante los afios 2021
y 2022.

Evaluar la diversidad genomica poblacional, diferenciacion poblacional y las
relaciones genéticas de P. vivax en muestras colectadas en Libertad y
Urcomirafio durante el 2021 y 2022 y compararlos con datos de parasitos

colectados entre el 2006 y el 2015 en diferentes comunidades de Loreto.
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III. METODOLOGIA

Se colectaron muestras de sangre capilar durante los afios 2021 y 2022 en las
comunidades de Libertad y Urcomirafio, comunidades ubicadas en el distrito de

Mazan.

Este estudio se utilizaron muestras que fueron colectadas dentro de un proyecto
aprobado por el comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia:
“Dinamica de Transmision de la Malaria Residual y Re-emergente en la Amazonia:
Definiendo las Rutas Hacia la Eliminacion de la Malaria (codigo SIDISI: 101518).
Todos los procedimientos realizados siguieron los lineamientos establecidos en la
Declaracion de Helsinki. Previamente a la toma de muestra, se realizo la firma del
consentimiento informado de los participantes. Adicionalmente se obtuvo la
aprobacion del protocolo especifico de esta tesis en la categoria de Exenta (c6digo

SIDISI 207483).
3.1 Area de estudio y poblacién

El estudio se llevo a cabo en 2 comunidades. La primera comunidad fue Libertad
(3.496° S, 73.234° O), que se encuentra asentada al margen izquierdo del rio
Mazan. La segunda comunidad fue Urcomirafio (3.361° S, 73.064° O) que se
encuentra ubicada al margen izquierdo del rio Napo, tal como se observa en la

figura 1.

La unica forma de acceso a ambas comunidades es por via fluvial. Libertad y

Urcomirafio no cuentan con electricidad ni agua potable, sus principales actividades
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econdmicas son la agricultura, pesca y el comercio. Asimismo, cada comunidad

cuenta con un puesto de salud para la atencion de la poblacion.
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Figura 1: Mapa de la ubicacién geografica de las comunidades de Libertad y Urcomiraiio

ubicados en la cuenca del Mazan y Napo

En este estudio se colectaron datos y muestras de sangre capilar. En total los datos
colectados provenian de 115 viviendas con 678 individuos. En Libertad estos datos
estuvieron distribuidos en 56 casas con una poblaciéon de 358 individuos, en

Urcomirafio estuvieron distribuidos en 59 casas con 320 individuos.
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Por otro lado, se logré captar un total de 144 individuos viajeros entre ambas
comunidades del estudio. Un individuo viajero se definié como aquel que haya pasado
por lo menos una noche fuera de su comunidad durante el ultimo mes y un individuo

sintomatico es aquel que presentd al menos fiebre, dolor de cabeza o escaloftrio.

Con el objetivo de realizar el secuenciamiento del genoma completo y el analisis de la
diversidad gendmica de P. vivax, se seleccionaron 36 muestras de los 678 individuos
colectados entre ambas comunidades, sin embargo, solo 23 pasaron el filtro de calidad.
Adicionalmente, se incluyeron 42 genomas de P. vivax previamente secuenciados y
publicados en diferentes estudios (127,128), esto con el objetivo de evaluar los
cambios de las poblaciones parasitarias a nivel espacio-tiempo durante la

implementacion de diferentes programas de control y eliminacion de la Malaria.

Las 42 muestras incluidas, junto a las 23 secuenciadas en este estudio fueron
categorizadas en base al tiempo de colecta, por lugar de muestreo (comunidad) y
programa de control y eliminacion de Malaria. Por ejemplo, las muestras colectadas
durante los afios 2006 a 2011, fueron denominadas como poblacion parasitaria
colectada durante el programa PAMAFRO, porque en ese periodo de tiempo se
implement6 este programa en todo Loreto. Las muestras colectadas durante los afios
2012-2017, se consideraron como poblacion parasitaria colectada antes del Plan
Malaria Cero (PMC), y las muestras colectadas durante los afios 2018-2022 se
denominaron como poblacion de parésitos durante el Plan Malaria Cero (durante

PMC), programa que se ejecutd en Loreto.
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Las 42 muestras de los otros estudios provienen de diferentes zonas geograficas. Por
ejemplo: Padre Cocha (n=13), Puerto América (n=3), San Juan (n=14), Santa Clara

(n=4) y Santo Tomas (n=8).

3.2 Criterios de exclusion e inclusion de muestras bioldgicas

Criterios de exclusion:

- Muestras positivas de personas menores de 3 meses de edad.
- Muestras negativas luego del re-diagndstico molecular.
- Muestras mixtas para el analisis de diversidad gendmica.

- Muestras negativas a Plasmodium spp.

Criterios de inclusion:

- Muestras positivas a Plasmodium spp.
- Muestras Positivas a P. vivax con Ct < 20 para los andlisis de diversidad

gendmica

3.3 Diseno de Estudio

Este es un estudio prospectivo, longitudinal y descriptivo. Las muestras y los datos de
los participantes fueron colectados mediante barridos mensuales desde febrero del afio
2021 hasta julio del 2022 en Libertad y Urcomirafio (ver figura 2), la informacion
sociodemografica fue recolectada a través de encuestas epidemioldgicas. En este

sentido cada participante pudo brindar entre 1 a 12 muestras o registros.
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De manera paralela se realizo la vigilancia activa de casos de manera semanal, esto con
el objetivo de buscar en cada hogar, individuos con o sin sintomas de malaria que
realizaron viajes en el ultimo mes. En la vigilancia activa, se aplic6 encuestas de
movilizacion y sintomatologia. Por tltimo, se utilizd la deteccion pasiva de casos en
los centros de salud de cada comunidad para incluir a los sintomaticos que pudieron no

ser encontrados en sus hogares por la brigada de campo.

Las muestras de sangre capilar colectadas se colocaron en laminas porta objeto para
realizar el diagnostico microscopico, que se realizd0 de manera rutinaria en cada
comunidad, y de manera paralela se tom¢ la temperatura y se pregunto por la presencia
de sintomas. Los pacientes positivos a malaria por microscopia recibieron tratamiento
antimalérico suministrado por el centro de salud y segun la norma técnica de manejo
de casos de malaria (91). Paralelamente la sangre capilar era colectada en tubos
microtainer con EDTA y conservada a -20 °C hasta su procesamiento en el laboratorio.
Este tipo de muestra fue utilizada para el diagndstico molecular y el secuenciamiento

del genoma completo.
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Figura 2: Disefio de estudio para la colecta de datos y muestras colectadas durante 2021 y 2022

en comunidades de Mazan (Libertad y Urcomiraiio)

3.4 Diagnostico microscopico y molecular de malaria

El diagnostico microscopico se realizo utilizando el protocolo propuesto por el MINSA
(92), que consistid en fijar con metanol puro y tefiir las laminas con el reactivo de
Giemsa. El diagnostico fue realizado en ambas comunidades de manera mensual y

durante la vigilancia activa y pasiva de casos de manera diaria.

El diagnostico molecular se realizd de manera retrospectiva en el Laboratorio de
Malaria: Parésitos y Vectores de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Se extrajo
ADN a partir del 40pL de paquete globular, se us6 el kit Omega y el ADN fue eluido
en 50uL. Se utilizo la PCR en tiempo real y el protocolo propuesto por Rougemont y
colaboradores (129), para el diagnéstico y la diferenciacion de la especie de

Plasmodium spp. se hizo mediante el uso de sondas disefiadas para P. vivax y P.
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falciparum. Se uso6 el kit de TagMan™ Environmental Master Mix 2.0. La parasitemia
se determind en base a una curva estandar, con cinco diluciones seriadas: 2000 p/puL
200 p/uL, 20 p/uL, 2p/uL. El limite de deteccion del protocolo fue 2 parasitos/uL.
Adicional a esto se us6 una muestra de P. falciparum proveniente de un cultivo como
control positivo y una muestra de un paciente sin malaria como control negativo para
la extraccion de ADN. Los controles para la PCR en tiempo real consistieron en
muestras de pacientes con alta parasitemia de P. vivax 'y P. falciparum. Se seleccionaron

muestras positivas a P. vivax para realizar el secuenciamiento del genoma completo.

3.5 Secuenciamiento del genoma completo de P. vivax

Se seleccionaron 36 muestras para el secuenciamiento, estas muestras fueron
categorizadas en tres grupos. El primer grupo consistid en escoger muestras con
parasitemias mayor a 1000 parasitos/pL, el segundo grupo consistié en muestras de
individuos que habian reportado viaje en el ultimo mes, pero casi el 90% de estas
muestras tenia parasitemia por debajo de 50 parasitos/uL. Por altimo, el tercer grupo
eran muestras con parasitemias mayor a 5000 parasitos/uL y todos sintométicos, en
este grupo se tuvo que incluir muestras con alta parasitemia colectadas en los afios 2015
y 2017 en las mismas comunidades debido a que las muestras restantes colectadas en

este estudio tenian baja parasitemia.

A las muestras del grupo uno se les hizo una ronda de Amplificacion Gendmica
Selectiva (AGS) para incrementar la densidad del ADN, para esto se utilizo el protocolo

propuesto por Cowell (94), al segundo y tercer grupo se realizd dos rondas de
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amplificacion gendémica selectiva. Para la AGS se utiliz6 el kit de amplificacion
genomica “ilustra GenomiPhi V2 DNA amplification (Cityva). La primera ronda de la
AGS consistio en la mezcla de un set de 10 cebadores pvSET1 50 uM (5-
CGTTG*C*G-3, 5-TTTTTTC*G*C-3, 5-TCGTG*C*G-3, 5-CGTTTTTT*T*T-3, 5-
TTTTTTTC*G*T-3, 5-CCGTT*C*G-3, 5-CGTTTC*G*T-3, 5-CGTTTC*G*C-3, 5-
CGTTTT*C*G-3, and 5-TCGTTC*G*T-3). Los asteriscos de estos cebadores
representan un enlace fosforotioato, para evitar su degradacion por la actividad
endonucleasa de la enzima phi29. La segunda ronda de la AGS consistié en mezclar
otro segundo set de cebadores. Asimismo, se afiadié ANTPs 10mM, ADN genomico de
P, vivax, buffer 10X, y 5 Unidades/rx de la enzima polimerasa phi 29. El volumen final

de la reaccion fue de 50 pL.
3.6 Limpieza de productos de amplificacion genémica

Los productos de amplificacion de la primera y segunda ronda del AGS, fueron
limpiados utilizando perlas magnéticas de la marca Ampure XP, y el uso de una placa
magnética. Este procedimiento se llevd a cabo siguiendo las recomendaciones del

fabricante.
3.7 Preparacion de bibliotecas

Una vez concluida la limpieza de los productos de AGS, se procedid a cuantificar la
concentraciéon de ADN obtenido, mediante el kit Qubit™ dsDNA siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante. Para la preparacion de la biblioteca, primero

se realizo la tagmentacion, es decir cortar el ADN con una enzima transposoma. La
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tagmentacion consistié en colocar el ADN diluido en un rango 0.2 a 10 ng/uL, y se
colocd un volumen de reaccion de S0uL en el termociclador a una temperatura de 55
°C por Sminy 10 °C por un tiempo indeterminado. Luego de esto, se colocé los indexes
(i5 y i7), mediante una PCR convencional. El termociclador fue programado de la
siguiente manera: 72 °C por 3 min, 12 ciclos con una temperatura 95 °C por 10seg, 95
°C por 30seg y 72 °C por 30 seg. y por 1 ciclo 72 °C por 5Smin en un volumen de

reaccion final de SOuL.

La limpieza de la biblioteca genomica se realizd6 mediante el uso del reactivo
AmpureXP, y el uso de perlas magnéticas utilizando el protocolo recomendado por el
fabricante. Posteriormente, se realizo la cuantificacion de biblioteca, para esto se usé

el kit Qubit™ dsDNA HS, y se sigui6 las recomendaciones del fabricante.

Luego se realiz6 la union de todas las muestras en una sola mezcla (pool) con el uso
del reactivo RSB. Se utiliz6 la siguiente formula para diluir el pool de ADN en una

concentracion de 2 6 4nM.

ngful x 10°
[ - : T
ﬁﬁﬂm x Tamafio promedio de libreria (bp)

= Moelaridad (nM)

Posteriormente, se hizo la denaturacion de las hebras del ADN con NaOH a 0.2 N,
luego se agregd la solucion HT'1. Si el pool estaba a una concentracion de 2nM entonces
la concentracion final del pool de bibliotecas estaba a 10pM, pero si la concentracion

estaba a 4nM, el pool denaturado estaba a 20pM.
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Terminada la denaturacion del pool se agregd 2ul a 10nM del fago PhiX como control
genodmico positivo. Luego se cargd el pool de bibliotecas diluidas hasta 8pM en 600mL
en la solucion de HT1 en el recipiente del kit Miseq v2 de Illumina. Finalmente se
colocod en el equipo secuenciador Miseq de Illumina, donde se llevd a cabo el

secuenciamiento del genoma completo.

3.8 Analisis estadistico

Para la limpieza y manipulacion de la base epidemiologica de los barridos mensuales
y viajeros se usé el programa estadistico R version 4.2.3 y R Studio. Se utiliz6 los
paquetes tidyverse, dplyr y sjmisc. La descripcion epidemioldgica de los participantes
y viajeros de ambas comunidades se realizdo en R con los paquetes stats, readxls,
tidyverse, writex! y dplyr, para la significancia estadistica se us6 un p-valor <0.05. Las
pruebas exactas de Fisher y Chi-cuadrado fueron usados para comparar las
proporciones de las variables entre comunidades. Las figuras descriptivas fueron
preparadas en el paquete estadistico ggplo2 implementadas en R. Para los indices de
conectividad entre las comunidades de Libertad y Urcomiraiio se utilizo los paquetes

igraph y ggraph implemento en R y R Studio.

Para encontrar los factores de riesgos asociados a malaria se usé el paquete logit
implementados en R, se uso el método de balanceo de datos a través de re-muestreos

(130) para superar el inconveniente del poco niimero de casos de malaria.

Por otro lado, el anélisis del genoma completo y diversidad genética se uso el sistema

operativo Linux y el programa estadistico R y R Studio. Para la evaluacién de la calidad
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de las secuencias cortas de ADN (reads) generadas durante el secuenciamiento del
genoma completo se usaron los programas FastQc y como medida de resumen FastQ
screen. Luego, se procedi6 a la alineacion de los reads con el genoma de referencia
propio de Iquitos Plasmodium vivax Peruvian Amazon (PvPAM) (131), luego se alined
con el genoma de humano y otras especies de malaria. Los diversos genomas fueron
descargados de  PlasmoDB  (https://plasmodb.org/plasmo/app) y  NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para el alineamiento se utilizé el programa Burrows-Wheeler Aligner (bwa) con su
funciéon mem (132). Posteriormente, se generd los estadisticos del mapeo con el
programa Picardtools (133). Adicionalmente, se estimd la cobertura promedio con el
programa Bedtools (134). El llamado de variantes se realizo con el programa GATK4
y para generar los archivos gvcefs, se us6 el programa HaplotypeCaller (135,136). La
informacion de genotipos de los archivos gvcfs de cada muestra se juntaron en un
archivo de variantes (vcf) con la informacion de genotipos de todas las muestras. Se

uso la herramienta GenotypeGVCFs.

A partir del archivo vcf de todas las muestras, se continu6 con los pasos de filtrado de
variantes. Se generd un nuevo archivo seleccionando solo la informacion de
polimorfismos de nucleétido simple (SNPs). Luego se realiz6 un filtrado més riguroso
siguiendo los parametros sugeridos en el manual de GATK4 (137). Los SNPs se
filtraron manteniendo aquellos con un minimo de calidad de profundidad de 2 (QD <

2), un minimo de calidad de mapeo de 30 (QUAL < 30).
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El archivo vef con los SNPs que pasaron el primer filtro fueron reducidos, limitando a
determinadas regiones del genoma del parésito. Se excluyeron las variantes ubicadas
en el genoma mitocondrial y del apicoplasto. Asimismo, se limitd a las variantes
ubicadas en la regién “core” del genoma parasitario, excluyendo regiones

subteloméricas, segin lo recomendado por Otto y colaboradores (138).

El siguiente paso consistio en el filtrado de las variantes en base a pardmetros de cada
variante y de las muestras analizadas. Se us6 el programa VCFtool (139) para
seleccionar los SNPs bi-alélicos, asimismo se filtraron aquellas variantes con cobertura
promedio menor a 2, y también las variantes con mas de 25% de datos faltantes. Luego,

se eliminaron las muestras con mas de 25% de datos faltantes.

Los andlisis de diversidad gendmica consistieron en 03 niveles. El primero fue el afio
de colecta de la muestra, el segundo, la procedencia (comunidad) y por ultimo la
categorizacion en 03 subniveles del ano de colecta en PAMAFRO (2006-2010), antes

(2012-2017) y durante del Plan Malaria Cero (2018-2022).

Para el andlisis de Heterocigocidad Esperada (He), es decir diversidad genética, se

utiliz6 el paquete diveRsity y adegenet. Componentes principales (PCA).

La Diferenciacion Poblacional fue medido mediante el Fst de Weir y Cockerham
(6=MSP-MSG/MSP + (nc-1)*MSG), donde el MSP es la varianza observada entre
poblaciones, MSG la varianza genética dentro las poblaciones, 7¢ es el tamafio efectivo

de muestra, que corrige el sesgo introducido por el tamafio de muestra entre

poblaciones, esto se realizo en el paquete hierfstat.
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Para evaluar las relaciones genéticas entre los parasitos se realizo el arbol filogenético
de NIJ sin raiz (sin un ancestro en comun reciente). La longitud de las ramas se evaluo
mediante una matriz de distancias euclidianas, traducidas en distancias genéticas
(menor distancia menor diferencia y divergencias genéticas, mayor distancia mayor
diferencias genéticas, o historia evolutiva diferente) y un Bootstrap de 1000
remuestreos para evaluar la confiabilidad estadistica del agrupamiento de las muestras
dentro del arbol. Se utiliz6 el paquete estadistico, poppr y ape implementados en R.

El arbol fue editado en el programa Mega V.2.

La identidad por Descendencia (IBD) se calcul6 para determinar la similitud genética
o si existe clonalidad en la poblacion, para esto se midid el nimero de SNPs
compartidos/longitud del genoma (en SNPs). Adicional a esto el paquete isoRelate
utiliza el modelo de Marcoc oculto para inferir haplotipos a partir de genotipos
observados y también toma en cuenta la tasa de recombinacion en cada segmento del
genoma. Para generar los graficos del IBD se usaron los paquetes, RColorBrewer y

ggplot2 implementados en R y R Studio.
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IV.  RESULTADOS

4.1 Casos de malaria en la comunidad de Libertad y Urcomirafio

Se detectaron 119 casos de malaria en las comunidades de Libertad y Urcomirafio. De
estos casos el 78.2% (n=93) fueron causados por P. vivax, 16.8% (n=20) corresponden
a las infecciones causadas por P. falciparum. Solo 5%(n=6) infecciones fueron mixtas
(P. vivax/P. falciparum). El mayor nimero de casos fueron reportados en la comunidad

de Libertad, tal como se observa en la tabla 1.

Tabla 1: Deteccion de casos de malaria en las comunidades de Libertad y

Urcomirafio

Libertad Urcomirafio
Malaria 2021 2022 2021 2022 Total
P vivax 16 56 14 7 93
P. falciparum 18 2 0 0 20
Mixtos 2 4 0 0 6
Total 36 62 14 7 119
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4.2 Descripcion sociodemografica de los participantes del estudio

Se colectaron datos sociodemograficos de 678 individuos, distribuidos en la comunidad
de Libertad (n=358) y Urcomirafio (n=320). El 54.3% (n=368) fueron hombres y 45.7%
(n=310) mujeres, no se encontraron diferencias significativas (p-valor > 0.05) entre la
proporcion de esta variable entre comunidades. El 59.9% (n=406) fueron mayores de
15 afios de edad y 40.1% (n=272) fueron menores de 15 afos, no se encontrd
diferencias significativas (p-valor > 0.05) entre la proporcion de esta variable entre
comunidades. El nivel de educacion de los individuos mayores de 3 afos fue distribuido
en tres categorias. El 19.5% (n=132) no presentaron ningtn nivel educativo, el 50.9%
(n=345) tuvieron un nivel entre inicial y primaria, y 29.6% (n=201) entre el nivel
secundaria y educacién superior. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p-valor = 0.0004 — 95% IC [1.40 — 3.46]) en la proporcion de individuos
que no tuvieron ningun nivel educativo y el nivel secundario- superior, adicionalmente

entre el nivel primaria, secundaria y superior (p-valor =0.0004 — 95% IC [1.35 — 2.89]).

La ocupacion fue categorizada en dos niveles de respuesta (si 0 no), si el individuo al
menos es agricultor, maderero y pescador o no. El 58.1% (n=394) se dedica al menos
a una de estas actividades y el 41.9% (n=284) realiza otras actividades, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p-valor > 0.05) entre estas
proporciones entre comunidades. La siguiente variable escogida fue el tiempo de vida
en la comunidad, para esto solo se analizaron individuos con una edad mayor a 10 afios
y que no siempre han vivido en la comunidad, en Libertad (n= 117) y Urcomirafo

(n=41). De estos el 39.2% (n=62) viven menos de 2 afios en ambas comunidades, el

77



27.8% (n=44) entre 2 a 9 afios y el 32.9% (n=52) mayor a 10 afios. La prueba exacta
de Fisher mostrd que existe diferencias significativas (p-valor = 0.001, 95% IC [1.67 —
13.2]) entre la proporcion de individuos que vive menos de 2 afios y mayor a 10 afios

entre ambas comunidades.

Por otro lado, se analizd el numero de episodios de malaria que tuvieron los
participantes hasta la fecha de la encuesta en ambas comunidades. El 24.2% (n=164)
nunca tuvo malaria, el 17.8% (n=121) tuvo un episodio de malaria, el 29.4% (n=199)
entre 2 a 3 episodios y el 28.6% (n=194) mas de 4 episodios de malaria Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p-valor = 0.007, 95% IC [ 0.29 — 0.79])
entre los individuos que presentaron 1 vez malaria comparado con los que tuvieron mas

de 4 episodios de malaria.

También se analizé las variables de caracteristica de vivienda, como el material de la
pared y el techo de la vivienda, los cuales no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre comunidades (ver anexo 15).

4.3 Descripcion sociodemografica de los viajeros participantes del estudio.

E121.2% (144/678) de los participantes reportaron haber viajado y haber pasado por lo
menos una noche fuera de su comunidad (Tabla 2). De estos, 76 viajeros pertenecen a
la comunidad de Libertad y 68 viajeros a la comunidad de Urcomirafio. Se encontrd
que 60.1% (n= 89) fueron hombres y 37.2% (n=55) fueron mujeres, no hubo
diferencias significativas entre hombres y mujeres viajeros entre ambas comunidades

(p-valor >0.05). El 73.6% (n=109) de los viajeros fueron mayores de 15 afos de edad,
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y el 23.6% (n=35) fueron menores a 15 afos de edad. La prueba exacta de Fisher no
mostrd diferencias estadisticamente en la proporcion de estas edades entre
comunidades (p-valor > 0.05). Por otro lado, el 42.4% (n=61) de los viajeros son
madereros, pescadores o agricultores, y el 57.6% (n=83) tienen otra ocupacion, se
encontr6 diferencias estadisticamente significativas (p-valor = 0.02, 95% IC[1.06 —
4.60]) en la proporcion de individuos que realizan estas actividades comparadas a los

que se dedican a otras actividades.

Por otro lado, el 79.2% (n=114) de los viajeros reportaron haber realizado al menos 1
viaje durante el ultimo mes, entre ambas comunidades, comparado con el 20.8% (n=30)
que realizaron entre 2 a 5 viajes por mes. No se encontr6 diferencias estadisticamente
significativas (p-valor > 0.05) entre la proporcion de frecuencia de viaje entre
comunidades. Adicionalmente, el 38.1% (n=48) de los viajeros tuvieron mas de 4
episodios de malaria durante toda su vida, el 28.6% (n=36) tuvieron entre 2 a 4
episodios, seguido del 27.8%(n=35) que reportaron un episodio de malaria y solo el
5.6% (n=7) nunca tuvieron malaria (ver anexo 13). De estos 144 viajeros, el 43.1%
(n=62) viajaron menos de 2 horas, el 35.4% (n=51) viajaron entre 3 a 24 horas y por
ultimo el 21.5% (n=31) viajaron més de 24 horas (p-valor = 0.002, 95% IC [1.58 —

8.78]). Todos estos resultados se muestran en los datos suplementarios en el anexo 16.

Por ultimo, el 21.0% (25/119) de todos los casos de malaria fueron registrados en los
viajeros y el 89% (106/119) de las infecciones reportadas en Libertad y Urcomirafio

fueron del tipo submicroscépico, tal como se observa en la tabla 2
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Prooborcion (%)

Tabla 2: Proporcion de viajeros, sus infecciones y los casos submicroscopicas en
las comunidades de Libertad y Urcomiraio

. Poblacién = 678 Casos de malaria=119
Comunidad
Viajeros submicroscopicos viajeros con malaria
Libertad 76 85 21
Urcomirafio 68 21 4
Total 144 106 25
Proporcion (%) 21.24 89.08 21.01

El motivo principal por el cual las personas deciden viajar fuera de la comunidad de
Libertad y Urcomirafio durante los meses de Febrero a Julio, es por asuntos familiares

seguido por tramites documentarios, y por ultimo trabajo o comercio tal como se

observan en la figura 3

Libertad

1.004
I -
.50 1

) I I . )
0.00 -

Urcomirafo

1.001
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wm

o
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0.50 1
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o
o

Feb  Mar Abr May Jun Jul Feb ~ Mar Abr May Jun Jul
. Acompariar a Familiares , . Condidiones ambientales Elecciones politicas Pago de programas sodales . Trabajo /comercio
. Comprar alimentos [ asuntos familiares [ Recreadanal P servidio militar/estudio
Tramites documentarios Salud . Actividades Religiosas . Violendia/inseguridad

0.001

Figura 3: Proporcion de los motivos de viaje en la comunidad de Libertad y Urcomiraifio.

El eje Y representa la proporcion (%) y cada barra de color representa el motivo de viaje. El eje X representa
los meses donde se aplicaron la encuesta de viaje.
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4.4 Patrones de movilizacion de los viajeros de la comunidad de Libertad y

Urcomirafno.

El andlisis de redes sociales de la movilizacion humana en la comunidad de Libertad y
Urcomirafio sugieren una heterogeneidad en el desplazamiento en ambas comunidades
(ver figura 4). Adicionalmente, el indice de conectividad out-degree = 80, sugiere que
existe un mayor nimero de personas que viajan fuera de Libertad a comparacion de

Urcomirafio (out-degree = 41).

Sin embargo, existe mas personas que visitan Urcomirafo (in-degree= 26) que Libertad
(in-degree = 18). En su mayoria las personas de Libertad se desplazan a Mazan seguido

a la ciudad de Iquitos, ese mismo patron se observé en la comunidad de Urcomirafio.

Asimismo, los individuos de la comunidad de Libertad se desplazan hacia la quebrada
Arahuana (out-degree = 12) donde realizan actividades como pesca o agricultura, y los
individuos de Urcomiraio se desplazan hacia la quebrada Armas (out-degree =8) donde
también realizan este tipo de actividades. Los indices de conectividad se encuentran en

el anexo 17.
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Figura 4: Analisis de redes sociales de los patrones de movilizacion en Libertad y Urcomirafio. Cada circulo representa
una comunidad y las flechas y su grosor la direccion del movimiento y el mayor nimero de personas que participan del
movimiento respectivamente. Las dos flechas celestes corresponden la salida a la quebrada Arahuana y Armas.
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4.5 Factores de riesgo asociados a malaria

Se realizé un andlisis multivariado para encontrar factores de riesgo asociados a
malaria. Segln la figura 5, los individuos que viajaron el ultimo mes tienen 1.3 veces
mas riesgo de tener malaria comparado a los que no viajan. Del mismo modo los
varones tienen 2.1 veces mas de riesgo de tener malaria que las mujeres, y los que
tienen edades mayor 15 afios tienen 2 veces mas riesgo que los menores de 15 afios,

todos estas variables mostraron ser estadisticamente significativas (p-valor<0.05).

Variables p- valor
Trabajo(Ref. otro trabajo) :
Mo trabaja ‘s 0.89

agricultor, maderero o pescador . 0.797
Viaje en el mes (Ref, Mo)
= :

* 0.082

Sexo(Ref. F) .
M - - 0.004

Edad(Ref < 15afios) i
: 0.048

»=15 afios I |
0 1

[, ]
]
g

Media 95% IC

Figura 5: Factores de riesgo asociados a malaria.

El eje y (columna izquierda) representa las variables de estudio, el eje x el factor de riesgo,
(IC) intervalo de confianza al 95%, y l1a columna del lado derecho el grado de significancia
(p-valor) de cada variable de estudio.
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4.6 Analisis de la diversidad genomica de los parasitos secuenciados en Libertad

y Urcomiraiio

Luego de realizar el alineamiento de las 36 muestras de los 03 grupos con genomas de
Plasmodium y humano, el grupo 1 y 3 alinearon en su mayoria con Plasmodium a
diferencia del grupo 2 que alined en su mayoria con el genoma humano (anexos del 18
al 20), y se tuvo una cobertura media de 2 reads por posicion del genoma (anexo 21).
Por tal motivo solo se analizaron 23 muestras entre las comunidades de Libertad y

Urcomirafio (ver anexo 22).

Se utilizaron 19 mil SNPs bi-alélicos para realizar los andlisis de diversidad genomica.
Los resultados muestran que la poblacion de parasitos de la comunidad de Libertad
tiene baja Heterocigocidad esperada (He) de 0.15, comparado con los parasitos de
Urcomirafio que muestra mayor Heterocigocidad cerca 0.2 (ver figura 6). La prueba
de Monte Carlo evidencia que no existen diferencias estadisticamente significativas (p-

valor > 0.05) entre la He en ambas comunidades.

El Analisis de Componente Principal (ACP) evidencia una agrupacion de parésitos
colectados durante el 2022. Sin embargo, entre ambas comunidades no se observa una
diferenciacion, debido a que algunas muestras de Urcomirafio se agrupan con Libertad

tal como se observan en las figuras 7 ay b.
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Figura 6: Diversidad genética entre comunidades.
Cada circulo representa un SNP o variantes de los parasitos

colectados por cada comunidad, la linea de cada caja
representa la mediana de la distribucién de las variantes.
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Figura 7: Analisis de componente principal por afio y comunidad de colecta. La
figura “a” representa el Principal componente entre los afios de la colecta, el
porcentaje en los paréntesis indica la proporcion de la variacion total explicada
por cada coordenada principal. La figura “b” representa el analisis de
componente principal entre comunidades
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4.7 Diferenciacion poblacional e identidad por descendencia de las poblaciones de

parasitos de Libertad y Urcomirafio.

Los parasitos de las comunidades Libertad y Urcomirafio, durante el 2015 y 2017
mostraron algo de diferenciacion poblacional (Fst=0.06) sugiriendo alto flujo genético
entre ellos, pero este flujo no fue lo suficientemente fuerte para eliminar la
diferenciacion entre estas poblaciones. Adicional a esto, durante el 2015 y 2022 se
observo un incremento de la diferenciacion genética (Fst=0.24), duplicando su valor
(Fst=10.56) entre las poblaciones del 2017 y 2022 sugiriendo una disminucion del flujo

genético entre ellos, tal como se observa en la figura 8.

Por otro lado, se realiz6 el analisis de IBD y se evidenci6 que los parasitos del afio 2022
estan genéticamente relacionados, porque presentan regiones en sus genomas que
provienen de un ancestro en comun, sugiriendo que los parasitos de la comunidad de

Libertad son clonales, tal como se observa en la figura 9.

2017

value

07
06
05

04
03
02

0.06
2015

2017 2022

Figura 8: Diferenciacion Poblacional (Fst) por afio de colecta.

La escala de color representa el indice de diferenciacién poblacional,
esta escala va desde cero hasta uno, donde cero representa sin
diferenciacion poblacional y hasta uno muy alta diferenciacién
poblacional.
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Figura 9: Analisis de IBD por afio de colecta.

Cada circulo representa una muestra y los colores el
afio de colecta. Las lineas representan la pertenencia
a un ancestro en comin

4.8 Diferenciacion poblacional Fst de Weir y Cocherham

Se encontr6 algo de diferenciacion poblacional (Fst=0.06) entre los parasitos de la
comunidad de Libertad y Urcomirafio, sugiriendo flujo genético entre ambas
comunidades pese a su distancia geografica. Luego se observo un incremento de la
diferenciacion poblacional (Fst =0.14-0.19) entre Libertad con Padre Cocha, Puerto
América, San Juan, Santa Clara y Santo Tomads, esto debido a la presencia de barreras
geograficas que disminuyo el flujo genético, lo mismo ocurrié entre Urcomirafio con
Padre Cocha, Santa Clara, Santa Tomds, San Juan y Puerto América (Fst<0.15), tal

como se observa en figura 10.

En el afio 2022 durante la ejecucion del PMC se encontré mayor incremento de la
diferenciacion poblacional (Fst > 0.27) comparado con los parésitos colectados ente

los afios 2006-2008 y entre 2011-2015, sugiriendo disminucion del flujo genético entre
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estos afnos debido a las intervenciones realizadas por el programa PMC. Sin embargo,
solo en el afio 2010, tiempo donde termind el programa PAMAFRO y antes del PMC,
se encontrd una menor diferenciacion poblacional (Fst < 0.06), con incremento del
flujo genético, esto debido a la ausencia de programas de control y eliminacion durante
el 2011 y 2017 (ver anexo 24a 'y 24b).
sy 00 Fst Weir_Cockerham
. 1.00
075
0.50

San Juan 018 o0.02 0.25
0.00

Santo Tomas

Santa Clara @15 o.01

Puerto America g51s 008

Padre Cocha i

Libertad

Padre Cocha
Puerto America
San Juan
Santa Clara
Santo Tomas

Figura 10: Diferenciacion poblacional (Fst) por comunidad de colecta.

La escala de color representa el indice de diferenciacion poblacional, esta escala va
desde cero hasta uno. Donde cero representa sin diferenciacion poblacional y uno
diferenciacion poblacional.
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4.9 Estructuracion Poblacional de P, vivax

Se encontr6 estructuracion poblacional en las comunidades de Libertad y Urcomirafio
durante los afios de estudio. No se pudo establecer el nimero exacto de poblaciones de
parasitos; sin embargo, se puede sugerir que estan entre 3 a 6 poblaciones al presentar
los valores mas bajos de error (anexo 26). En base a esto se decidié graficar para un
numero de cinco poblaciones. Se encontrd 5 poblaciones clonales compartidas entre
Libertad y Urcomirafio y esto evidencia que pese a su distancia geografica existe un
linaje predominante de parasitos que se han mantenido, lo cual puede deberse a reciente
migracion o historia compartida de transmision. Caso similar ocurre en las
comunidades de Santa Juan, Santa Clara y Santo Tomas donde los linajes se estan
transmitiendo debido a su cercania geografica (ver figura 11). Durante el 2022 se
encontré en su mayoria una sola poblacion clonal de parasitos evidenciando cambios
temporales de la estructura poblacional, a comparacion con los afios 2006-2008 donde

circularon varios linajes (ver anexo 25a). Durante el PMC se observa una reduccion de

la poblacion comparado con PAMAFRO y antes PMC (ver anexo 25b).

K=5

¥ & ¢ §
§ & ol $ &
§ ¥ ¢ F &

Figura 11: Estructuracion poblacional de P vivax por comunidad de colecta. Cada
color representa una poblacién del parasito, el eje X representa las comunidades de
colecta. El eje Y indica la probabilidad de pertenencia a cada poblacion. Cada color
representa una poblacion del parasito. Los valores de 0 a 1 indican la proporcion de
pertenencia a cada poblacién.
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4.10 Arbol filogenético construido con el método de Neighbor Joining (NJ) sin

raiz

El arbol filogenético muestra similitud genética entre los parasitos colectados en
Libertad y Urcomirafio (Urco), sumado a otro grupo que se vinculan con una muestra
de Puerto América. Sin embargo, pese a su distancia geografica entre estas
comunidades se evidencia un flujo genético. Por otro lado, existe dos muestras de
Libertad que se agruparon con muestras de San Juan, Padre Cocha y Puerto América
(ver figura 12). Pese a la lejania geografica de estas comunidades se observa la
conectividad promovida por la movilizacion humana que facilita la transmision del
parasito. Por otro lado, se observa que las muestras se agrupan de acuerdo al afio de
colecta como el 2022, lo mismo ocurri6 con las muestras del 2006, 2007 y 2008. Sin
embargo, una muestra del 2010 se agrup6 con las del afio 2015 que pertenecen a

Urcomirafio. (ver anexo 26a).

Por otro lado, se observa la agrupacion de la poblacion de los parasitos por cada
programa de control y eliminacion de Malaria (ver anexo 26b). La poblacion de
parasitos colectados durante PMC, se agrupan en el mismo cluster, esto debido a las
acciones realizadas por parte del PMC dentro de estas dos comunidades, del mismo
modo ocurre en las muestras tomadas durante el programa PAMAFRO que permitié
reducir los linajes por las intervenciones de control ocurridas durante el 2005-2010. Sin
embargo, las muestras colectas antes del PMC son de diferentes linajes y se ubican en

diferentes clusters esto debido a la ausencia de programas de control y eliminacion.
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Figura 12 : Arbol filogenético de malaria colectadas por comunidad, construido a través del método de Neighbor Joining
sin raiz. La distancia entre los taxones fue calculada en base a distancias Euclidianas y el soporte cada nodo se realizé
mediante 1000 réplicas de Bootstrap. Las longitudes de las ramas indican la distancia genética entre taxones. El arbol se
presenta sin raiz lo que implica que los taxones no estan orientados evolutivamente.



4.11 Analisis de identidad por descendencia (IBD =90%)

Las muestras colectadas en el 2022 en la comunidad de Libertad y Urcomiraiio se
encuentran un IBD igual 90%, es decir que provienen de un ancestro en comun y estas
muestras aparentemente son una poblacioén clonal (ver figura 13a). Esto puede ser
interpretado como algtin efecto producido por las intervenciones realizadas por el Plan
Malaria Cero que han causado cambio o reduccion de las poblaciones de P. vivax.
Resultado similar se encuentra en las muestras colectadas durante el 2007 y 2006-2008
aflos que se implementdé PAMAFRO que causo efectos en las poblaciones de parasitos

observandose poblaciones clonales, tal como se observa en la figura 13b y 13c.

Las muestras de San Juan, Santa Clara y Padre Cocha también mostraron pertenecer a
un ancestro en comun es decir son clonales, esto debido a su cercania geografica (ver
figura 13b). Sin embargo, las muestras colectadas antes PMC en su mayoria no se
encuentran en IBD y por lo tanto son linajes de diferentes origenes tal como se observa

en la figura 13c.
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Figura 13 : Identidad por Descendencia (IBD) por afio de colecta,
comunidad y programa de control y eliminacién. Cada circulo
representa una muestra y cada color una caracteristica asignada. Las
lineas representan la distancia genética entre muestras
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V. DISCUSION

En este estudio se resalta que la movilizacion humana cumple un rol relevante en la
transmision de la malaria, esto se evidencid en el 21.0% de las infecciones encontradas
en viajeros de las comunidades de Libertad y Urcomirafio, y su interconexion en su
mayoria a Mazan e Iquitos junto a quebradas y sumado a esto, 89% de infecciones
submicroscopicas. Estos hallazgos tienen una alta implicancia en la transmision,
debido a que estos factores estarian ayudando a explicar el mantenimiento de la

transmision de la malaria residual a nivel micro-epidemiolédgico.

Los hallazgos encontrados confirman que la cuenca de Mazan es un zona donde
predomina la movilizacion de personas infectadas con Plasmodium spp., y esta
afirmacion se refuerza en el 22.7% de infecciones en personas que reportaron viaje en
el ultimo mes (126), y como consecuencia, estarian contribuyendo con la transmision
del parésito dentro y entre las comunidades de Libertad y Urcomirafio. Sin embargo,
este porcentaje de infecciones en viajeros encontrados en la Amazonia Peruana son
contrastantes al comparar 77% de infecciones importadas por viajeros desde zonas
rurales en Brasil (140), 0.4% desde Oceania hacia China, y 95% importados entre
paises Africanos (27), evidenciando un patron heterogéneo en los casos importados por

viajeros a nivel de comunidades y entre continentes cercanos o lejanos.

En las comunidades amazonicas en general, los varones a temprana edad realizan
actividades al aire libre como la agricultura, la pesca y los viajes para la extraccion de
madera (datos observados durante el censo), este comportamiento comun permite una

mayor exposicion a la picadura del mosquito a temprana edad. Las caracteristicas
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mencionadas se corroboran con lo observado en este estudio, donde los varones y
adolescentes (>15anos) con viaje son factores de riesgo. Estos factores de riesgo
encontrados también fueron reportados en estudios realizados en Nepal, China y Brasil,
similar a esto se encontrd en los diversos estudios desarrollados en la Amazonia
peruana (5,19,83). Los viajes hacia otras comunidades explicarian la aparicion de
nuevos focos de transmision o su mantenimiento, y como consecuencia la
heterogeneidad de la transmision, y esto ayuda a entender la micro-epidemiologia local

en cada comunidad.

La interconectividad entre comunidades y quebradas, promovidas por la movilizacion
humana, ayuda a la dispersion geografica del parasito a través del flujo genético, asi
como también, la aparicion de los corredores bioldgicos. Estos corredores permiten el
contacto entre diferentes zonas de transmision. Estudios previos en Colombia y Peru
sefalaron la existencia de estos corredores bioldgicos (7,107). Un corredor bioldgico
es un grupo de poblaciones conectados que permite el flujo genético entre ellos (7). Por
lo tanto, focalizar estos corredores biologicos seria de vital importancia para
interrumpir la trasmision, en este trabajo se hipotetiza que uno de los corredores
biologicos seria entre la comunidad de Libertad y la quebrada Arahuana, y la
comunidad de Urcomirafio junto a la quebrada Armas. Sin embargo, es necesario
realizar estudios de flujo genético o metapoblaciones entre estos lugares para

corroborar esta hipdtesis.

Otro hallazgo importante encontrado en este estudio fue el 89% de infecciones del tipo

submicroscopicas que también estaria ayudando a explicar el mantenimiento de la
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transmision de la malaria residual. Este tipo de infecciones son caracteristicas propias
de las infecciones causadas por P. vivax reportados en diferentes paises de Asia,
Sudamérica y la Amazonia Peruana (4,5,48,112—114). La relevancia de encontrar en
mayor cantidad este tipo de infecciones es que las herramientas de diagnostico
convencional usado por el MINSA no pueden detectar estas infecciones, y por tanto
estarian escapando a la estrategia de la vigilancia y control. Por este motivo, es
necesario implementar herramientas moleculares sensibles para ser usadas en zonas
rurales de la Amazonia. Por ejemplo, LAMP es una herramienta molecular ideal para
ser usada en campo y sumado a esto su alta sensibilidad y especificidad convirtiéndose

en herramientas prometedoras para los programas de eliminacion (115).

Los datos gendomicos de la poblacion de P. vivax en Libertad y Urcomirafio revelaron
una baja diversidad genética, caracterizada por poblaciones clonales (IBD = 90%) y un
incremento temporal en la diferenciacion poblacional (Fst = 0.06 — 0.56), acompafiado
de una disminucion del flujo genético. Estos cambios podrian atribuirse al
confinamiento durante la emergencia sanitaria de 2020 o a la implementacion del Plan
Malaria Cero (2018-2022), que probablemente generaron un cierto grado de
aislamiento geografico. Como resultado, se observo una estructuracion poblacional de

linajes clonales que se siguen transmitiendo dentro de estas comunidades.

Los linajes clonales encontrados en el arbol de NJ sin raiz y el IBD pueden haberse
generado por un cuello de botella y presion de seleccion en la poblacion de P. vivax,
probablemente estos eventos evolutivos han permito que las poblaciones se vuelvan

mas clonales (55). El cuello de botella pudo haberse generado por la disminucion de
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casos a nivel historico en la Amazonia Peruana producido durante la implementacion
del programa PAMAFRO (2005-2011) y un 75% de disminucion de casos

microscopicos durante el 2017-2020 debido al PMC (84).

El arbol de Neighbor-Joining (NJ) mostré que la mayoria de los parésitos se agruparon
segun la temporalidad y los programas de control establecidos (PAMAFRO y PMC).
Sin embargo, antes del PMC (2011-2017), el MINSA se enfocaba unicamente en tratar
infecciones sintomaticas, con acciones de control intermitentes. Esto facilitdo la
transmision y dispersion de los parésitos, lo que explica la aparicion de muestras
colectadas antes del PMC en diferentes grupos genéticos. Esta dispersion también
contribuye a la estructuracion poblacional observada por afio y estrategia de control,
con parasitos provenientes de diversos origenes y un incremento en la mezcla genética

(admixture).

Por otro lado, se observa que muestras de Libertad (2022) se agrupan con muestras de
Santo Tomas (2006-2008), San Juan (2008), Puerto América y Padre Cocha (2011), lo
que sugiere que estos parasitos sobrevivieron al programa de control PAMAFRO y se
dispersaron a través de infecciones asintomaticas o hipnozoitos. Los hipnozoitos, que
permanecen latentes en el higado del huésped humano, pueden reactivarse mucho
tiempo después de la infeccion inicial, incluso afios después de haber sido adquiridos.
Esta capacidad de evadir el tratamiento y reactivarse refleja una importante adaptacion
del parésito, permitiéndole persistir en un entorno con constantes esfuerzos de

eliminacion y favoreciendo su transmision.
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Por otro lado, los datos indican que en Libertad, la comunidad con mayor movilizacién
humana, se encontraron parasitos clonales y baja diversidad gendmica, caracteristicas
que evidencian un contexto epidemiologico de eliminacion de la malaria. Este
escenario es similar a lo observado en estudios realizados en Panama (79) y en la
frontera entre China y Birmania (77) , donde se detectaron poblaciones clonales de P.

vivax con una diversidad genémica moderada.

Santa Emilia, Urcomirafio y Libertad comparten algunas caracteristicas clave, como la
presencia de infecciones submicroscopicas y una estructura poblacional compuesta por
linajes de parasitos con diversos origenes que se transmiten localmente. La
movilizacion humana también juega un papel importante en la micro-epidemiologia de

estas comunidades.

En el caso de Santa Emilia, las intervenciones intermitentes no lograron reducir la
transmision, y la falta de un cuello de botella poblacional permiti6 la entrada de nuevos
parasitos a través de la movilizacion humana, lo que favorecid el recambio de
poblaciones. Por otro lado, programas de control como el PMC parecen haber

contribuido a la presencia de linajes clonales en Urcomirafio y Libertad.

Finalmente, con la evidencia obtenida en este estudio, es necesario que el actual Plan
Nacional hacia la eliminacién de la malaria desarrolle estrategias de control mas
focalizadas, especialmente en viajeros y corredores biologicos. Ademas, la presencia
de poblaciones clonales como parte de la malaria residual que confirma el contexto

actual de eliminacién en el que se encuentra Peru.
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VI

CONCLUSIONES

La movilizacion humana desempefia un papel crucial en la transmision de la
malaria, evidenciado por el 21% de los casos de malaria detectados en viajeros
de las comunidades de Libertad y Urcomirafio. Ademas, el 89% de estas
infecciones son submicroscépicas, 1o que contribuye a mantener la micro-
epidemiologia de la transmision residual en estas areas.

Los viajes realizados en el ultimo mes, junto con la heterogeneidad en los
patrones de movilidad hacia destinos clave como Mazéan, lquitos y otras
quebradas, resaltan aspectos importantes de la micro-epidemiologia de la
malaria en Libertad y Urcomirafio. Esto sugiere que estos movimientos deben
ser un enfoque prioritario en futuras estrategias de control.

La baja diversidad genética y la alta clonalidad observada en los parasitos de
Libertad y Urcomirafio sugieren que la estructura poblacional actual es
diferente a la de los parasitos recolectados entre 2006 y 2015, lo que refleja
cambios espaciales y temporales en las poblaciones de Plasmodium vivax. Estos
cambios podrian estar asociados a las restricciones en la movilidad poblacional
debido a programas de control como PAMAFRO vy el Plan Malaria Cero, los

cuales han generado cuellos de botella genéticos.

100



VII.

CONCLUSIONES GENERALES DEL CAPITULO 1y 2

Las infecciones submicroscopicas son comunes en diversos contextos micro-
epidemiologicos y en comunidades geograficamente dispersas, lo que favorece
la transmision de Plasmodium vivax. Estos individuos infectados, aunque
asintomaticos o con baja carga parasitaria, podrian actuar como reservorios
clave en la transmision de la malaria.

La movilizacion humana, especialmente los viajeros, juega un papel crucial en
la transmision de la malaria, convirtiéndose en un grupo de alto riesgo. Esto
podria explicar la persistencia de la malaria en las comunidades de Libertad y
Urcomirafio, lo que sugiere la necesidad de considerarlos en futuros planes de
control de la malaria.

La presencia de poblaciones clonales observadas en el estudio es un reflejo del
estado epidemiologico de eliminacion de la malaria en el Pert, subrayando los

avances alcanzados en este proceso.
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VIII. LIMITACIONES DEL ESTUDIO DEL CAPITULO 1Y 2

No se pudieron genotipificar todas las muestras positivas a P. vivax debido a la
baja densidad parasitaria de las muestras colectadas en Santa Emilia. Sin
embargo, genotipificar el 45% (240/529) de todas las muestras ofrece una
buena cobertura de la comunidad, diversidad genética y para encontrar
diferenciacion poblacional. Por ultimo, este nimero permitié superar el nimero
minimo necesario para realizar test de cuello de botella (30 muestras minimas

para detectar alelos raros).

No se pudo secuenciar el genoma de todas las muestras de P. vivax debido a su
baja parasitemia y las limitaciones técnicas actuales para poder enriquecer el
genoma de las muestras. Sin embargo, evaluar cerca de 19 mil SNPs de 23
muestras e incorporar 42 genomas adicionales de diferentes lugares y tiempos,
permitio encontrar diferenciacion poblacional, explorar la diversidad genémica

y las relaciones genéticas entre diferentes parasitos.

No todas las personas dieron su consentimiento para participar en los dos
estudios. Sin embargo, los barridos mensuales y la vigilancia semanal por
tiempos consecutivos permitieron tener mayor cobertura de la informacion y

los casos de malaria de las personas que participaron en el estudio.
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ANEXOS:

ANEXO 1: INFORMACION DE LOS 16 MARCADORES MICROSATELITES.

Tamaiio

Microsatélite Cromosoma Motivo de repeticion pb Th
11.162 11 ATAC 222 60
14.297 14 AAG 200 57

Ch2.121 2 TTA 172 67
Ch2.152 2 AAT 153 63

Ch14.2986 14 AT 175 57

Ch14.3010 14 AT 207 60

Ch14.3021 14 TA 228 57

Ch2.122 2 ATA 197 60
13.239 13 TTTA 210 58
Ch14.2981 14 AT 161 63
MS6 11 (TCC)2(TCT)3(CCT)2(TCC)2GCTTCT(TCC)10 241 57
MS9 8 (GGA)18 188 57
3.502 3 AACGGATG 168 55
MS15 5 (TCT)10 243 57
MS20 10 (GAA)11GAG(GAA)13(CAAYAGAA(CAA)S 211 60
MS4 6 (AGT)18 220 57

Tamafio del microsatélite en pare de bases (pb), Th: temperatura de hibridacion,
cromosoma: ubicacion del microsatélite en el cromosoma.



ANEXO 2: FLUJIOGRAMA DE LA SELECCION DE MUESTRAS COLECTADAS

DURANTE 2015Y 2016 EN SANTA EMILIA.
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ANEXO 3: PREVALENCIA DE CASOS DE MALARIA Y P vivax
DETECTADOS POR MICROSCOPIA EN SANTA EMILIA.

Afio Microscopia
n Malaria Prevalencia (%) -95% IC P.vivax Prevalencia-95% IC
2013 325 169 52 139 43
2015 219 78 36 66 30
Total 544 247 45 [41 -50] 205 38 [34 - 42]

n : Numero de muestras, Malaria: Casos detectados por microscopia, 95%IC: Intervalo de

confianza en un 95%.

ANEXO 4: PREVALENCIA DE CASOS DE MALARIA, P vivax E
INFECCIONES SUBMICROSCOPICAS DETECTADOS POR PCR EN
TIERMPO REAL EN SANTA EMILIA.

PCR EN TIEMPO REAL . .. Prevalencia
" - - Submicroscépicos . -
Aio Prevalencia - P. Prevalencia - P. vivax Submicroscépicos P.
n Malaria 95% IC vivax 95% IC ’ vivax - 95% IC

2013 325 258 79 215 66 166 51

2015 219 185 84 122 56 96 44

81 [0.78 - 62 [0.58 -
Total 544 443 0.85] 337 0.67] 262 48 [0.43 - 0.52]

n : Nimero de muestras, Malaria: Nimero de casos detectados por microscopia, 95%IC:

Intervalo de confianza en un 95%.



2013
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Total

ANEXO 5: PORCENTAJE DE INFORMACION PERDIDA POR ANO DESPUES DE
LA GENOTIPIFICACION CON 16 MICROSATELITES.
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ANEXO 6: CURVA DE ACUMULACION DE HAPLOTIPOS DE LAS 360
MUESTRAS DE COLECTADAS EN SANTA EMILIA.

2507

2007

MLG

150 7

1007

501

e

o 4

R

9 10 11 12

NumLoci

NumLoci: Numero de marcadores microsatélites, MLG: Numero de genotipos multilocus.

ANEXO 7: PROPORCION DE INFECCIONES POLICLONALES DURANTE LA
VIGILANCIA 2013 Y 2015-2016 EN SANTA EMILIA.

Intervalo de confianza | Grupos de
Afo Policlonales | Monoclonales | Proporcion al 95% comparacion | p- valor
2013 58 81 0.424 [0.332-0493] 2013-2015 0.6718
2015 69 81 0.460 [0.382-0.539] 2013-2016 1
2016 21 50 0.296 [0.202-0.410] 2015-2016 0.1337
Total 148 212 0.413 - - -

Policlonales: Niimero de infecciones policlonales, Monoclonales: Niimero de infecciones
monoclonales.




ANEXO 8 : VALORES DE LAS METRICAS DE DIVERSIDAD GENETICA
OBTENIDAS DURANTE LA VIGILANCIA DE CASOS 2013 Y 2015-2016 EN SANTA
EMILIA.

Ao N | MLG | Simpson | N.all Na.e Hexp | H.sd | H.var.intra | Theta | Theta.sd | rbarD | p.rD
2013 | 139 | 113 0.986 5.938 | 2.470 | 0.595 | 0.147 0.001 1.919 | 0.438 | 0.181 | 0.001
2015 | 150 | 145 0.993 10.625 | 2.626 | 0.619 | 0.192 0.001 1.623 | 0.578 | 0.129 | 0.001
2016 | 71 69 0.985 8.188 | 2.750 | 0.636 | 0.187 0.002 1.765 | 0.711 | 0.106 | 0.001
Total | 360 | 319 0.996 13.625 | 3.417 | 0.707 | 0.109 0.000 4.284 1.075 | 0.118 | 0.001

N: Ntimero de muestras, MLG: Genotipos multilocus, Simpson: Indice de Simpson, N.all: Numero de
alelos, Na.e: Numero de alelos efectivos, Hexp: Heterocigocidad esperada, H.sd: Desviacion estandar
de la heterocigocidad, H.var.intra: Varianza intrapoblacional de la heterocigocidad, Theta(6): Ratio
mutacional poblacional, Theta.sd: Desviacion estandar de Theta. rbarD: Desequilibrio de ligamiento,
p.rD: Significancia estadistica del rbarD.

ANEXO 9: TEST DE MONTECARLO, COMPARACION DE LA
HETEROCIGOCIDAD ESPERADA (He) A TRAVES DEL TIEMPO EN SANTA
EMILIA.

Montecarlo (colas) Aiios de Comparacion p-valor
2013-2015 0.933
Izquierda 2013-2016 0.053
2015-2016 0.327
2013-2015 0.065
Dos colas 2013-2016 0.094
2015-2016 0.645
2013-2015 0.942
Derecha 2013-2016 0.955
2015-2016 0.674




ANEXO 10: PRUEBA ESTADISTICA KRUSKALL-WALLY: COMPARACION

ENTRE LAS

METRICAS DE DIVERSIDAD GENETICA DURANTE LA
VIGILANCIA DE CASOS 2013 Y 2015-2016 EN SANTA EMILIA.
METRICAS Aos de dif | - p-valor
comparacion cuadrado

Alelos efectivos | 12 5015_2016 | 2 2 0.3679
(Na.e)

RMP (6) 2013 - 2015-2016 | 2 2 0.3679

D.L 2013 -2015-2016 | 2 2 0.3679

indice de Simpson 2013 - 2015 - 2016 2 2 0.3679

Mol 2013 -2015-2016 | 2 2 0.3679

Alelostotales | 13 H015 2016 | 2 2 0.3679
(N.all)

MLG 2013-2015-2016 | 2 2 0.3679

ANEXO 11: PRUEBA DE CUELLO DE BOTELLA DURANTE LA VIGILANCIA DE
CASOS 2013Y 2015-2016 EN SANTA EMILIA.

Tamaiio , Test 1 cola Test 2 colas
./ Numer
Vigilancia Poblacio de o de Evento
g n poblacié SMM | TPM | SMM | TPM
n alelos
Exceso | 0.999 | 0.9973
Het. 57 8 0.0012 | 0.0067
Antes 2013 13415 I Déficit | 0,000 | 0.0033 | 2 ]
Het, 61 6
Exceso | 1.000 | 1.0000
Het. 00 0 0.0001 | 0.0001
2015 137.92 10.15 Déficit | 0.000 | 0.0000 2 2
Durant Het, 06 6
urante Exceso | 0.999 | 0.9999
Het. 94 8 0.0002 | 0.0003
2016 65.62 8.08 Déficit | 0.000 | 0.0001 4 7
Het, 12 8

Vigilancia de casos antes y durante el estudio en Santa Emilia. SMM: modelo
mutacional de un solo paso, TPM: modelo mutacional de dos fases.




ANEXO 12: ANALISIS MOLECULAR DE LA VARIANZA (AMOVA) ENTRE Y
DENTRO DE CADA ANO DE MUESTREO DE P, vivax EN SANTA EMILIA.

Sigma %

Variacion entre afios 0.0373 12.955

Variacion dentro de cada
0.2509 87.045
ano

Variacion total 0.2883  100.00

ANEXO 13: TEST DE PROPORCIONES ENTRE EL NUMERO DE PARASITOS
GENETICAMENTE RELACIONADOS 2013 Y 2015-2016.

Proporcion de parasitos
genéticamente relacionados Test Exacta Poder
de Fisher 95% IC estadistico
p-valor
2013 2015-2016
135/137 213/223 0.6909 [0.778423 - 0.36
1.487854]




ANEXO 14: POBLACIONES MAS PROBABLES (DELTA K) DETECTADAS EN
SANTA EMILIA.

Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]
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ANEXO 15: CARACTERISTICAS
PARTICIPANTES DE LA COMUNIDAD DE LIBERTAD Y URCOMIRANO.

SOCIO-DEMOGRAFICAS

DE LOS

Variables Libertad Urcomiraiio Total
n =358 % n=320 % 678 %

Genero
Waron 192 53.8 178 55.0 368 54.3
Mujer 166 46.4 144 45.0 310 45.7
Edad
=15 215 60.1 131 9.7 406 59.9
<15 143 33.9 129 40.3 272 40.1
Nivel de Educacion (2 3 years) *
Ninguna 70 19.6 62 15.4 132 19.5
Inicial o Primaria 203 56.7 142 44.4 345 50.9
Secundaria o superior 85 23.7 116 36.3 201 29.6
Principal Ocupacion
Maderero, pescador o agricultor
no 203 56.7 191 59.7 394 58.1
sl 155 43.3 129 40.3 284 41.9
Tiempo en la comunidad (edad>10afios)* n=117 n=41 n=158
=2 54 15.1 8 13.5 62 33.2
2-9.9 32 8.9 12 29.3 44 27.8
==10 31 8.7 21 51.2 32 32.9
Episodios de malaria en toda su vida*
o 81 22.6 B3 259 164 24,2
1 56 15.6 65 20.3 121 17.8
2t03 97 27.1 102 319 199 29.4
== 124 34.6 70 21.9 194 28.6
Uso de mosquiteros (ultimds 3 noches)
gl 355 99.2 314 98.1 669 98.7
no 3 0.8 6 139 9 13
Caracteristicas de la vivienda
Material de la pared
Madera 351 98.0 311 97.2 662 97.6
Ladrillo, cemento y otros 7 2.0 3 2.8 16 24
Material del suelo
Madera 322 B89.9 298 93.1 620 91.4
Tierra 36 10.1 22 6.9 38 8.6

*Diferencias estadisticamente significativas entre comunidades.



ANEXO 16: CARACTERISTICAS SOCIO-DEMOGRAFICAS DE LOS VIAJEROS
DE LA COMUNIDAD DE LIBERTAD Y URCOMIRANO.

. Libertad Urcomiraiio Total
Variables
n=76 % n =68 % n=144 %
Genero
Varon 47 61.80 42 61.8 89 60.1
Mujer 29 38.20 26 38.2 55 37.2
Edad
>15 58 76.3 51 75 109 73.6
<15 18 23.7 17 25 35 23.6
Nivel de educacion (2 3 afios)*
Ninguno 7 9.6 3 4.6 10 7.2
Inicial o Primaria 43 58.9 28 43.1 71 51.4
Secundaria o superior 23 31.5 34 52.3 57 41.3
Principal Ocupacion *
Maderero, Pescador o Agricultor
Si 39 51.3 22 324 61 42.4
No 37 48.7 46 67.6 83 57.6
Frecuencia de viaje en el mes
1 56 73.7 58 85.3 114 79.2
2to5 20 26.3 10 14.7 30 20.8
Episodios de malaria en toda su vida
0 4 5.8 3 5.3 7 5.6
1 19 27.5 16 28.1 35 27.8
2to 3 15 21.7 21 36.8 36 28.6
>=4 31 44.9 17 29.8 48 38.1
dato perdido 7 11 18
Horas de viaje*
<=2 35 46.1 16 23.5 51 35.4
3a24 23 30.3 39 57.4 62 43.1
24> 18 23.7 13 19.1 31 21.5
Casos de Malaria n=21 n=4 n=25
Submicroscopico 17 81.0 4 100.0 21 84.0
Microscopico 4 19.0 0 0.0 4 16.0

*Diferencias estadisticamente significativas entre comunidades.



ANEXO 17: INDICES DE CONECTIVIDAD EN LA COMUNIDAD DE
LIBERTAD Y URCOMIRANO.

Indices de conectividad

Lugar out-degree in-degree
Libertad 80 18
Urcomiraio 41 26
Mazan 5 42
Iquitos 9 21
Quebrada Arahuana 0 12
Quebrada Armas 0 8

ANEXO 18: ALINEAMIENTO DE LOS READS DE LAS MUESTRAS DEL
GRUPO 1 CON EL GENOMA HUMANO Y OTRAS ESPECIES DE MALARIA.

FastQ Screen: Mapped Reads

7040502_S7_LO0T_R1_001 _screen
7040503_S8_LO0T_R1_001_screen
7040510_59_LOOT_R1_001 _screen
7040520_S10_LOOT_R1_001 _scr..
7040523_5S12_L001_R1_001_scr..
7040524 S11_L0O0T_R1_001 _scr..
7040533_S4_LO0T_R1_001_screen
7040548 S3_LO0T1_R1_001 _screen
7040551_52_LO0T_R1_001_screen
7040561 _S1_LOOT_R1_001 _screen
904021-16_55_L001_R1_001_sc..
904022-16_5S6_L00T_R1_001_sc..

[==]
N
(=]
e
(=]
[=2]
[==]
(o]
[=]
[=)

Percentages

Human @ Pvivax Pknowlesi Pmalariae ® Pfalciparum ® Povale
@ Multiple Genomes No hits

[=)



ANEXO 19: ALINEAMIENTO DE LOS READS DE MUESTRAS DEL GRUPO
2 CON EL GENOMA HUMANO Y OTRAS ESPECIES DE MALARIA.

FastQ Screen: Mapped Reads

7040107.R1_screen |
7040107.R2_screen |
7050585.R1 screen -
7050535.R2_screen 1 B
7050586 R1_screen e
7050536.R2_screen ————————————
904061-14 R1_screen | |
904061-14.R2_screen | ]
904081-16.R1_screen [ ]
904081-16.R2_screen [ ]
904113-15.R1_screen [ |
904113-15 R2_screen |
S04120-15.R1 _screen |
904120-15 R2_screen ||
504165-04.R1_screen |
904165-04.R2_screen |
904213-02.R1_screen ||
904213-02.R2_screen | ]
905047-15 R1_screen I
505047-18.R2_screen ]
905132-14.R1_screen | ]
S05132-14.R2_screen [ |
905161-15.R1_screen (|
905161-15.R2_screen ]

Percentages

Human @ Pvivax Pknowlesi Pmalariae @ Povale ® Pfalciparum @ Multiple Genomes No hits

ANEXO 20: ALINEAMIENTO DE LOS READS DE MUESTRAS DEL GRUPO
3 CON EL GENOMA HUMANO Y OTRAS ESPECIES DE MALARIA.

FastQ Screen: Mapped Reads

102032044.R1_screen |
102032044.R2_screen ]
102067075 R1_screen |
102067075.R2_screen |
110022035 R1_screen |
110022035.R2_screen 1
110022065 R1_screen r ]
110022065 R2_screen 1
110047144.R1_screen e — "
110047144 R2_screen ——————
110053044.R1_screen .
110053044 R2_screen - ————
214019051.R1 screen 1
214019051 .R2_screen ]
214021081 R1_screen N
214021061.R2_screen ]
231014055 R1 screen e ]
231014058.R2_screen |
7040522 R1_screen —
7040522.R2 screen 1
7040545 R1_screen 7
7040545 R2_screen |
7040563 R]_screen |
7040563 R2_screen ]
1] 10 20 30 40 50 60 70 80 g0 100
Percentages

Human @ PvPAM Pvivax Pknowlesi @ Pmalariae @ Pfalciparum Povale @ Multiple Genomes No hits



ANEXO 21: MEDIAY MEDIANA DE COBERTURA DE LOS READS DE LAS
23 MUESTRAS DE P vivax ALINEADOS CON EL GENOMA DE
REFERENCIA PvPam.

variable
| MEAN_COVERAGE
F+] MEDIAN_COVERAGE

value

MEAN_COVERAGE MEDIAN_COVERAGE
variable

ANEXO 22: MUESTRAS SECUENCIADAS POR COMUNIDAD Y ANO DE
COLECTA EN LA COMUNIDAD DE LIBERTAD Y URCOMIRANO.

Afo Libertad  Urcomirafio Total
2022 13 3 16
2017 1 0 1
2015 2 4 6

Total 16 7 23




ANEXO 23: MUESTRAS ADICIONALES INCLUIDAS EN EL ANALISIS

GENOMICO EN LIBERTAD Y URCOMIRANO.

Ano de Colecta

Programa de
Control y
Eliminacion

Nuimero de Muestras

2007-2011

2012-2017

2018-2022

PAMAFRO

Antes del Plan
Malaria Cero.

Durante el Plan
Malaria Cero.

39

10

16

I
Total

65

ANEXO 24: DIFERENCIACION

COCHERHAM.

a) Por aio de colecta de muestra.
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b) Por programa de control y eliminacion.

Durante PMC 0.29 0.23
Fst Weir_Cockerham
100
I 075
050

025
Antes PMC 0.05
0.00

Antes PMC
PAMAFRO

Figura 13: Diferenciacion poblacional por comunidad, afio de colectay
programa de control y eliminacion

ANEXO 25: ESTRUCTURACION POBLACIONAL DE P, vivax.

a) Por aio de colecta.

K=5
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& § &8

% 20,
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k=s D) Por programa de control.
1




ANEXO 26: ARBOL FILOGENETICO DE NJ SIN RAIZ.

a) Por aiio de colecta.

961

33971

1000

667

1000 20062008
1090 | & 2002

2006-2008
20062008
20062008
2006-2008
20062008
20062008
2008
1000 [ &2008

% 1000 L a0
2007

334

1000
1000

1000 1000

1000

1000 ¥ 007
1900 J——"

1060 | JIoN
20062008
2007

20082008
1000 2007
974 2007
496 200582008

20082008
980 L
2007

352 [— A 2008.2008
L
-~ A 2008
a8 2007
798 20062008

2008 2008
1000

1000 W02
736 2012

1000 942 20062008

569 [~ W 2012

& 2011

2006 2008
2006-2008

& 2008
20062008

w2015
20062008

749

1000,

& 2022
1000

& 2008

a0



b) Por programa de control.
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Arbol filogenético de malaria por aiio de colecta y programa de control, construido a través del método de Neighbor Joining sin raiz. La
distancia entre los taxones fue calculada en base a distancias Euclidianas y el soporte cada nodo se realizé6 mediante 1000 réplicas de
bootstrap. Las longitudes de las ramas indicas la distancia genética entre taxones. El darbol se presenta sin raiz lo que implica que los

taxones no estan orientados evolutivamente.



Error

ANEXO 27: ANALISIS CROSS-VALIDATION RESULTADOS OBTENIDOS DEL
PROGRAMA ADMIXTURE.

0.95

0.9

0.85

0.8

0.75

0.7

Numero de poblaciones

ANEXO 28: PORCENTAJE DE CONTRIBUCION DE CADA POBLACION

DE P, vivax A LA ESTRUCTURACION POBLACIONAL DE SANTA EMILIA.

Ao Poblaciénl_verde Poblacion2_celeste Poblacion3_naranja | Poblaciond_morado
2013 30.13 142 66.61 1.84
2015 3.79 49.11 3.50 39.61
2016 7.49 50.82 4.42 37.27

10



