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RESUMEN

Plasmodium vivax es la principal causa de malaria en la Amazonia Peruana, y ante el
incremento de la incidencia de casos, las herramientas genético poblacionales podrian
ser componentes claves para el disefio y focalizacion de estrategias de control. Se
genotipificaron 173 Infecciones causadas por P. vivax en 2 cuencas, Mazan (MZ) y
Napo (NP). Se evalu6 la diversidad genética, se identificé el namero de grupos
genéticos y las infecciones foraneas. MZ presenté 35.2% de infecciones policlonales,
alta diversidad (He = 0.71), y menor desequilibrio de ligamiento (1,°> = 0.07) con
respecto a NP (18.8%, 0.39, 0.21). Se identificaron cinco grupos genéticos y 20
infecciones fordneas en MZ; en NP se observaron 2 grupos y se importaron 3
infecciones. En MZ, el grupo 2 se asocio con personas que salieron de su comunidad
(OR =4.33); y la parasitemia de la infeccion (OR = 1.10), infecciones causadas por el
grupo 1 (OR = 4.83), y vivir con alguien que salié de la comunidad (OR = 4.48)
aumento el riesgo de sintomas. Esto sugiere que la movilizacion humana fomenta el
ingreso de nuevos grupos genéticos en MZ, por lo que se requieren estrategias que

consideren este factor para el control de Malaria.

Palabras clave: Malaria, Plasmodium vivax, Diversidad Genética, Estructuracién

Poblacional, Migracion, Movilizacién Humana.



ABSTRACT

Plasmodium vivax is the main cause of malaria in the Peruvian Amazon, and with its
rising incidences population genetic tools could be key components for the design
and targeting of control strategies. 173 infections caused by P. vivax were genotyped
in 2 basins, Mazan (MZ) and Napo (NP). Genetic diversity, the number of genetic
clusters, and foreign infections were determined. MZ presented 35.2% of polyclonal
infections, high genetic diversity (He = 0.71), and lower linkage disequilibrium (15>
0.07) with respect to NP (18.8%, 0.39, 0.21). Five genetic clusters and 20 foreign
infections were identified in MZ; in NP only 2 clusters were observed and just 3
infections were imported. In MZ cluster 2 was associated with people who traveled
outside their community (OR = 4.33, p = 0.04); and the parasitemia of the infection
(OR =1.10, p = 0.04), being infected by a parasite from cluster 1 (OR = 4.83, p =
0.03), and living with someone who traveled outside (OR = 4.48, p = 0.01) increased
the probability of presenting symptoms. Our results suggest that human mobilization
encourages the entry of new genetic clusters in MZ, so malaria control strategies that

consider this factor are required.

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, Genetic diversity, Population structure,

Migration, Human mobilization.



I. INTRODUCCION

Malaria es una de las enfermedades tropicales que causan mayor morbilidad y es un
serio problema de salud puablica en el PerG y a nivel mundial. A diferencia de la
tendencia de otros paises donde se observa una disminucién global de casos, en el
Per( hay un aumento progresivo de la malaria desde el afio 2011 (1, 2), llegando en el
2014, a mas de ~65 mil casos, localizados en su mayoria (94%) en la Region
Amazonica. De las cinco especies de Plasmodium spp. que causan esta enfermedad,
en el Peru circulan principalmente dos, P. falciparum y P. vivax, siendo este ultimo el

responsable de mas del 80% de los casos en el pais.

Este parésito, P. vivax, posee ciertas caracteristicas biologicas que favorecen su
transmision (3), entre las cuales resaltan su bajo rango de temperatura de desarrollo
en el mosquito (4, 5), las bajas parasitemias, el rapido desarrollo de inmunidad, la
produccion temprana y continua de gametocitos (4, 6, 7), y quizas la mas resaltante,
la presencia de hipnozoitos en el higado (8, 9). Estas caracteristicas permiten que este
parasito persista pese a los esfuerzos de control realizados, representando un desafio

para las estrategias actuales.

El Peru es considerado un pais hipoendémico (10), y operacionalmente el control de
esta enfermedad se lleva a cabo a nivel sub-nacional por regiones o distritos (2, 11).
Sin embargo, la intensidad de transmision no esta distribuida de manera homogénea a
nivel geografico (11-15), por lo que medidas basadas en métricas globales o muy

generalizadas, resultan no ser efectivas y econdmicamente poco rentables. Esta



heterogeneidad espacial en la micro-epidemiologia de malaria se debe a que la
transmisién ocurre en pequefias unidades geograficas denominadas “puntos calientes”
0 “hot-spots” (12, 13), dentro de los cuales el riesgo de exposicion se ve influenciado
por factores como la proporcion de nifios en el hogar, estatus socio-econémico,
habitos o actividades de riesgo del huésped, la falta de uso de medidas de control
vectorial, distribucion y comportamiento del vector, el tipo de vivienda y factores
micro-ambientales. Es asi que para que el control y eliminacion de esta enfermedad
sea efectivo, las herramientas de monitoreo no sélo deben colectar informacion sobre
la presencia de focos de transmision, sino también deben identificar los patrones de
transmision, considerar la heterogeneidad temporal y espacial de la misma, y elucidar
los factores de riesgo que favorecen la propagacion de las poblaciones parasitarias

(16, 17).

El compromiso del gobierno peruano por eliminar la malaria se ha incrementado
desde el afio 2015 (2), y es asi que actualmente la vigilancia de la malaria en el pais
se realiza de manera rutinaria a través de la deteccion pasiva de casos (DPC), y la
implementacion excepcional de deteccion activa de casos (DAC) en comunidades de
alto riesgo basado en el indice de positividad de lamina (IPL) y la prevalencia de la
enfermedad (2). Si bien los cambios en la incidencia y prevalencia de la malaria son
indicadores clave en cualquier programa de control por que permiten detectar focos
de transmision residual (15), estas métricas por si solas no otorgan la informacion
suficiente para revelar los factores involucrados en la transmision, y asi, focalizar y

optimizar los esfuerzos (3).



La epidemiologia molecular y el empleo de herramientas genético poblacionales no
solo permiten realizar estimaciones més sensibles de la prevalencia e incidencia de la
enfermedad, o evaluar la efectividad de las estrategias de intervencién; sino también,
brindan informacién sobre el aporte individual de los factores que favorecen la
transmision, y evaltan los patrones demograficos de las poblaciones parasitarias los
cuales son influenciados por la movilizacion humana (18). Esto otorga informacion
valiosa para adecuar las estrategias de control de manera focalizada y pertinente de

acuerdo al contexto micro-epidemiologico.

De esta manera los estudios genético-poblacionales en el Peri han mostrado que la
transmision de P. vivax en nuestra Amazonia tiene un patron espacial y temporal
heterogéneo en donde confluyen escenarios riberefios aislados, periurbanos o de
carretera, con alta o baja movilidad humana (2, 19-22). Esta alta variabilidad ha
provocado que las poblaciones de P. vivax en areas periurbanas y altamente mdviles,
sean muy diversas y estructuradas a nivel genético, y que la migracion tenga un fuerte
impacto en la diversidad y la intensidad de transmisiéon (19). Mientras que zonas
geograficamente aisladas o poco mdviles, presentan una fuerte diferenciacion
genética frente a otras poblaciones geogréficas de la misma region, y su patron de
estructuracion se mantiene constante en el tiempo (20). Si bien los migrantes pueden
incrementar la diversidad, hay poca evidencia que indique que estos se lleguen a fijar
en las poblaciones donde ingresan, y ademas, este movimiento migratorio micro-
geogréafico podria tener consecuencias en la efectividad de las estrategias de control;

por lo que es necesario el desarrollo y uso de herramientas que permitan un



monitoreo adecuado y diluciden los distintos patrones de transmision presentes en

nuestra Amazonia.

Mazan es considerado un distrito de muy alto riesgo de transmisién, habiendo
reportado 1,954 casos en el 2014 (11). El centro poblado Mazan es la comunidad mas
grande del distrito y estd ubicada en la cuenca del rio Napo; sin embargo, no es el
area con mayor intensidad de transmision del distrito. De hecho, las comunidades que
presentan mayor transmision en este distrito estan ubicadas a lo largo de las cuencas
de los rios Mazan y Napo; y entre los meses de Marzo y Abril del 2015, en las
comunidades de Liberta, Primero de Enero, Gamitanacocha y Urco Mirafio, mas del
20% de la poblacion de estas comunidades acudio6 al centro de salud con episodios
febriles o sintomas de malaria, y el IPL estuvo por encima del 5% por méas de 8
semanas consecutivas. Es por ello que en este trabajo se evalu6 la distribucion
espacial a nivel micro-geografico de distintos parametros genético poblacionales en
estas cuatro comunidades riberefias del distrito de Mazan. También se describen los
factores socio-demograficos, y clinico-epidemiolédgicos asociados a la expansion de
sub-poblaciones genéticas especificas en cada comunidad, y los efectos de la
introduccion de nuevas poblaciones genéticas sobre las manifestaciones clinicas de la

poblacion susceptible.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La transmisién de la malaria en el pais ha seguido un patrén intermitente a lo largo de
los afios, el cual se ha visto fuertemente influenciado por factores climatolégicos
como el Fendémeno el Nifio (ENSO), el cambio de politicas publicas e
implementacion de nuevas estrategias (cambio de farmacos terapéuticos, uso de
nuevas herramientas de monitoreo, o cambio en las estrategias de busquedas de
casos), y cambios en la distribucion, comportamiento y caracteristicas biologias y

demogréficas del hospedero humano y el vector (1, 2).

Si bien algunas de las estrategias implementadas mostraron tener un efecto positivo
aparente (solo evidenciado por la disminucion de casos clinicos) en el corto plazo; la
falta de continuidad por decisiones politicas; el desconocimiento del efecto real de
estas intervenciones (efecto sobre aquellas infecciones que escapan la vigilancia
tradicional); y el desconocimiento de las caracteristicas del patdgeno, el vector y el
humano que favorecen la transmision de la enfermedad, han hecho que las medidas
tomadas anteriormente fracasen (2). Todo el terreno ganado durante el periodo en el
que el Proyecto, financiado por el Fondo Global, Malaria en Zonas de Frontera
“PAMAFRO” se llevod a cabo, el cual gener6 que el nimero de casos disminuyera
hasta 23, 060 casos en el 2011 (23), rapidamente se perdid en cuanto disminuyo el
control intenso realizado, llegando a 64, 676 casos en el 2014, y a 63, 273 en el 2015

(afio en que se llevo a cabo la recoleccion de muestras para este trabajo).



Las principales herramientas de monitoreo solo permiten medir la intensidad de
transmision e identificar posibles focos transmisién residual en el tiempo y espacio.
Sin embargo, para que el control de una enfermedad sea efectivo no solo es necesario
colectar informacion del el nimero de infecciones o personas expuestas, sino también
el uso de herramientas que permitan identificar los patrones de transmisién y que
consideren la heterogeneidad temporal y espacial de la misma, para asi caracterizar y
determinar las subpoblaciones o linajes que estan adaptados a microambientes
especificos y si estos se mantienen en el tiempo (16, 17).

En este sentido los marcadores moleculares son capaces de mapear la ruta de
dispersion de los parasitos, y discriminar entre infecciones importados y rastrear su
origen, o si son infecciones locales, definir si han sido recientemente introducidos
(linajes de primera generacion) o si son autdctonas de la region (segunda o mas
generaciones). Esto permitiria tener un conocimiento mas profundo de los factores
involucrados en la transmision de esta enfermedad, y desarrollar estrategias de

control especificas y mas efectivas para combatir la Malaria en la Amazonia Peruana.



I11. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Malaria

Malaria es una enfermedad causada por parasitos del género Plasmodium y
transmitida por mosquitos hembra del género Anopheles (24, 25). Las 5 especies que
causan la enfermedad en el humano son P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale
y P. knowlesi, y su distribucion geogréfica varia dependiendo de la especie. Es asi
que P. falciparum es la especie predominante en el continente africano, mientras que

fuera de africa P. vivax es la especie que genera mayor morbilidad.

Los primeros registros histéricos de esta enfermedad datan quizas de hace mas de
3000 arfios, y pese a que desde entonces se habian descrito muchos casos de personas
con esplenomegalia, episodios periodicos de fiebre, dolor de cabeza, escalofrios y
debilitamiento (comunmente conocido como “mal aire”), el agente causal no fue
identificado sino hasta el afio 1880 por Alphonse Laveran, quien describié unos
cuerpos de forma curveada (Gametocitos) en los glébulos rojos, y células ovaladas
con flagelos moviles (microgametos) en sangre fresca derramada de soldados con
sintomas de malaria (26-28). En 1886 Camillo Golgi demostré que el paréasito se
reproduce asexualmente en la sangre, y asocid los episodios de fiebre con la ruptura
de los glébulos rojos (26). Afios mas tarde, en 1896 William MacCallum y Eugene
Opie encontraron las mismas morfologias en sangre de loros y cuervos infectados con
Haemoproteus (parasito relacionado a malaria en aves), y postularon que la

formacidon de los gametocitos ocurre en la sangre, mientras que cuando la sangre es



tomada por un mosquito se da la liberacion de los gametos y la fertilizacion (26-28).
Sin embargo, fueron Ronald Ross y Giovanni Battista Grassi quienes resolvieron el
ciclo de transmision de la enfermedad al demostrar la transmision desde el hospedero
vertebrado al invertebrado y viceversa, e incriminaron a los mosquitos hembras del

género Anopheles como los vectores que transmiten malaria al humano (29-31).

Los estudios sistematicos y filogenéticos ubican al género Plasmodium dentro del
infrareino Alveolata, filo Apicomplexa, clase Aconoidasida, y orden Haemosporidia.
Ademas, estos estudios muestran que las especies causantes de malaria en el humano
no estan estrechamente relacionadas unas con otras. De hecho P. falciparum (junto a
P. reichenowi) no forma siquiera un grupo monofilético junto con las otras especies
de Plasmodium que afectan a primates (32). El origen de P. vivax es también
controversial, ya que, si bien inicialmente se postul6 que su origen se dio en Africa,
debido a la ausencia de expresion del antigeno Duffy en poblaciones africanas (esta
ausencia confiere resistencia a la invasion por este parasito), estudios recientes
muestran que su origen se dio hace 2 a 3 millones en el continente asiatico, lo cual
abre el debate respecto al porqué existe una alta frecuencia de la ausencia de

expresion del antigeno Duffy en Africa (33, 34).

Ciclo bioldgico de malaria y de P. vivax

Todas las especies de Plasmodium que causan malaria en humanos son transmitidos
por la picadura de un mosquito hembra gravido del género Anopheles infectado. Este

inocula alrededor de 25 esporozoitos haploides presentes en sus glandulas salivales al



momento de su alimentacion, los cuales viajan a través del torrente sanguineo de la
persona hasta las células hepaticas en un tiempo promedio de una hora (27, 28). Al
llegar a las células del higado empieza su multiplicacion asexual exoeritrocitaria, la
cual genera mas de 10 mil células infectivas denominadas merozoitos, y esta fase
dura alrededor de 12 dias. En el caso de P. vivax estadios durmientes Ilamados

hipnozoitos pueden persistir en el higado por meses o incluso afios (35, 36).

Una vez concluido el ciclo exoeritrocitico, los merozoitos generados son liberados en
el torrente sanguineo e invaden a los glébulos rojos (P. vivax solo invade a los
reticulocitos, globulos rojos inmaduros nucleados), en donde se diferencian en
trofozoitos y entran en division mitética para formar los esquizontes sanguineos.
Finalmente, los nuevos esquizontes lisan la célula huésped liberando nuevos
merozoitos al torrente sanguineo formando asi el ciclo eritrocitario. Los merozoitos
liberados pueden invadir nuevos glébulos rojos no infectados, y en cada ciclo la
densidad parasitaria incrementa hasta unas diez veces su concentracion (7, 37). En
esta etapa la infeccion se mantiene aun asintomatica hasta que se llega al umbral
pirogénico del individuo infectado (densidad parasitaria minima requerida para
generar fiebre); donde las toxinas liberadas por la ruptura de los esquizontes (por
ejemplo: el glicosil-fosfatidil-inositol o GPI del parésito, motivos de ADN, y la
hemozoina, subproducto de la degradacion del grupo hemo de la hemoglobina) son
reconocidas por las células fagociticas del huésped, generando una respuesta inmune

proinflamatoria y el desencadenamiento de los sintomas (37-39).



Uno de cada 156 merozoitos generados optan por comenzar la gametocitogénesis y
no continuar con el ciclo eritrocitario (4). Para ello se requiere un compromiso de
todos los merozoitos de un esquizonte para diferenciarse en gametocitos machos o
hembras. La informacion necesaria para el desarrollo de los gametocitos se encuentra
en el cromosoma 9 y se han identificado entre 250 a 300 genes especificos de este
estadio (4). El desarrollo de los gametocitos se subdivide en 5 estadios
morfolégicamente diferenciados. Las principales caracteristicas morfoldgicas son la
presencia del citoesqueleto subpelicular de microtubulos y la doble membrana, y las
diferencias mas aparentes entre el micro y macrogametocito se observan en el estadio
5. En el caso de P. falciparum, solo el estadio 5 se puede visualizar en sangre
periférica, mientras que en P. vivax todos los estadios pueden ser visualizados debido
a la ausencia de proteinas de citoadherencia. A partir del dia 6 desde el inicio de la
formacion de los gametocitos, estos quedan arrestados en GO y solo se da la sintesis
de ARN. Una vez llegado al estadio 5, toma entre 2 a 3 dias para que los gametocitos
se vuelvan infectivos, y la replicacion se reactiva solo cuando el gametocito entra al
intestino medio del mosquito, y se concluye con la formacion de los macro y

microgametos.

La gametocitogénesis puede ser inducida por multiples factores entre los cuales se
encuentran la inmunidad del hospedero (6), la densidad de parasitos asexuados,
concentracion de hemoglobina en sangre, y la presencia de reticulocitos (P.
falciparum). En el caso de P. vivax la gametocitogénesis puede empezar desde la

primera generacion de merozoitos (en el higado), y estos son detectados por
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microscopia dentro de los 3 dias desde que el primer parasito asexuado ha sido visto;
sin embargo, el tiempo de vida de sus gametocitos es menor que el de P. falciparum.
Estudios con pacientes con neurosifilis mostraron que la produccion de gametocitos
puede ser continua a lo largo del primer mes de infeccion y su transmision hacia los

mosquitos se puede dar incluso a concentraciones submicroscopicas (40).

Una vez el mosquito ingiere los gametocitos las oportunidades de infeccion dependen
de la madurez de los mismos, la concentracion de ambos sexos, y la respuesta inmune
del humano y del vector (24). Al cabo de 15 — 20 minutos de la ingesta de los
gametocitos por el mosquito hembra, los gametocitos machos reinician su replicacion
y se dividen hasta formar 8 microgametos flagelados. Este proceso se denomina
exoflagelacion y dura alrededor de 10 — 12 minutos, y es asi como empieza el ciclo
esporogonico (41). Los microgametos se desplazan en busca del macrogameto para
llevar a cabo la fecundacion y formar el zigoto. Esta nueva célula diploide se
diferencia en un ookineto movil en un periodo de 15 - 30 horas, y luego el ookineto
se desplaza desde la pared del intestino medio del mosquito hasta la membrana basal,
en donde secreta una fina membrana quistica y forma el oociste (4, 42). Cuatro a
quince dias después de la ingesta de sangre por parte del mosquito empieza la
formacion de los esporozoitos. Cada oociste puede liberar hasta 5 mil esporozoitos en
el hemocele del mosquito, sin embargo, solo un 20% llegara a las glandulas salivales.
Tanto para P. falciparum como para P. vivax el ciclo esporogénico dura de 8 a 10

dias a 28°C, y 16 dias a 20°C. Sin embargo, P. vivax puede desarrollarse incluso a

11



14.5°C, mientras que P. falciparum solo por encima de 16°C, lo cual ha favorecido la

amplia dispersion geografica de P. vivax incluso en zonas templadas (4, 42).

Caracteristicas de la transmisién de P. vivax

El intrincado ciclo bioldgico de P. vivax, revela ciertas caracteristicas bioldgicas
favorables que este parasito posee en comparacion a P. falciparum (3), y que le han
permitido sostener su transmisién, incluso en escenarios de control intensivo,
generando grandes dificultades y retos para su control y eliminacién. Quizés la
caracteristica mas resaltante es la presencia de hipnozoitos (36, 43), los cuales
permanecen latentes en el higado del huésped humano, y ain no se conocen los
factores que desencadenan su reactivacion. Los episodios ocasionados por la
reactivacion de los hipnozoitos se denominan relapsos. En escenarios de alta
transmision, y en individuos con un largo y constante historial de exposicion se ha
observado que los hipnozoitos se reactivan en periodos cortos de tiempo (~3 meses
desde la infeccion primaria) y que los relapsos son mayoritariamente heterélogos (9,
43, 44), es decir que el genotipo causante del episodio de relapso es genéticamente
distinto al genotipo de la primera infeccién. En cambio, en baja transmision, el
tiempo de reactivacion tiende a ser mayor (mas de 6 meses o incluso afios), y los
relapsos suelen ser homologos (8, 45-47), los genotipos de la infeccion primaria y el
relapso son iguales. Esta capacidad de mantenerse oculto por periodos largos, permite
al parasito poder evadir las estrategias de control implementadas, y ademas otorga

una mayor capacidad de dispersion geogréfica.
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De esta manera la presencia de hipnozoitos tiene un fuerte efecto sobre el intercambio
génico de las poblaciones parasitarias, ya que se ve favorecido el desplazamiento
geografico de los parasitos (3, 16). También incrementa la diversidad genética debido
a que se incrementan las posibilidades de que ocurran infecciones policlonales en el
hospedero humano y posteriormente la recombinacion en el mosquito (48, 49). Por
altimo, el patron de estructuracion de la poblacion parasitaria se puede ver
obscurecido debido a que los relapsos otorgan una fuente adicional de parésitos que
pueden o no ser similares a las poblaciones parasitarias que se estan transmitiendo de

forma activa.

Otra caracteristica bioldgica importante en P. vivax es la baja densidad parasitaria
asociada con su infeccion, la cual en parte se explica por su invasion restringida solo
a reticulocitos (7). Sin embargo, esta baja carga parasitaria también se ve favorecida
por la rapida adquisicion de inmunidad no esterilizante que se ha observado en
infecciones causadas por P. vivax respecto a las infecciones causada por las otras
especies de Plasmodium. De hecho, P. vivax muestra una mayor respuesta anti-
inflamatoria que P. falciparum la cual esta mediada por la citoquina IL-10 (38). Estos
dos factores hacen que las poblaciones humanas expuestas a este parasito
rapidamente adquieran inmunidad, se conviertan en portadores asintomaticos, y
posteriormente controlen la densidad parasitaria generando una alta proporcién de
infecciones submicroscépicas (13). Esta caracteristica confiere a las poblaciones
parasitarias la capacidad de escapar de las estrategias de busqueda y manejo de casos

(principalmente focalizadas en el portador sintomatico), y a las herramientas de
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deteccion (basadas en la microscopia como prueba referencial) favoreciendo asi su

transmision y dispersion.

Otra caracteristica adicional que favorece la transmision de este parésito es la
temprana y continua produccién de gametocitos desde antes que el individuo
infectado presente sintomas y acuda al centro de salud para el suministro de su
medicacion (4). Este factor es importante debido a que permite, incluso a las
infecciones sintomaticas, poder evadir las estrategias establecidas para el control de la
enfermedad. A esto se le debe agregar que las infecciones asintomaticas, tanto
aquellas que son asintomaticas por que aun no llegan al umbral pirogénico del
individuo infectado como aquellas infecciones asintomaticas producto de la
inmunidad no esterilizante, son capaces de generar densidades gametocitarias
suficientes como para poder transmitir estos estadios sexuales al mosquito y asi
continuar el ciclo de transmision (40). Ademas, esta capacidad de transmitir la
enfermedad antes de recibir el tratamiento, genera que el efecto de seleccidon que
ejerce la administracion de la droga sobre las clonas resistentes y susceptibles no sea
tan pronunciado, y que la fijacion de alelos resistentes sea lenta y poco percibida (50).
Este efecto no solo se observa en caracteristicas genéticas favorables para el parasito
sino también en otros caracteres neutrales, y por ello las poblaciones de P. vivax
tienden a fijar con menor facilidad alelos, y mantienen su diversidad poblacional con

mejor eficacia que las poblaciones de P. falciparum.

Por ultimo, se destaca la capacidad de este parasito para poder mantener su ciclo

biolégico a temperaturas templadas (14.5°C). Esto le ha permitido poder tener una
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distribucion geografica mas amplia a nivel global, e invadir territorios no habitados
por P. falciparum (33). Todas estas caracteristicas en su conjunto facilitan la
transmisién de P. vivax y generan serias dificultades para su control y eliminacion; no
obstante, para que la transmisién se dé de manera efectiva es necesario la interaccion
entre el vector y el hospedero humano bajo un contexto ecoldgico y epidemioldgico

favorable.

Los vectores que transmiten malaria pertenecen al género Anopheles. Existen ~50
especies que pueden transmitir malaria al humano, y An. darlingi es el principal
transmisor de malaria en la Amazonia Peruana (24, 25, 51). Este es un mosquito
riberefio preferentemente rural. Su ciclo biolégico estd conformado por 4 fases:
huevo, larva, pupa y adulto; y las tres primeras fases se dan en medio acuéatico y se
pueden prolongar hasta por dos semanas. Desde el punto de vista del vector
(capacidad vectorial), la transmision de malaria depende de la densidad poblacional
de los mosquitos, la disponibilidad de fuentes de agua adecuadas para el crecimiento
de sus larvas, su comportamiento alimenticio y preferencias de picadura, su ciclo
gonotrofico (tiempo desde que el mosquito es fecundado, se alimenta y oviposita), su
longevidad, la eficacia de infectividad de los mosquitos, su rango de vuelo, y los

factores ambientales y micro-climatologicos que influencian a su ciclo bioldgico (24).

La densidad poblacional del vector tiende a ser estacional y estar fuertemente
influenciada por el ciclo anual de lluvias, pero su patron puede variar entre regiones
geograficas, e incluso entre comunidades cercanas (52, 53). El incremento de lluvias

trae consigo mayor disponibilidad de cuerpos de agua, los cuales son necesarios para
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la crianza de las larvas; sin embargo, si las lluvias son intensas, la corriente de los rios
puede remover los sitios de crianza, y solo cuando las lluvias cesan, las zonas
inundadas permiten la propagacién del vector. Como se puede deducir este efecto del
clima sobre el crecimiento de la poblacién de mosquitos no es universal, sino mas
bien especifico de la region geografica. Otros factores exdgenos (deforestacion,
piscigranjas, mineria) que favorecen la formacion de cuerpos de agua estables y
adecuados para la crianza de las larvas, pueden también influenciar la dinamica

temporal de la densidad poblacional del vector.

Ademas, las caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas de los cuerpos de agua
donde crecen las larvas de An. darlingi son variables, y dependen del tipo de criadero
y la topografia donde se ubican (lagos, lagunas, rios grandes o chicos, bosques
inundados, piscinas de agua entre otros) (25). Aun asi, An. darlingi tiene preferencia
por cuerpos de agua grandes y profundos, con poca cobertura vegetal (~24%), una

temperatura de 20°C a 28°C,yunpHde 6.5a7.3.

En diversos estudios se ha mostrado que An. darlingi tiene una baja tasa de infeccion
(proporcién de mosquitos infectado), sin embargo, su capacidad vectorial es elevada
debido a su alta tasa de picadura al humano (proporcion de mosquitos que pican al
humano), su comportamiento principalmente antropofilico, y su corto ciclo

gonotrofico (~48 horas) (24).

Un factor importante en la seleccidon de un método apropiado para el control vectorial

es el comportamiento durante la alimentacion y reposo de los mosquitos (54); y en
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ese sentido An. darlingi muestra una alta diversidad y plasticidad en su
comportamiento. Si bien este mosquito es principalmente antropofilico, diversos
estudios han demostrado que este mosquito es oportunista, pudiéndose alimentar de
aves de corral y otros animales domésticos en ausencia de sangre humana (51). Un
estudio realizado en la Amazonia Peruana mostrd que la segunda fuente de sangre
mas importante después de la humana es la sangre de gallinas (ave de corral bastante
comun en las viviendas de la amazonia), y ademas el nivel de antropofilia vario tanto
a nivel geografico como temporal (51). Esta plasticidad no solo es respecto a sus
preferencias de fuente de sangre, sino también en su lugar y hora de alimentacion y
reposo (24, 54). Algunos mosquitos suelen picar entre las 21:00 — 24:00 horas en el
interior de los hogares (comportamiento nocturno endofagico), mientras que otros
pican en horas de la madrugada (04:00 — 06:00) y fuera de las casas (exofagia). Por
otro lado, luego de la ingesta de sangre, algunos mosquitos prefieren reposar dentro
de los hogares (endofilia), mientras que otros reposan fuera de ellos (exofilia). Este
comportamiento varia a nivel temporal y geografico, y estd influenciado
principalmente por las caracteristicas del hogar, factores micro-climaticos, el ciclo
gonotropico, la disponibilidad de la fuente de sangre, y la presencia de agentes
repelentes o tdxicos como los insecticidas. Prussing, Moreno (55) mostré que An.
darlingi puede cambiar su comportamiento en respuesta a la presencia o ausencia de
medidas de control vectorial. En presencia de redes impregnadas con insecticidas de
larga duracion en las habitaciones, los mosquitos mostraron un comportamiento

exofagico/exofilico, pero cuando el efecto de las redes impregnadas se disip6 (al cabo
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de 6 meses) los mosquitos gradualmente cambiaron su comportamiento a

endoféagico/endofilico.

Finalmente, la conducta del hospedero humano y su demografia también juegan un
papel importante en la transmisién de P. vivax. Desde un punto de vista operativo, la
vigilancia y control de la enfermedad se dan a nivel distrital sin tomar en
consideracién que su transmision es espacialmente heterogénea (2, 11, 14). Si bien el
termino foco de transmision hace referencia a un area de varios kildbmetros cuadrados
que soporta 0 mantiene la transmision de la malaria, incluso dentro de este limitado
espacio geografico la transmision se da a lo largo de pequefias unidades geogréaficas
denominadas hot-spots (13). Estos hot-spots pueden ser una casa 0 grupo de casas
donde la exposicion a las picaduras de mosquitos es por encima del promedio, y el
incremento en el riesgo de exposicién se ve influenciado por factores como la
proporcién de nifios en el hogar, susceptibilidad inmune del huésped, estatus socio-
econdémico, la falta de uso de medidas de control vectorial, el tipo de vivienda o
factores micro-ambientales. Estos factores que incrementan los niveles de exposicién
de los individuos, permiten la adquisicion de una respuesta inmune protectiva,
incremento de infecciones con baja densidad parasitaria (infecciones sub-
microscopicas) y ausencia de sintomas. La importancia de estas infecciones
asintomaticas sub-microscopicas recae en su capacidad de ser los reservorios de esta
enfermedad; sin embargo, ain no se conoce la densidad parasitaria y gametocitaria

minima requerida para que se dé la transmision hacia el vector.
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Vigilancia y control de P. vivax

El control efectivo de los casos de P. vivax depende del empleo adecuado de
herramientas de deteccidn de casos y monitoreo de la intensidad de transmision, para
el suministro oportuno de tratamiento y otras medidas de prevencion. Las principales
herramientas de monitoreo se basan en la deteccién de casos mediante el reporte
rutinario por microscopia en los centros de salud (56). En el Per( la vigilancia se
realiza de manera rutinaria a través de la deteccion pasiva de casos (DPC), y la
implementacion excepcional de deteccidn activa de casos (DAC) en comunidades de
alto riesgo basado en el indice de positividad de lamina y la prevalencia de la
enfermedad (2). Es asi, que a los individuos identificados como positivos por estas
dos estrategias se les suministra el tratamiento recomendado por ministerio de salud
(25 mg/kg de Cloroquina por 3 dias, y 0.5mg/kg de Primaquina por 7 dias). Sin
embargo, esta aproximacién subestima la transmisién real debido a la alta prevalencia
de casos sub-microscépicos y asintomaticos, ademas del largo periodo de tratamiento
y la falta de supervision generan poca adherencia al tratamiento y elevadas tasas de

recurrencias (57).

Otra medida de la transmision es la tasa de inoculacion entomoldgica (EIR: numero
de picaduras infecciosas de mosquitos por individuo por afio); sin embargo, este
método también carece de precision por que la distribucion geografica de los
mosquitos es heterogénea (58), el comportamiento del mosquito es bastante plastico y
estimar la tasa de picaduras es sumamente dificil (59). La tasa de seroconversion es

una medida robusta de la intensidad de transmision, pero su efectividad es relativa al
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tipo de antigeno utilizado, a su diversidad y a la inmunogenicidad de la poblacion
hacia el mismo. Por lo que el uso de esta herramienta debe ser adaptada a la

poblacién de interés (60).

Las herramientas previamente mencionadas permiten medir la intensidad de
transmision e identificar posibles focos transmisién residual en el tiempo y espacio.
Sin embargo, para que el control de una enfermedad sea efectivo no solo es necesario
colectar informacién del nimero de infecciones o personas expuestas, sino también el
uso de herramientas que permitan identificar los patrones de transmisién y que
consideren la heterogeneidad temporal y espacial de la misma, para asi caracterizar y
determinar las subpoblaciones o linajes que estan adaptados a microambientes
especificos y si estos se mantienen en el tiempo (16, 17). En este sentido los
marcadores moleculares son capaces de mapear la ruta de dispersién de los parasitos,

rastrear su origen, y discriminar entre infecciones locales e importadas.

Principios basicos de genética poblacional

En su concepto mas amplio la genética poblacional estudia la variacion genética
dentro y entre las poblaciones. Esto involucra el analisis y modelamiento de los
cambios en las frecuencias de las variantes, también denominadas alelos o incluso
genes, en las poblaciones en el espacio y tiempo (61, 62). La genética poblacional
también hace inferencias de los procesos evolutivos estocasticos que moldean la
variabilidad genética en el tiempo. En los estudios genético poblacionales los

individuos son caracterizados por su genotipo (constitucion genética) y su fenotipo
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(rasgos fisicos observables manifestados por el genotipo). No obstante, la relacion
entre el genotipo y el fenotipo es compleja debido a que un fenotipo puede ser el
resultado de la interaccién entre muchos genes y el ambiente donde la poblacion se
desarrolla (61, 62). Es asi que mediante la construccién de un marco de trabajo
genético en donde la evolucion toma lugar, los principios de genética poblacional son
esenciales para el estudio de los procesos bioldgicos bajo una perspectiva evolutiva

amplia (61).

La variabilidad genética es la base de la genética poblacional, y por ello es importante
mencionar 4 caracteristicas fundamentales de ella. Primero se debe resaltar que la
variabilidad genética es necesaria para la evolucion y supervivencia de las especies.
Ella les permite adaptarse de manera eficiente a los cambios del entorno donde la
especie se desarrolla (sean estos cambios perjudiciales, beneficiosos o neutrales). Es
asi que, desde una perspectiva conservacionista el objetivo es mantener el acervo
genético de las poblaciones para permitirles una correcta adecuacion a su ambiente;
mientras que desde el punto de vista del estudio de enfermedades infecciosas (y
malaria no escapa de ello) el objetivo es completamente opuesto, y lo que se busca es
que las estrategias de control que se implementen tengan un efecto negativo sobre la
diversidad genética del agente infeccioso, y que no se seleccionen rasgos que le

permitan evadir las estrategias de intervencion (63).

En segundo lugar, es importante precisar que esta variabilidad se da en distintos
niveles que ocurren a lo largo del genoma. Estos niveles van desde mutaciones

puntuales (ya sea en regiones codantes 0 no codantes), motivos repetidos de ADN
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(microsatélites y minisatélites), inserciones o deleciones (indeles), hasta macro-
mutaciones a nivel cromosoémico (insercion, delecion, duplicacion, inversion o
trasposicion de regiones largas de ADN) (61, 62). Cada una de estas variaciones,
Ilamadas mutaciones, ocurre en una posicion especifica en la cadena de ADN a la
cual se le denomina locus (loci en plural), y a las variantes de un locus se les
denomina alelo. Al conjunto de alelos de distintos loci analizados de un mismo
individuo se le denomina genotipo, y al conjunto de alelos de distintos loci analizados
de un mismo cromosoma se le denomina haplotipo. En el caso de Plasmodium como
el parasito es haploide en el humano, el genotipo es igual al haplotipo debido a que

todo el genoma acttia como si fuese un solo cromosoma.

En tercer lugar, cada locus y cada nivel de variacion posee una tasa mutacional
distinta (tasa en la que se introducen nuevas variantes), la cual depende de la tasa de
error del proceso de replicacion ADN, la tasa de error del sistema reparacion, y la
tolerancia de la especie para permitir mutaciones en un locus determinado. Esta
tolerancia esta determinada por el efecto que pueda tener el alelo para el gameto o
zigoto recién formado. Si el efecto es neutro o beneficioso, la mutacion podra
transmitirse a las siguientes generaciones; en cambio, si el efecto es deletéreo, la
nueva variante no podra ser transmitida. Esta condicion de deletéreo, neutro o
beneficioso es circunstancial, y depende de la interaccion del nuevo fenotipo con su

ambiente.

La tasa de mutacion de un locus es importante, porque ella es utilizada por la genética

poblacional y la biologia evolutiva para responder fendbmenos bioldgicos a distintas
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escalas de tiempo y espacio (61, 62). Si lo que se desea es conocer un evento
historico ocurrido mucho tiempo atras (cientos de miles o millones de afios atras),
loci con tasas de mutacién baja, y poca variabilidad seran mas Utiles para poder hacer
inferencias sobre las relaciones existentes entre los individuos analizados. Si el
evento de interés es reciente y/o ocurre en periodos cortos de tiempo, se necesitan loci
con tasas de mutacién mas elevadas. Los loci utilizados en el marco del estudio de
algun proceso biologico se denominan marcadores, y en el contexto del estudio
epidemioldgico de malaria los marcadores mas utilizados han sido los microsatélites
y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) debido a su facil implementacion y

alta tasa mutacional.

El uso de microsatélites se ha difundido ampliamente en los ultimos 20 afios en
distintas areas de la investigacion y estudios genético poblacionales (64). Los
microsatélites son repeticiones en tdndem de 2 a 3 nucle6tidos generalmente
esparcidos a lo largo del genoma en regiones no codantes, por lo que se presume que
no estan sujetos a presion de seleccion por parte de factores externos. Gracias a esto
los microsatélites tienden a tener un alto grado de polimorfismo y multiples alelos por
cada loci (hasta mas de 50 por loci) y una elevada tasa de mutacion (102 — 10°), que
en el caso de P. falciparum es de 1.59 x 10™ (65), y en el caso de P. vivax esta en el
rango de 5.35 x 10° y 3.77 x 102 (66). Sin embargo, su variabilidad depende de su
cercania a regiones codantes sujetas a presion de seleccion, a la longitud del motivo
(repeticiones de di, tri o tetra nucleétidos), al nimero de repeticiones, y a la

complejidad del motivo de repeticion (motivos simples conformados por un solo tipo
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de repeticién, o motivos complejos conformados por varios tipos de motivos a la

vez).

Muchos de los sistemas de analisis descritos en genética poblacional fueron
disefiados para trabajar con marcadores bi-alélicos poco polimérficos, por lo que los
analisis basados en microsatélites en muchos casos pueden ser malinterpretados.
Ademas, debido al elevado polimorfismo y a la alta tasa mutacional que presentan
estos marcadores, es muy dificil seguir la ruta evolutiva que define la frecuencia de
un alelo (67), y esta saturacion de las mutaciones hace, en algunos casos, imposible
definir si un alelo determinado se origind producto del incremento, disminucién o
estabilizacion en el namero de repeticiones de su alelo predecesor (Homoplasia, o
alelos idénticos en estado pero que poseen origenes evolutivos distintos) (64, 68). Es
por este motivo que muchos de los trabajos en los cuales se emplean este tipo de
marcadores solo realizan un analisis descriptivo de los datos, pero no realizan
inferencias a nivel evolutivo. Aun asi, si se tienen microsatélites con tasas
mutacionales conocidas y modelos de evolucion claros es posible hacer inferencias

validas (32, 69).

Por altimo, como se menciond anteriormente, la genética poblacional hace inferencia
de distintos procesos evolutivos estocasticos mediante el uso de datos empiricos y
modelos evolutivos explicitos. Estos procesos evolutivos son la mutacion, migracion,
recombinacion, deriva génica, y seleccion (61). La mutacion, la migracion
(introduccién de individuos foraneos a la poblacién), y la recombinacion son capaces

de introducir nuevas variantes alélicas a la poblacion; no obstante, la recombinacion
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también permite generar nuevos haplotipos en base a las variantes alélicas ya
existentes. En cambio, la deriva génica y la seleccion moldean las frecuencias de los
alelos presentes en la poblacion, ocasionando que estos alelos se fijen, se mantengan
0 se pierdan en el tiempo. La forma como estas dos fuerzas evolutivas actlan es

distinta y depende del tamafio de la poblacion.

La deriva genética es el cambio aleatorio en las frecuencias alélicas producto del
proceso de muestreo en la reproduccion (70). Esta aleatoriedad no tiene
direccionalidad o preferencia hacia algun alelo o rasgo genético; sin embargo, cuando
los tamafios poblacionales son pequefios (producto de subdivision poblacional o
cuellos de botella en la poblacion), la deriva genética fija algun rasgo de manera
aleatoria. Por otro lado, la seleccidn tiende a fijar aquellos rasgos genéticos que tienen
un mejor fitness con su ambiente, es decir, fija aquellos rasgos que confieren alguna
ventaja reproductiva a los individuos que la poseen. Y es importante recalcar que
ambos procesos solo actdan sobre aquellas variantes alélicas ya existentes, y no son

capaces de generar nuevas variantes por si solos.

Indicadores genético poblacionales en el estudio de malaria

En el contexto epidemioldgico de malaria, los 4 actores principales de la transmision
de esta enfermedad, el vector, el humano, la biologia del parasito y el entorno o
contexto ambiental (aqui podemos incluir a los factores climatoldgicos y a las
estrategias de intervencidn), tienen un efecto directo sobre los procesos evolutivos

que afectan a la poblacién parasitaria. Por lo que, al hacer inferencias sobre estos
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procesos evolutivos, también hacemos inferencias de manera indirecta sobre los
factores del vector, del humano, del parésito, y del ambiente que favorecen a la
transmisién. De esta manera en malaria se han empleado diversos indicadores
genéticos que permiten medir el efecto de la transmision y de cada factor sobre la

poblacion de parasitos.

Uno de estos indicadores es la prevalencia de infecciones policlonales, o coexistencia
de dos o mas clonas distintas dentro del individuo infectado (18). Como el genoma
del parasito en el humano es haploide, al genotipificar una muestra infectada se
espera la presencia de tan solo un alelo por cada locus analizado, es decir la presencia
de un solo haplotipo. La presencia de dos o mas alelos en uno o mas loci es el
producto de la presencia de mas de una clona parasitaria (dos o mas haplotipos
distintos) en la muestra. Esta multiplicidad de la infeccién puede deberse a la
transmision de dos o mas genotipos distintos a partir de una misma picadura
(coinfeccion), o la adquisicion de parasitos por mdltiples infecciones o picaduras
independientes (super-infeccion); y ambos procesos estan relacionados a la intensidad

de transmision.

Cuando la transmision es baja, hay pocas picaduras infectivas por parte del mosquito
al humano y viceversa (tasa de inoculacion entomologica y tasa de infeccion
respectivamente), por lo que existen pocas probabilidades de que una persona pueda
adquirir una super-infeccién o coinfeccion, y por ello la mayoria de infecciones son
monoclonales (presencia de una sola clona en la infeccion) (71). Cuando se dan las

condiciones necesarias para el incremento de la poblacion de mosquitos y se favorece
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la interaccién entre este y el humano, también se incrementan las tasas de infeccion
de los mosquitos y de inoculacion entomoldgica. Esto ocasiona un incremento en la
prevalencia de personas infectadas, y con ello se incrementan las posibilidades de
ocurrencia de super-infecciones y coinfecciones, generando un aumento de la

prevalencia de infecciones policlonales (49).

Otro indicador genético bastante utilizado en los estudios de genética poblacional de
los parésitos de Plasmodium es el desequilibrio de ligamiento o asociacion no al azar
de alelos de loci distintos (18). Los mecanismos de herencia de los alelos siguen la
ley de segregacion independiente de Mendel (72, 73), por lo que si analizamos dos
loci bi-alélicos con la presencia de los alelos A, a, B y b, esperamos observar cuatro
posibles haplotipos en la poblacién: AB, Ab, aB y ab. Como la segregacion de alelos
es independiente, la frecuencia de estos cuatro haplotipos estd definida por la
frecuencia de los alelos que los conforman (73), y asi por ejemplo la frecuencia del
haplotipo AB (fag) es igual a la multiplicacién de las frecuencias de los alelos A (fa) y

B (fg) en la poblacion.

Sin embargo, existen muchos factores que pueden afectar la independencia de la
herencia de los alelos en una poblacién, ocasionando que los alelos de loci distintos
se segreguen juntos y no al azar (73). De esta forma el desequilibrio de ligamiento se
define, de manera formal, como la diferencia (D) entre la frecuencia del haplotipo
observada (fag) menos la frecuencia del haplotipo esperada (fa.fs). Si D es igual a
cero, entonces los alelos de los dos loci analizados se encuentran en equilibrio de

ligamiento; en cambio, si D es diferente de cero, los alelos de los dos loci analizados
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estan en desequilibrio de ligamiento (LD). Existen multiples coeficientes empleados
para medir el LD, siendo el indice de asociacién estandarizado (I,°) el mas empleado
en el estudio de Plasmodium debido a que representa una medida de resumen del

valor de D entre alelos de maltiples loci analizados (74).

Como observamos anteriormente, en escenarios de baja transmision se favorecen las
infecciones monoclonales, por lo que cuando una persona infectada es picada, un solo
haplotipo es transmitido y se da la autofecundacion del parasito en el mosquito
(reproduccion sexual de dos haplotipos genéticamente idénticos o relacionados). Este
mecanismo de propagacion y reproduccion por autofecundacion es denominado
propagacién clonal, y causa que todos los alelos de un haplotipo se segreguen de
manera conjunta y no de forma independiente, incrementando asi el desequilibrio de
ligamiento. Por ello la presencia de LD o tener un valor de I° distinto de cero refleja

la presencia de autofecundacion y propagacion clonal en la poblacién (18).

El tamafio efectivo de la poblacion parasitaria (nimero de individuos de la poblacion
que explican la magnitud del efecto de la deriva genética en la poblacién) y junto a
ello su diversidad, también se ven influenciados por la transmision (18, 75). El
incremento en la transmision es reflejo del éxito reproductivo de los distintos linajes
de parasitos circulantes y el incremento del tamafio efectivo poblacional de los
mismos. Bajo estas circunstancias se favorece la introduccion de nuevas variantes en
la poblacion (incremento de la tasa mutacional poblacional o 6), lo cual incrementa el
numero de sitios polimorficos, la riqueza de alelos de cada sitio polimorfico (numero

de alelos por locus), y la diversidad genética en términos de heterocigosidad (Hexp) de
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la poblacién. En cambio, cuando baja la transmisién y se reduce el tamafio efectivo
poblacional, la deriva genética ocasiona la fijacion aleatoria de alelos, y se reduce la
diversidad de la poblacion. Sin embargo, el tamafio efectivo de la poblacion y su
diversidad también se ven fuertemente influenciados por la introduccion de nuevas
variantes producto de la migracion (75) y la estructuracién genética de las
poblaciones parasitarias, por lo que la relacion entre estas métricas y la transmision

no necesariamente es lineal.

Por ultimo esta la presencia de la estructuracion genética o subdivision poblacional. A
diferencia del concepto de poblacion que se maneja de manera tradicional en
epidemiologia o ecologia, donde una poblacion es el conjunto de individuos que
coexisten en un mismo lugar y tiempo; en genética poblacional se define como
poblacion al conjunto de individuos que comparten una misma genealogia, estan
conectados por flujo genético, y donde el apareamiento entre todos los individuos que
pertenecen a la poblacidn es aleatorio (72, 76). La subdivisién poblacional se debe a
la presencia de aislamiento reproductivo (apareamiento no aleatorio) entre los
individuos que conforman la poblacion global. Este apareamiento no aleatorio se da
como resultado de procesos naturales e historicos que incluyen el aislamiento
geogréfico, el comportamiento y preferencias reproductivas del pardsito; y su
interaccion con la conducta de riesgo del hospedero humano, el comportamiento del

vector, y los patrones de movilizacién de ambos hospederos (3, 16-18, 63, 77, 78).

El patron de subdivision se acentda con la disminucién de la transmision; y en

términos practicos, observar infecciones causadas por parasitos que pertenecen a una
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misma subpoblacion, implica que los individuos que trasportan estos parasitos
comparten una misma conducta o factor de riesgo (ocupacion, cercania geogréafica,
habitos de desplazamiento o recreacidn, entre otros). De esta manera, determinar el
patron de subdivisién poblacional permite incriminar y medir la contribucién
diferencial de cada uno de los factores de riesgos involucrados en el origen de los

Casos.

Existe una amplia variedad de métodos empleados para detectar la presencia de
estructuracion. Quizas el mas tradicional, es el comunmente llamado estadisticos F de
Wright (Fst), también denominados indices de fijacion o indices de diferenciacion
(76). Cuando se da el proceso de subdivision, la reduccion del tamafio poblacional en
las subpoblaciones fomenta la fijacion de alelos de manera aleatoria en cada
subpoblacion debido la deriva génica, y esto conlleva a un incremento de la
diferenciacion genética entre las subpoblaciones. Esta diferenciacion puede darse en
niveles jerarquicos (infecciones dentro de comunidades, comunidades dentro de
distritos, y distritos dentro de provincias), y de esta manera se describen tres
coeficientes: Fir que es la correlacion de alelos dentro de los individuos de la
poblacion total; Fis, correlacion de alelos dentro de las subpoblaciones; y el Fsr,
correlacion de alelos entre las subpoblaciones. Muchas variaciones de estos
estadisticos han sido propuestas para corregir sesgos debido al muestreo, a la tasa de
mutacion de los marcadores, o al modelo de sustitucion de los mismos. Una de estas
variaciones es el Analisis de Varianza Molecular (AMOVA), el cual ofrece un marco

de trabajo para evaluar distintas hipotesis sobre los factores que favorecen la
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subdivision poblacional (79). Sin embargo, las principales limitantes de estas
aproximaciones son que dependen de un conocimiento previo de los factores o
fuentes que han ocasionado la subdivision (rara vez se conoce esta informacion), y no

permiten una asignacién objetiva de los genotipos a las subpoblaciones propuestas.

Ante esta limitacion se han propuesto multiples métodos de agrupacion basados en
modelos, y entre ellos destaca la implementacién de modelos basados en estadistica
bayesiana y el muestro mediante Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) en el
programa STRUCTURE (80). Si se muestrean N individuos de una poblacion total, a
priori no tenemos conocimiento del nimero de subpoblaciones (k) que puedan estar
presentes, ni que individuos pertenecen a una misma poblacion. Mediante el empleo
MCMC, STRUCTURE simula distintos escenarios o formas de agrupar los
individuos asumiendo diferentes valores de k, y en base a la probabilidad posterior de
los parametros de ancestria (coeficiente de ancestria 0 Q), y la proporcion de
mestizaje («), este programa permite encontrar el modelo cuya probabilidad posterior
se maximiza en base a la verosimilitud de los datos. De esta manera STRUCTURE
estima las frecuencias alélicas dentro de cada subpoblacion, el origen ancestral de

cada individuo (Q), y el nimero de subpoblaciones presentes en la poblacién total.

Conocer el patron de estructuracion, la asignacion de infecciones a una subpoblacion
y la distribucién geogréfica de las subpoblaciones no solo permite conocer los
factores epidemioldgicos asociados a estas subpoblaciones, sino también permite
conocer el origen de las infecciones y saber que infecciones su produjeron por

transmision local y que infecciones son importadas.
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De esta manera en este trabajo de tesis se describe la distribucion espacial a nivel
micro-geografico de distintas métricas genético poblacionales en tres comunidades de
la cuenca del rio Mazéan, y de la comunidad de Urco Mirafio en la cuenca del rio
Napo, todas estas comunidades ubicadas dentro de la jurisdiccion del Distrito de
Mazéan. Para ello se estimaron y compararon los niveles de multiplicidad de
infeccién, diversidad genética, desequilibrio de ligamiento y estructuracion
poblacional en las cuatro comunidades de interes. Ademas, se evaluaron los factores
socio-demograficos asociados a sub-poblaciones genéticas especificas (denominadas
haplogrupos en este trabajo) en cada micro-cuenca, y sus efectos sobre las

manifestaciones clinicas de los individuos infectados.
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V.

OBJETIVOS

Objetivo general

Describir la variabilidad genética de las poblaciones parasitarias de P. vivax en las

comunidades de Libertad, Primero de Enero, Gamitanacocha y Urco Mirafio ubicadas

en el distrito de Mazéan en la Amazonia Peruana; y determinar los factores

demograficos y clinico-epidemioldgicos asociados al patron de estructuracion

genético poblacional del parasito observado. También se busca identificar las

infecciones de origen autoctono, importado e introducido, y determinar su

contribucion y efecto en la transmision de P. vivax en estas cuatro comunidades.

Objetivos especificos

Genotipificacion, con un panel de 16 microsatélites, de muestras positivas a P.
vivax colectadas en los meses de Junio y Agosto del afio 2015 en las

comunidades de Gamitanacocha, Libertad, Primero de Enero, y Urco Mirafo.

Determinar las diferencias en la proporcion de infecciones policlonales,
diversidad genética y nivel de endogamia entre las cuencas y comunidades

analizadas.

Identificar las poblaciones genéticas de parasitos presentes en cada comunidad
y cuenca, y discriminar ente infecciones locales (infecciones causadas por
subpoblaciones genéticas de parasitos que se transmiten de manera activa

dentro del area geografica), importadas (infecciones causadas por
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subpoblaciones o haplotipos que no se transmiten de manera activa en el area
geogréfica donde se identific la infeccion) e introducidas (infecciones
causadas por subpoblaciones genéticas que han ingresado hace una o dos

generaciones del parasito al area geografica donde se identificd la infeccidn).

Determinar los factores demogréficos y clinico-epidemioldgicos asociados a
las subpoblaciones genéticas del parésito, y a la importacién/introduccion

casos en cada cuenca analizada.

Determinar el efecto del flujo migratorio (infecciones importadas e
introducidas) a nivel micro-geografico y de la introduccion de nuevas
subpoblaciones parasitarias, sobre las manifestaciones clinicas de la poblacion

susceptible.
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V. JUSTIFICACION

La efectividad del control de la malaria depende de la pertinencia de las estrategias de
intervencion, en base a un contexto epidemioldgico especifico. Para ello es necesario
un conocimiento profundo del mecanismo y ruta de transmision de esta enfermedad;
conocer y entender los factores que afectan a este proceso; y determinar el impacto de
las migraciones a nivel micro-geografico en la transmisién, y en la eficacia de las
intervenciones (16, 17). La transmision de P. vivax en la Amazonia Peruana esta
caracterizada por tener un patron heterogéneo a nivel espacial y temporal (en
términos de su incidencia y prevalencia) (2, 11, 14, 20, 22, 47, 81), el cual es
influenciado por mudltiples factores (edad, sexo, caracteristicas de las viviendas,
ocupacion humana, comportamiento del vector, presencia de cuerpos de agua
favorables para la crianza de las larvas, entre otros) que varian también a nivel
geografico, micro-geografico y temporal (11-13). Por lo que conocer donde y cuando
un factor otorga una mayor contribucion a la transmision, ayuda a poder focalizar los
recursos limitados que posee el estado para combatir esta enfermedad. En este sentido
la genética poblacional complementa y enriquece la informacién proporcionada por
las herramientas tradicionales empleadas en el monitoreo de la transmision y podria
contribuir a una mejor focalizacion y seleccion de los recursos necesarios para

controlar y eliminar la transmision de malaria.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Consentimiento ético

Las muestras a utilizadas cuentan con la aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia a través de los proyectos denominados
“ Epidemiologia molecular de Plasmodium vivax en cuatro comunidades riberefias
del distrito de Mazan en la Amazonia Peruana”, cédigo SIDISI: 66638, “Estimacion
de la proporcion de infecciones por malaria no detectadas por las intervenciones de
deteccion activa de casos (DAC) en areas endémicas de la Amazonia Peruana”,
Codigo SIDISI: 64371; e “Impacto de los portadores asintomaticos en la
epidemiologia y control de malaria en la Amazonia Peruana”, codigo SIDISI: 57395.
Los pacientes incluidos en el estudio cuentan con consentimiento informado por
escrito segiin las Normas del Codigo de Etica y Bioseguridad. Todos los
procedimientos fueron realizados siguiendo los lineamientos establecidos en la

Declaracion de Helsinki.

Area de estudio y poblacion

Este estudio fue realizado en el distrito de Mazén, ubicado al norte de la ciudad de
Iquitos en la provincia de Maynas del departamento de Loreto. El centro poblado
Mazén (3.503° Sur, 73.094° Oeste, Figura 1) es la comunidad mas grande del distrito
y estd ubicada en la cuenca del rio Napo a unos 55 — 60 km de la ciudad de Iquitos (3

a 4 horas de viaje en bote). Las comunidades con mayor transmision se encuentran
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ubicadas a lo largo de los rios Mazan y Napo, con distancias hasta la ultima
comunidad dentro de la jurisdiccion del distrito de 30 km y 160 km respectivamente

(equivalente a recorridos entre 2 y 6 horas en bote desde el centro poblado).

Las comunidades seleccionadas para este estudio fueron Gamitanacocha (3.426° S,
73.318° O), Libertad (3.496° S, 73.234° O), Primero de Enero (3.494° S, 73.221° O)
y Urco Mirafio (3.361° S, 73.064° O). Un total de 154 casas y 820 individuos fueron
integrados al estudio en las cuatro comunidades, y la distribucién de las casas e
individuos por comunidad fue la siguiente: Gamitanacocha (GC) = 19 casas y 92
individuos (ind); Libertad (LI) = 56 casas y 298 ind; Primero de enero (PE) = 20

casas y 67 ind, y Urco Mirafio (UM) = 59 casas y 331 ind.

La poblacion del distrito es predominantemente mestiza, de escasos recursos
econdémicos, y entre las principales actividades laborales destacan la agricultura, la
madereria y la pesca. La mayoria de las casas tienen al menos un cuarto cerrado, y los
materiales predominantes de las paredes es madera, el techo es de hoja de palma o
paja y del piso es madera. El clima es tropical lluvioso, con temperaturas minimas de
17 a 20 °C en los meses de diciembre a marzo y una méaxima de hasta 36 °C en los
meses de Junio y Julio; y la humedad promedio es de 84% con fuertes lluvias de

Noviembre a Mayo (82).
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Figura 1: Distribucion geografica de las comunidades seleccionadas (Gamitanacocha, Libertad,
Primero de Enero y Urco Mirafio), y de las muestras genotipificadas. En gris se muestra la comunidad
de Mazén, centro poblado principal del distrito del mismo nombre, y lugar donde se referencian todos
los casos febriles para realizar el diagnéstico y tratamiento respectivo. Cada punto en el grafico

representa una casa genotipificada.

Disefio de estudio

El presente estudio es del tipo analitico retrospectivo y emplea datos previamente
colectados en un estudio transversal a nivel poblacional llevado a cabo en forma
conjunta con la Direccion Regional de Salud de Loreto en el distrito (DRSL) de
Mazén en la Amazonia Peruana. En marzo 2015, el estudio primario (SIDISI: 64371)
realiz6 un censo y georreferenciacion de viviendas en comunidades del distrito de

Mazan clasificadas como de alto riesgo de malaria segun DRSL. Durante el censo se
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realizé la georreferenciacion de las viviendas, y cada miembro del hogar fue invitado
a participar del estudio. A cada participante se le asignd un codigo de 8 digitos, y se
procedié a la coleccién de datos de los individuos y las viviendas mediante el empleo
de una encuesta (edad, sexo, ingreso familiar, ocupacion, estudios, uso de medidas

preventivas, tenencia de animales, caracteristicas estructurales del hogar, entre otros).

Entre Marzo y Abril 2015 se realizO un seguimiento semanal para identificar
comunidades con un incremento inusual de casos de malaria (Figura 2). Esta
identificacion se realizd en base a la proporciéon de individuos evaluados para la
presencia de Malaria por microscopia (mayor de 20% del total de la poblacion de la
comunidad), y al indice de positividad de laminas o IPL (mayor a 5% por dos

semanas consecutivas).
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Vigilancia

(IPL> 5%) GC, LI, PEy UM (847 personas)
Feb —JU”
DO D10 D20 D 30 M1 D 60 Total
Ca.sosnue\.)fospor 19 20 34 25 a8 21/5% 119/5%
microscopia
gz;osnuevospor 153 83 a6 60 392 47/72* 439/72%*
# Individuos 136 25/12% 161/12%

Genotipificados

% de Cobertura

Mic 86% 92% 87%
% de Cobertura %
Sub-Mic 18% 14% 17%
%

6 de Cobertura 359 31% 34%

Total

Figura 2: Disefio de estudio y coleccidon de muestras. Casos nuevos detectados por microscopia y PCR
en cada barrido; y nimero de individuos genotipificados en cada perido. En el primer mes de muestreo
(primeras 4 DACs), 392 individuos tuvieron al menos una muestra positiva por PCR (605 muestras
positivas por PCR colectadas), y 98 de ellos fueron también positivos por microscopia. Mientras que,
en la quinta DAC (después de 60 dias desde la primera DAC), 119 individuos fueron PCR positivos
(26 por microscopia); sin embargo, solo 47 de estos casos fueron episodios nuevos, los otros 72 fueron

episodios recurrentes (muestras representadas por asterisco).

Asi, se identificaron 4 comunidades (GC, LI, PE y UM) que presentaron un
incremento inusual de casos de malaria en Mazan. En estas cuatro comunidades se
procedid con la implementacion de la estrategia de deteccidn activa de casos (DAC) a
cargo de la DRSL, la cual consistid en la ejecucion de cuatro DAC consecutivas (con

intervalos de 7-10 dias), y una quinta al cabo de 60 dias.
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En cada DAC se visito todas las casas de la comunidad, y se colectaron datos socio-
demograficos del dltimo mes, y manifestaciones clinicas de los individuos de los
ultimos siete dias. Ademas, a cada participante se le realiz6 una evaluacién clinica
para determinar la presencia de fiebre u otros sintomas relacionados a malaria, y
también se le realiz6 microscopia diagnostica para descartar la presencia de parasitos.
Solo los positivos por microscopia recibieron tratamiento, independientemente de la
presencia de sintomas, de acuerdo a las normas nacionales. Adicionalmente se tomd
una muestra de sangre en papel filtro Whatman-3 para el posterior diagndstico

molecular por PCR en tiempo real y genotipificacion.

De esta manera cada participante del estudio otorg6 hasta un maximo de 5 muestras,
y asi esta estrategia de muestreo permitio la recoleccion 724 muestra positivas a P.
vivax por PCR, correspondientes a 439 infecciones unicas y 72 infecciones
recurrentes detectadas en la quinta DAC. Trescientos noventa y dos de estas
infecciones fueron identificadas en el primer mes de muestro (primeras 4 DACs), y
119 infecciones fueron detectas en la quinta DAC (47 nuevas infecciones y 72

infecciones recurrentes).

Estas 511 infecciones (439 individuos) fueron ordenadas y clasificadas en base a su
concentracion de ADN parasitario (ver detalle mas adelante), y toda aquella muestra
con una concentracion por debajo de 0.8 mol/pL (equivalente a ~7 parasitos/pL) fue
descartada por tener una concentracion menor al limite de deteccion de los PCR
utilizados para el proceso de genotipificacion. Luego de realizados los PCRs, se

analizo el porcentaje de amplificacion de los marcadores por cada muestra, y aquellas
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muestras que amplificaron para menos de 12 marcadores (amplificacién de menos del

75% de los loci) también fueron descartadas del anélisis (Figura 3).

N° de muestras/Individuos positivos detectados

por PCR durante el seguimiento (Jun — Ago 2015)
415 mx / 248 ind (MZ)
309 mx / 191 ind (NP)
Total: 724 mx/ 439 indv

Muestras seleccionadas para

Genotipificacion

142 mx / 129 indv (M2)
118 mx / 102 indv (NP)
Total: 260 mx / 231 indv

Muestras con al menos 75% (12
loci) de perfil completo

88 mx / 85 ind (MZ)
85 mx /76 ind (NP)
Total: 173 mx / 161 indv

|
v v

Parasitemia < 2 p/uL:
191 mx / 63 ind (MZ)
146 mx / 54 ind (NP)

Parasitemia 2 — 7 p/uL:
82 mx / 56 ind (M2)
45 mx / 35 ind (NP)

Total: 127 mx /91 indv

< 75% de loci amplificados
54 mx / 44 ind (MZ)
33 mx/ 26 ind (NP)
Total: 87 mx / 70 indv

Monoclonales Policlonales
57 mx / 56 ind (MZ) 31 mx/ 31ind (M2)
69 mx / 66 ind (NP) 16 mx / 16 ind (NP)
Total: 126 mx/ 122 ind Total: 47 mx / 47 ind

Policlonales con un
solo locus polimérfico
—p 16 mx / 16 ind (M2)
6 mx /6 ind (NP)
Total: 22 mx / 22 ind

Policlonales con dos o
mas loci polimérficos
L 15 mx/ 15 ind (MZ)
10 mx/ 10 ind (NP)
Total: 25 mx / 25 ind

Figura 3: Criterios de inclusion y exclusion de muestras para el andlisis genético poblacional. Las

muestras pasaron por dos En verde se muestran las muestras empleadas en el Modelo 1 implementado

en STRUCTURE, y en naranja son las muestras utilizadas en los Modelos 2 y 3.
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Finalmente, las muestras fueron clasificadas en base a la multiplicidad de su infeccion
en infecciones monoclonales e infecciones policlonales, y estas UGltimas en
infecciones con un solo locus polimérfico (solo se observé un locus con dos 0 mas
alelos) e infecciones con dos o mas loci polimérficos. En una primera etapa de los
analisis genéticos, solo se emplearon las muestras monoclonales y las policlonales
con un solo locus polimoérfico debido a que en estas muestras se puede tener certeza
de la constitucion genética del haplotipo (el estado de fase o combinacion de los
alelos a lo largo de los cromosomas y genoma). Este conjunto de muestras se empleo
para la estimacion de los distintos analisis genéticos realizados, pero principalmente

para definir el nimero de poblaciones genéticas presentes en las areas de estudio.

Adicionalmente se utilizO otro grupo de infecciones provenientes de otras
comunidades no incluidas en este estudio. Esto se realizd con dos propositos, el
primero fue hacer al modelo bayesiano de identificacién de poblaciones genéticas
(Modelo 1 ver méas adelante) mas robusto, es decir, disminuir la amplitud del
intervalo de credibilidad de la probabilidad posterior del coeficiente de ancestria de
cada infeccion. El segundo motivo fue poder identificar infecciones o subpoblaciones
genéticas originadas fuera de las cuatro comunidades del distrito de Mazén
inicialmente analizadas (Modelo 3, ver méas adelante). Luego, los analisis genéticos se
volvieron a realizar incluyendo las muestras policlonales con 2 o mas loci
polimorficos, y se verificd que no existieran diferencias significativas en ninguna de
las estimaciones de los indices genéticos (datos no mostrados). Finalmente, se asocio

la pertenencia a wuna subpoblacion genética con las distintas variables

43



epidemioldgicas, demogréficas y clinicas colectadas durante el censo y la busqueda

activa de casos. El Flujo de trabajo completo se muestra en la Figura 4.

1. Censo e
identificacion de
comunidades

2. Recolecciéon de
muestras y
diagndstico
molecular

3. Ordenamiento,
clasificacién y
seleccion de
muestras

4. Genotipificacion
de muestras

5. Andlisis genético
descriptivo

6. Analisis de
estructuracion
poblacional

7. Factores
asociados al patrén
de estructuracion

*Mas del 20% de la poblacion evaluada por microscopia
*M3as del 5% de laminas positivas a malaria

¢4 DACs consecutivas cada 7-10 dias, y una DAC a los 60 dias
desde la primera toma de muestra.

eDiagnostico por PCR en tiempo real y cuantificacion de la
concentracion de ADN de la muestra.

*Solo muestras con mas de 0.8 mol/pL (~7 parésitos/pL).

e Amplificacion de 16 microsatélites.

eSeleccion de muestras con mds del 75% de su haplotipo
completo.

e Clasificacion de muestras en base a su multiplicidad de infeccion
y al nimero de loci polimérficos.

eSolo muestras monoclonales y policlonales con un solo locus
polimérfico.
eAnalisis con totalidad de muestras.

e|dentificacion del nimero de poblaciones genéticas (Modelo 1).

eAsignacion de las infecciones a subpoblaciones genéticas
(Modelo 2).

e|dentificacion de la fuente u origen geografico de las infecciones
(Modelo 3).

eAsociacion con factores epidemiolégicos, demograficos y clinicos

Figura 4: Flujograma de recoleccién, procesamiento y analisis de datos. En el esquema se muestran
siete etapas empleadas para la recoleccion de informacidn y muestras, seleccién y procesamiento de las

mismas, y finalmente su andlisis.
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Procedimientos de laboratorio

Extraccion de ADN y diagnostico por PCR en tiempo real

La extraccion de ADN de las muestras de papel filtro colectadas fue realizada
mediante el uso del kit comercial E.ZN.A.® Blood DNA Kit con ligeras
modificaciones. Se cortd ~6mm? de papel filtro impregnado con sangre, y se colocé
el papel en un tubo eppendorff conteniendo 250 pL de buffer TEN 2X (0.1 M Tris-
HCIl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 1 M NaCl), 50 uL de SDS (Dodecilsulfato
sddico) al 10%, y 180 uL de H,O ultra pura. Se incub6 por una hora a 65°C con
agitacion constante. Luego se adiciond 25 pL de Proteasa OB provista por el kit y se
incubo nuevamente a 65°C por 30 minutos adicionales. Luego el sobrenadante fue
transferido a un nuevo tubo conteniendo 250 uL. de Buffer BL y 250 uL de etanol
absoluto. Todo el contenido de esta mezcla fue transferido a la columna de extraccion
HiBind DNA mini column, se realizé un lavado con 500 uL de HBC buffer, y dos
lavados con 700 pL buffer de lavado. Finalmente, la elucion del ADN se realizé con
50 pL de buffer de elucion pre calentado a 65°C. EI ADN fue almacenado a — 20 °C

hasta su uso en los métodos moleculares posteriores.

El diagndstico molecular por PCR en tiempo real se realiz6 siguiendo el protocolo
modificado reportado Mangold, Manson (83) y utilizando los siguientes cebadores
PL1473F18 [5-TAA CgA ACg AgA TCT TAA-3’] y PL1679R18 [5°-gTT CCT
CTA AgA AgC TTT-3’], dirigidos hacia el gen 18S rRNA. La reaccion de PCR se

realizé a un volumen final de 25 pL el cual incluyé 12.5 uL de PerfeCTa® SYBR®
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Green FastMix®, 300 nM de cada primer y 5 pL de ADN. La amplificacion se
realiz6 en un termociclador Real-Time PCR CFX Connect TM Bio-Rad, y las
condiciones de ciclado consistieron en una denaturacion inicial a 95°C por 2 minutos,
seguido por una amplificacion por 40 ciclos de 20 segundos a 95°C, 20 segundos a
52°C, y 30 segundos a 68°C con adquisicion continua de imagen, luego una extension
a 68°C por 3 minutos; y finalmente una curva de hibridacion desde 65°C hasta 90°C

con incremento de 0.5°C y adquisicion de imagen cada 5 segundos.

La cuantificacion absoluta de la concentracion de ADN presente en cada muestra se
realiz6 en base a una curva estandar elaborada a partir del plasmido pGEM-PV-
18srRNA y 6 diluciones seriadas de factor 1:10, las cuales son expresadas como
nGmero de moléculas del plasmido por microlitro de muestra: 2x10° mol/uL, 2x10°
mol/uL, 2x10* mol/uL, 2x10° mol/uL, 2x10° mol/pL, 2x10* mol/pL y 2x10° mol/pL.

Cada punto de la curva fue evaluado por triplicado.

El PCR en tiempo real empleado para el diagnostico en este trabajo posee un limite
de deteccidn de 0.2 genomas por reaccion (0.04 mol/uL) (83), y debido a que los
PCRs posteriores son menos sensibles que este PCR, las muestras fueron clasificadas
de acuerdo a su concentracion de ADN. Solo aquellas muestras con un numero de
copias mayor a 24 mol/uL fueron diluidas hasta tener 8 mol/uL en la muestra. Esta
dilucion fue utilizada de manera directa en la amplificacion de marcadores
empleados. Toda muestra que tuvo una concentracion entre 1.5y 24 mol/uL fue re-
amplificada mediante el uso del kit illustra GenomiPhi V2 DNA Amplification (el

limite de deteccion de este método fue 4 mol/uL). Finalmente, las muestras con una
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concentracion por debajo de 1.5 mol/uL fueron amplificadas de manera directa

(Figura 3).

Genotipificacion por microsatélites

El proceso de genotipificacion se realizd utilizando un panel de 16 microsatélites, 9
de ellos reportados en estudios previos realizados en la Amazonia Peruana y Brasilera
(84, 85). Estos marcadores han sido seleccionados debido a que permiten
individualizar cada muestra y discriminar entre muestras mono y policlonales (86).
Adicionalmente, se utilizaron 7 marcadores de microsatélites en ligamiento fisico en
los cromosomas 2 y 14 con el objetivo de mejorar discriminacion entre la identidad
de estado y la identidad por descendencia. Estos nuevos marcadores fueron
identificados y disefiados en base al genoma de la cepa referencial Sall, y también
han mostrado ser polimorficos y permitir determinar la multiplicidad de infeccion de
las muestras, y las relaciones genéticas entre las infecciones primarias y los episodios
de recurrencia (47). Uno de los cebadores de cada microsatélite fue marcado con un
fluoréforo (6-FAM, VIC, NED, o PET) para poder analizar su producto por

electroforesis capilar en el sistema ABI PRISM 3100.

La amplificacion se realizo utilizando una unidad de la enzima ADN polimerasa
AccuStart Il, 25 pL de Buffer de PCR, 1.5 mM de MgCl,, 200 — 400 nM
(dependiendo del cebador) de cada uno de los cebadores, y 2.5 pL de la muestra de
ADN. La reaccion consisti6 de una denaturacion inicial a 95°C por 5 minutos,

seguido por 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55 — 67 °C (dependiendo
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del cebador), y 30 segundos a 72°C; y finalmente una extension final de 15 minutos a
72°C. En el Anexo 1 se muestra la lista de cebadores para la amplificacion de
microsatélites contra P. vivax, y se especifica el fluoréforo, la concentracion, y la

temperatura de hibridacion empleada para cada cebador.

Las muestras amplificadas fueron analizadas en el sistema ABI PRISM 3100
mediante electroforesis capilar, utilizando el marcador de pares de bases GeneScan™
500 LI1Z®. Para confirmar la precision del equipo en la determinacion de los alelos, 4
muestras (tres mono-infecciones, y una muestra de infeccion maultiple simulada)
fueron genotipificadas 12 veces por el set de 16 microsatélites. Se definio la precision
de la genotipificacidn en base a la desviacion estandar de la estimacién del tamafio de
cada alelo para cada locus. La desviacion estandar recomendad para el equipo es de
0.5 pares de bases (87), por lo que este valor fue tomado como referencia para definir

la precision de la estimacion del tamafio en pares de bases de cada alelo.

La depuracién de los cromatogramas se realiz6 usando el programa GeneMapper®
Software Version 4.0 (Applied Biosystems), y se consideré como un pico verdadero a
todo aquel que presente una fluorescencia relativa mayor a 50 RFUs (Unidades
relativas de fluorescencia). Todo pico secundario que fue mayor a un tercio del
tamafio del pico principal y mayor a los 50 RFUs, también fue considerado como
alelo; y aquellas muestras que presentaron mas de un pico o alelo en un loci
determinado fueron consideradas como muestras policlonales, es decir, que existe la

presencia de mas de una clona de parasitos en la muestra. Se consideré un umbral de
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al menos 12 loci (75%) amplificados, para cada muestra, para los analisis genéticos

basados en haplotipos (Figura 3).
Analisis genético poblacional

Los resultados de microsatélites de cada muestra fueron ingresados en una base de
Excel en formato GenAlex, donde el codigo de cada alelo fue el tamafio en pares de
bases del producto de PCR. Los andlisis de diversidad haplotipica, genética y
desequilibrio de ligamiento fueron realizados utilizando el paquete “poppr” (88, 89)
desarrollado en el programa R v3.3.3, y la descripcion de todos estos indicadores
genéticos se realizd a nivel de la comunidad, cuenca y distrito. La diversidad
haplotipica se defini6 en base a la riqueza de genotipos (GML o nimero de genotipos
multilocus encontrados), al indice de diversidad de Shannon (H), y a la equidad (E.5,
equidad en la distribucion de las frecuencias de cada haplotipo). La diversidad
genética fue medida en base a la Heterocigosidad esperada (Hexp), donde Heyp Se
define como la probabilidad de escoger dos alelos distintos al azar de un conjunto de
datos (90). Para determinar si existen diferencias significativas en la diversidad
genética entre los distintos grupos de comparacion (por ejemplo entre cuencas,
comunidades, o infecciones sintomaticas versus infecciones asintomaticas) se realizo
un test de Monte Carlo con 10,000 remuestreos de haplotipos, implementado en el
paquete "adegenet” (91) en R v3.3.3. Ademas. se reporté tanto la varianza total de la
Heterocigosidad esperada (causada por la varianza intra e inter locus), como la
varianza intra locus (varianza causada por el proceso de muestreo) (90). Como

medida indirecta de endogamia se estimé el indice de Asociacién Estandarizado (14°)
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a partir de haplotipos Unicos (para evitar una falsa endogamia debido a la propagacién
clonal) por cada poblacion de interés, y se utiliz6 10,000 permutaciones de alelos
para determinar su significancia estadistica, donde la hip6tesis nula fue que el valor
de 15° es igual a cero (74, 92). Con el fin de evitar una falsa endogamia producto al
uso de marcadores ligados fisicamente en un mismo cromosoma, también se
determiné el indice de Asociacién Estandarizado pareado (pairwise 15°) entre cada

par de loci.

El grado de diferenciacion poblacional fue medido mediante el calculo del G’st
propuesto por Hedrick (93) e implementado en el paquete “mmod” en R v3.3.3 (94),
mientras que la evaluacion de la fuente de diferenciacion poblacional se realizd
mediante el analisis de varianza molecular (AMOVA) usando el paquete “ade4”
(95), para lo cual se utilizd dos niveles jerarquicos (Cuenca y comunidad), y la
significancia estadistica de los indices de fijacion ‘¢’ (phi) se calculd utilizando

10,000 permutaciones.

Estructuracion poblacional e identificacion de infecciones importadas e

introducidas

Se empleé un modelo bayesiano implementado en el programa STRUCTURE v2.3
(80) para determinar el nimero de poblaciones o subpoblaciones genéticas presentes
en el distrito de Mazan, y asignar cada infeccion a una subpoblacion genética
especifica. Este andlisis se realizo en tres etapas. En la primera etapa se determino el

nimero de subpoblaciones genéticas presentes en el area de estudio de interés
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(MODELDO 1). En la segunda etapa se asignaron todas las muestras analizadas a una
subpoblacion genética (MODELO 2). Y finalmente, en la tercera etapa se determind

la procedencia u origen geografico de las infecciones (MODELO 3).

La determinacion del nimero de poblaciones genéticas presentes se realizo utilizando
solo las infecciones monoclonales e infecciones policlonales en un solo locus (Figura
3). El haplotipo de estas Ultimas se asign6 en base al pico principal del locus
polimorfico. Ademas, también se incluyeron 777 muestras provenientes de otras 3
cuencas (Nanay, Itaya y Tigre) para poder disminuir la amplitud del intervalo de
credibilidad de la probabilidad posterior del coeficiente de ancestria de cada
infeccion, y hacer la estimacién del nimero de poblaciones genéticas mas robusto.
Estas 777 muestras también sirvieron para identificar infecciones migrantes que no
procedan de alguna de las comunidades presentes en el distrito de Mazan (MODELO
3, ver mas adelante). Para asegurar que la estructuracion observada no se vea
subestimada por la presencia de poblaciones altamente diferenciadas producto de
aislamiento geografico (poblaciones provenientes de distintas cuencas hidrograficas),
el analisis se realiz6 de manera independiente para cada cuenca, asi como para la

poblacion total.

Para esta primera etapa se utilizd un Modelo Ligado con Admixture (MODELO 1)
realizado 20 veces para valores de k desde 1 a 15, con un periodo de burn-in de
50,000, seguido por 200,000 iteraciones de cadenas de Markov Monte Carlo. La
distancia genetica entre los loci (en centimorgans o cM) fue definida en base a la

actividad de recombinacion meiotica reportada en P. falciparum (96), para lo cual se
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dividié la distancia fisica en pares de bases (pb) entre loci contiguos, entre
17Kpb/cM. Para obtener el nimero éptimo de poblaciones genéticas se realizo el
analisis de la tasa de cambio de segundo orden de la probabilidad marginal (AAK)
descrito por Evanno, Regnaut (97), e implementado en STRUCTURE HARVESTER
(98). El coeficiente de ancestria promedio de las 20 réplicas realizadas para cada

infeccidn fue obtenido usando CLUMPP version 1.1.2.

Aquellas muestras con un coeficiente de ancestria elevado (muestras cuyo intervalo
de credibilidad abarcé la unidad y no abarco el cero), fueron utilizadas como
muestras de entrenamiento para estimar el coeficiente de ancestria de las muestras
policlonales en dos 0 mas loci que no fueron incluidas en el analisis anterior. Para
ello se habilité el POPFLAG = 1 solo en las muestras de entrenamiento, y se utiliz6
un Modelo de Admixture (MODELO 2) realizado 20 veces con un periodo de burn-
in de 50,000, seguido por 200,000 iteraciones de cadenas de Markov de Monte Carlo
(99). El valor de k utilizado para este modelo fue el obtenido en el MODELO 1 (en

este caso 6).

Por ultimo, se empled la informacién de las 950 muestras genotipificadas en las 5
cuencas analizadas (Mazan, Napo, Nanay, Itaya y Tigre) para identificar infecciones
de origen migrante dentro del distro de Mazan. La estructuracion poblacional de las
poblaciones parasitarias de P. vivax resulta de la interaccion entre sus dos hospederos
(determinada por el comportamiento de ambos), y la escala geografico — temporal en
donde esta interaccion ocurre (3, 16-18, 63, 77, 78). Tomando en consideracion que

la fecha procedencia de las muestras de las cuencas Nanay, Itaya y Tigre es distinta a
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la fecha de procedencia de las muestras de las cuencas Mazan y Napo; y que, ademas
la comunidad Urco Mirafio ubicada en Napo es una poblacion Nativa con muy poca
movilizacién humana fuera de su territorio; se opt6 por definir como Haplogrupo a
aquella sub-poblacion genética o hibrido entre ellas, que haya mostrado expansion
clonal en una cuenca, y que su frecuencia sea mas de un 10% en el area geogréafica de

procedencia.

Esta informacién de grupos predefinidos (haplogrupos) fue utilizada para evaluar la
presencia de migrantes o hibridos en cada una de las cuencas estudiadas. Asi,
nuevamente se utilizé6 un Modelo de Admixture (MODELO 3) realizado 5 veces con
un periodo de burn-in de 50,000, seguido por 150,000 iteraciones de cadenas de
Markov Monte Carlo (99), donde el valor de k para este modelo se determin6 en base
al numero de haplogrupos definidos (segin nuestros datos el valor de k fue 23).
Ademas, se habilito el uso de la ubicacién de muestro (definido como el haplogrupo)
para calcular la probabilidad de que la infeccion haya sido originada en la poblacion
predefinida (dentro de su haplogrupo preestablecido o definido en el MODELO 2), y
se establecid un valor de 0.05 como probabilidad a priori de que la infeccidn sea
migrante (MIGRPRIOR = 0.05). También se calcul6 la probabilidad de que el evento
de migracion haya ocurrido en esta generacion actual (GENSBACK = 0), hace una
generacion atras (GENSBACK = 1), o hace dos generaciones atras (GENSBACK =

2).

De esta manera, se defini6 como infeccidbn Autoctona a aquellas infecciones

causadas por subpoblaciones genéticas de parasitos que se transmiten de manera
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activa dentro del area geografica; hibrido, cuando su origen es producto de la
recombinacién genética de dos o mas poblaciones autoctonas en el area geografica;
introducido, haplotipos que recientemente han ingresado al area geografica; e
importado a infecciones causadas por subpoblaciones o haplotipos que no se

transmiten de manera activa en el area geografica donde se identifico la infeccion.

Analisis estadistico

Se utilizaron modelos de regresion logistica para identificar factores demogréficos y
clinicos-epidemiolégicos asociados a los haplogrupos genéticos identificados; y
también para evaluar las consecuencias directas sobre la presencia de sintomatologia
en la poblacién humana expuesta. La construccion de los modelos se realizé de
manera independiente para cada haplogrupo y para la presencia o ausencia de
sintomas en cada una de las cuencas analizadas; donde las variables dependientes
fueron la pertenencia 0 no a un haplogrupo especifico (1: si pertenece, 0: no
pertenece), y la presencia de sintomas (fiebre, cefalea, escalofrios, o sudoracion). Las
variables independientes fueron edad (categorizada en < 7 afios, entre 7 y 12 afios,
entre 12 y 18 afios, y > 18 afios), sexo, ocupacion (Estudiante, Agricultor, Otros),
haber realizado actividad agricola en el Gltimo mes, haber realizado actividad de
pesca en el ultimo mes, haber realizado actividad maderera en el Gltimo mes, realizar
alguna actividad ocupacional fuera de la comunidad, convivir con un agricultor en el
hogar, convivir con un pescador en el hogar, convivir con un maderero en el hogar,
haber viajado fuera de la comunidad en el ultimo mes, convivir con alguien que haya

viajado en el altimo mes, multiplicidad de la infeccion, presencia de sintomas en los
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ultimos 7 dias, la pertenencia a algun haplogrupo, la patencia de la infeccion

(microscopia positivo no negativo) y parasitemia de la infeccion medida por PCR.

De esta manera se construyeron modelos bivariados para cada haplogrupo y para la
sintomatologia, especificos para cada cuenca. La construccién de los modelos
multivariados se realizd mediante un proceso de escalonamiento progresivo
(“Forward stepwise process”), y una evaluacion de la razéon de verosimilitud
(Likelihood Ratio Test) para modelos anidados. Los factores fueron ordenados y
afiadidos al modelo multivariado en base al logaritmo de su verosimilitud en los
modelos bivariados, y se retuvieron si tuvieron un p-valor < 0.2 en el modelo

ajustado.

Debido a que este es un estudio retrospectivo, y el tamafio de muestra para cada
categoria depende de la disponibilidad y calidad de la muestra de ADN obtenida en
un estudio previo, solo se evalu6 el poder estadistico de cada analisis realizado, mas
no se realiz6 un calculo de tamafio de muestra. Los analisis estadisticos de prueba de
hip6tesis fueron realizados en STATA 14 (StataCorp. 2015. Stata Statistical
Software: Release 14. College Station, TX), y el célculo de poder estadistico para
cada analisis binomial se realiz6 mediante simulaciones implementadas en el paquete
“Hmisc” en el programa R v3.3.3. La significancia estadistica fue definida en un p-

valor < 0.05 y los intervalos de confianza fueron reportados al 95%.
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VIl. RESULTADOS

El porcentaje de amplificacion de los marcadores microsatélites empleados varié de
manera decreciente respecto a la concentracion de ADN inicial de la muestra (Anexo
2). Asi, las muestras con una concentracion inicial mayor a 8 mol/uL (70
parasitos/pL) tuvieron un porcentaje de amplificacion mayor a 98%; mientras que, las
muestras con concentraciones iniciales entre 1.5 — 8 (15 — 70 parésitos/pL), y 0.8 —
1.5 mol/uL (7 — 15 parasitos/pL) tuvieron porcentajes de amplificacion por encima de
64% (promedio: 73%) y 40% (promedio: 57%) respectivamente. Ninguna muestra
por debajo de la concentracion de 0.8 mol/uL (7 parésitos/pL) pudo ser amplificada
con éxito para mas de un 40% del total de marcadores utilizados, lo cual gener6 que
las infecciones sub-microscopicas representen solo 39% del total de muestras
genotipificadas con éxito (muestras con mas de 75 % de loci amplificados), y

ocasiona un sesgo en la interpretacion de los resultados en este grupo.

Por otro lado, la desviacion estdndar maxima del tamafio asignado a los alelos
genotipificados fue de 0.1977 (coeficiente de variacion menor a 0.05%) evidenciando
una alta precision en la estimacion del tamafio de los fragmentos de PCR; y ademas
solo 0.18% (1/560) de los controles positivos y 3.75% (9/240) de los controles
negativos mostraron amplificacion de alelos no correspondientes con su genotipo (en
el caso de los controles negativos no debieron mostrar amplificacion) durante el
procesamiento de las muestras. Ademas, la asignacion de alelos principales y

secundarios en muestras policlonales fue consistente cuando el alelo principal estuvo
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en una proporcion de 2 a 1 (95.65%) y de 3 a 1 (100%) respecto a sus alelos
secundarios. Cuando la proporcién fue 1/1, en el 56% de los casos uno de los alelos

se mantuvo como alelo principal.

En los 5 barridos realizados en las cuatro comunidades seleccionadas se identificaron
511 individuos infectados con P. vivax (392 en el primer mes, y 119 en la quinta
DAC), 38 en GC, 206 en LI, 45 en PE, y 222 en UM; ademas, del total de individuos
infectados 72 mostraron una infeccion recurrente en el quinto barrido (Figura 2).
Ciento treinta y seis infecciones detectadas en los 4 primeros barridos, y 37 del quinto
barrido fueron genotipificadas con un porcentaje de amplificacion mayor a 75%, y
solo estas 173 infecciones fueron incluidas en los analisis posteriores, lo cual
equivale a una tasa de inclusion de 34% respecto al total de infecciones detectadas

por PCR, y 87% respecto solo a las infecciones detectadas por microscopia.

Complejidad de infeccion, diversidad genética y desequilibrio de ligamiento

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una distribucion espacial
heterogénea de la proporcion de infecciones policlonales, diversidad, y endogamia a
nivel micro-geografico, con diferencias muy marcadas entre las dos cuencas
analizadas. Se observaron diferencias significativas en la proporcion de infecciones
policlonales entre las comunidades pertenecientes a la cuenca Mazan y la comunidad
de Urco Mirafio ubicada en la cuenca Napo (p-valor = 0.008, Tabla 1, los resultados

por mes se muestran en la Anexo 3). En las comunidades de la cuenca Mazén la
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proporcion de muestras policlonales fue 35.23% (1C95% 25.4 — 45.2), mientras que

en Urco Mirafio fue 18.82% (1C95% 10.40 - 27.24).

A nivel distrital se observd una elevada diversidad haplotipica (H = 4.155) y
genotipica (Hexp = 0.615) de la poblacion parasitaria, y a nivel de las dos cuencas
analizadas la riqueza de genotipos y la diversidad genética fue mayor en la cuenca
Mazan (p-valor < 0.001). En las 88 infecciones analizadas en la cuenca Mazan se
identificaron 69 haplotipos unicos y la diversidad genética (Hexp) fue 0.707. Por otro
lado, en Urco Mirafio sélo se encontraron 41 haplotipos Unicos y la diversidad

genética fue 0.392.

En contraste, el desequilibrio de ligamiento observado fue més acentuado en Urco
Mirafio (15> 0.21, p-valor < 0.001) respecto a las otras tres comunidades de la cuenca
Mazan (I,° 0.065, p-valor < 0.001). El elevado nivel de desequilibrio observado se
aprecid tanto entre marcadores ubicados en un mismo cromosoma, como entre
marcadores de distintos cromosomas (Anexo 4), indicando que el desequilibrio es

producto de la endogamia y no por el empleo de marcadores ligados fisicamente.
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Tabla 1: Diversidad Haplotipica y Genética por comunidad y por cuenca en el
distrito de Mazan

Cuenca Comunidad N % Policlonales GML H E.5 Hexp GHe 0'2|nt |AS p -valor

57.14%

Mazan GC T araverepy 7 1946 1000 06% 0282 002l 0080 0041
LI 63 38.10% 49 3757 0816 0705 0126 0002 0076  0.001

(25.92 - 50.27)
PE 18 16:6¢5 15 2630 0890 0611 0131 0008 0173 0001

(0.00 - 34.51)
Cuenca Mazan 83 (25.?152'??;2’.34) 69 4110 0833 0707 0128 0001  0.065  0.001
Napo UM 85 18.82% 41 2790 0370 0392 0197 0001 0210  0.001

(10.40 - 27.24)

2717%

Distrito Mazan 173 (20.47 - 33.86) 110 4.155 0.370 0.615 0.126 0.001 0.086 0.001

N: NUmero muestras, GML: NUmero de genotipos Multilocus, H: Indice de Shannon, E.5: Equidad, He,: Heterocigosidad
esperada, oe: desviacion estandar de la heterocigosidad esperada, % : varianza intra-locus de la heterocigosidad esperada, 1,°:

indice de Asociacion estandarizado, p-valor del indice de Asociacion.

Incluso dentro de la micro-cuenca mazan, los distintos indicadores genéticos
analizados presentaron variacion a nivel espacial. En la comunidad de Libertad el
porcentaje de infecciones policlonales fue 38.1% (25.92 - 50.27) y la diversidad
observada fue 0.705. En cambio, la comunidad de Primero de Enero, la cual se ubica
contigua a Libertad a una distancia no mayor de 2 km, presento valores mas bajos de
infecciones policlonales 16.67% (0.00 - 34.51) y menor diversidad genética (Hexp =
0.611). Y si bien, no se observaron diferencias significativas en la proporcion de
infecciones policlonales (debido al bajo poder estadistico y bajo tamafio de muestra),

las diferencias en la diversidad genética si fueron significativas (p-valor < 0.005).

Diferenciacion genética, estructuracion poblacional e identificacion del origen de

las infecciones

Se observaron valores elevados de diferenciacion poblacional entre las cuatro

comunidades, siendo las mas altas las observadas entre Urco Mirafio y las tres
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comunidades pertenecientes a la cuenca Mazan (G st = 0.43), y la observada entre
Gamitanacocha y Primero de Enero (G st = 0.51). El analisis de varianza molecular
(AMOVA) fue realizado utilizando la cuenca hidrogréfica y la comunidad de
procedencia de cada infeccion como causantes de la diferenciacion y variacion
genética entre las infecciones. Este andlisis mostré que la mayor variacion se
encuentra dentro cada comunidad (79.43%), seguido por la variacion entre Cuencas
(12.26%) y la variacion entre Comunidades dentro de cada Cuenca (8.3%). Los
valores de ®ST, ®CT y ®SC estimados fueron de 0.12, 0.09, y 0.21,
respectivamente, mostrando que incluso dentro de cada comunidad hay una alta

presencia de estructuracion poblacional.

El analisis de estructuracion poblacional y la asignacion de cada infeccion a una
poblacion genética ancestral, se realiz6 mediante el uso de un método bayesiano. Este
método fue implementado en el programa STRUCTURE usando un modelo de
ligamiento genético (MODELO 1) solo con aquellas muestras que fueron
monoclonales y con las policlonales en un solo marcador (Figura 3). Asi, el analisis
de la tasa de cambio de segundo orden de la probabilidad marginal (AK) mostr6é que
en el set de datos del distrito de Mazan los numeros posibles de poblaciones
ancestrales presentes son k = 3 y k = 7. Al agregar los sets de datos de las areas de
estudio de San José de Lupuna, Cahuide, y Santa Emilia (cuencas Nanay, Itaya y
Tigre respectivamente), los nimeros posibles de poblaciones ancestrales presentes en
las cuatro areas de estudio (5 cuencas) fueron k = 6, k = 8 y k = 10 (ver Anexo 5).

Pese a los distintos nimeros de poblaciones probables encontradas, se observé una
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alta consistencia en la asignacion de las infecciones a una poblacion ancestral al
comparar el coeficiente de ancestria obtenido a partir de 6, 8 y 10 poblaciones
ancestrales (Anexo 6). A su vez, se observé consistencia entre las poblaciones
genéticas encontradas y la expansion clonal observada mediante una red de expansion
minima de haplotipos (Figura 5y Anexo 7), lo cual sugiere que los distintos niveles
estructuracion genética son causados por eventos de expansion clonal de las
poblaciones genéticas ancestrales de parasitos dentro de cada cuenca, 0 expansion
clonal de los hibridos entre ellas. Por este motivo, se asumio que el numero de
poblaciones ancestrales presentes en las 4 areas (5 cuencas) de estudio es 6, y fue este
numero el utilizado para estimar el coeficiente de ancestria en las infecciones
policlonales restantes (MODELO 2, Anexo 8), y también en la descripcion de la

diversidad dentro de cada poblacion genética.
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Figura 5: Red minima de expansion de haplotipos del total de infecciones genotipificadas en las 4

areas de estudio (Mazan, Lupuna, Cahuide y Santa Emilia). Los colores han sido asignados de acuerdo
a la pertenencia de cada infeccién a una Sub-Poblacion Genética asumiendo la presencia de 6 Sub-
Poblaciones. Cada circulo representa un haplotipo, y su tamafio guarda relacién directa con el nimero
de muestras que presentan ese haplotipo. Las relaciones genéticas entre los haplotipos estan
representadas por lineas que conectan cada circulo, y su distancia genética se muestra en la barra

inferior del gréfico.

La diversidad genética en 5 de las 6 subpoblaciones fue menor a 0.5 (Hey, = 0.182 —
0.405); sin embargo, la diversidad de la subpoblacion 6 fue 0.724. Ademaés, la
distribucion de los haplotipos de la subpoblacion 6 en la red de expansion minima fue

aleatoria y no se observé una agrupacion clara en alguna rama de la red (Figura 5).
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Esto podria indicar que este grupo no sea una poblacién genética real, sino que es una
agrupacion de haplotipos que por su falta de parentesco con las otras 5 poblaciones
fueron asignadas a un sexto grupo. Por otro lado, se observé una amplia distribucién
geografica de cada poblacién genética ancestral, y el grado de mestizaje y
diversificacion de estas poblaciones varid en las areas geogréaficas analizadas (Anexo
8 y Anexo 9). Por ello se optd por definir como Haplogrupo a aquella poblacion

genética o hibrido presente en una cuenca con mas de 10% de frecuencia (Anexo 10).

Es asi que en la cuenca Mazan se encontraron 5 haplogrupos originados por mestizaje
entre las 6 poblaciones genéticas ancestrales originales. El haplogrupo 1 esta
conformada principalmente por infecciones hibridas de la poblacion genética 2 con la
poblacion 5, y tuvo una diversidad de 0.419. El haplogrupo 2 esta conformado por
hibridos de la poblacion genética 3 con las poblaciones 1 y 5, y su diversidad fue
0.378. EIl haplogrupo 3 es un hibrido de la poblacion 4 con la poblacion 5, con
diversidad de 0.385. El haplogrupo 4 se conforma por hibridos entre las poblaciones
5y 6, y su diversidad fue 0.325; y finalmente la haplogrupo 5 estd conformada
infecciones hibridas entre la poblacion genética 6 principalmente y el resto de

poblaciones genéticas con una diversidad de 0.668.

En contraste, en Napo se observd la presencia de solo dos haplogrupos (haplogrupos
6 y 7). El haplogrupo 6 es un hibrido entre las poblaciones genéticas 1 y 6 con una
diversidad de 0.12, mientras que el haplogrupo 7 corresponde a infecciones cuyo

origen proviene de la poblacion genética 3 y su diversidad fue 0.092. Ambos
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haplogrupos estuvieron presentes en las dos fechas de muestreo; sin embargo, el

hapogrupo 7 disminuy6 su frecuencia notoriamente en el segundo mes (Figura 6).

& Mazan Napo Nanay Itaya Tigre
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Figura 6: Estructuracion poblacional de P. vivax en cuatro cuencas de la Amazonia Peruana. Cada
color corresponde a una poblacion ancestral, y cada barra indica la proporcion del genotipo de un
individuo que proviene de cada poblacion ancestral (Coeficiente de Ancestria 0 Q). El coeficiente de
ancestria (Q) en ambos gréaficos (A y B) fue calculado mediante el MODELO 2. A) Distribucion
temporal de las sub-poblaciones en cada cuenca. B) Identificacion de infecciones Autdctonas,

Hibridas, Introducidas e Importadas en cada cuenca.

Otros 16 haplogrupos fueron identificados en las otras cuencas analizadas y, en
conjunto con los 7 haplogrupos anteriores, se emplearon como base para la
identificacion infecciones de origen autdctono, hibrido, introducido e importado
(Figura 6). De esta manera se estimé la probabilidad de que la infeccion se haya
originado en el haplogrupo al cual fue asignado en el modelo 2 0o P(Hapmogero2), Y
también se estimd la probabilidad de que la infeccion se haya originado en un
haplogrupo distinto (GBy), la probabilidad de que su ancestro inmediato provenga de
un haplogrupo distinto (GB;), y la probabilidad de que el ancestro de su ancestro

provenga de un haplogrupo distinto (GB,).
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Veintitrés infecciones pertenecientes al distrito Maz&n mostraron una probabilidad
menor a 0.75 de pertenecer al haplogrupo al cual habian sido asignados en el Modelo
2 (Tabla 2). De hecho, 18 de estas infecciones su probabilidad fue por debajo de
0.07, indicando que ni un solo alelo de su genotipo pertenece al haplogrupo asignado
previamente. En cambio, en las otras 5 infecciones la probabilidad estuvo entre 0.118
y 0.513 indicando que al menos uno de sus alelos proviene del haplogrupo asignado
en el modelo 2, lo cual sugiere que el genotipo migrante se recombinG con algun
genotipo autoctono (infecciones introducidas). Ninguna de las 18 infecciones de
origen completamente foraneo tuvo su origen inmediato (GBy) en otro haplogrupo,
sino mas bien su origen provino de hace una (GB;) o dos (GB;) generaciones atréas.
Pese a que es posible que estas infecciones si hayan sido introducidas, pero ain no
haya habido tiempo suficiente para que ocurra recombinacion con algin genotipo

autdctono, se opto por definir a estas infecciones como importadas.
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Tabla 2: Probabilidad de procedencia a una poblacion.

Comunidad HapModeIoZ P(HapModeloz) HapModelos GBO GBl GBZ

5 0.001 12 0 0 0.991

Gamitanacocha 1 0.047 17 0 0 0.486
3 0 16 0.32 0641 0.01

4 0 21 0.004 0.008 0.988

5 0.024 9 0 0.001 0.974

5 0.05 9 0 0 0.947

3 0.002 21 0 0 0.862

5 0.028 18 0.058 0.117 0.74

3 0.052 7 0 0 0.453

Libertad 1 0.014 14 0.222 0.443 0.031
5 0 13 0.327 0.655 0.011

5 0 13 0.33 0.661 0.009

5 0 13 0.332 0.663 0.005

5 0.118 9 0.011 0.021 0.437

5 0.15 23 0.107 0.214 0.265

1 0.513 13 0.067 0.135 0.234

2 0.01 13 0 0 0.885

Primero de 3 0 11 0.315 0.63 0.024
Enero 5 0.284 17 0 0 0.651

1 0.161 8 0 0 0.561

7 0.067 8 0 0 0.734

Urco Mirafio 6 0.018 5 0.004 0.008 0.536
6 0 5 0.034 0.068 0.533

Hapwmodelo2: Haplogrupo asignado en el Modelo 2. P(Hapwmodero2): probabilidad posterior de haber sido
asignado correctamente en el modelo 2. Hapwmodelss: Haplogrupo asignado en el Modelo 3. GBy:
probabilidad de que la infeccion se haya originado en el haplogrupo asignado por el modelo 3. GB;:
probabilidad de que su ancestro inmediato provenga del haplogrupo asignado por el modelo 3. GB,:
probabilidad de que el ancestro de su ancestro provenga del haplogrupo asignado por el modelo 3. Los
haplogrupos del 1 al 5 pertenecen a la cuenca Mazan, el 6 y 7 a la cuenca Napo, del 8 al 13 a la cuenca
Nanay (Lupuna), del 14 al 18 a la cuenca Itaya (Cahuide), y del 19 al 23 a la cuenca Tigre (Santa

Emilia).

Asi, en la cuenca Mazéan, 20 (22.73% 1C95% 13.9 — 31.5%) de las infecciones
genotipificadas fueron infecciones foraneas de origen introducido 5 (5.68 %) o

importado 15 (17.05 %, ver Tabla 3), y 10 de estas 20 infecciones habian sido
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previamente asignadas al haplogrupo 5 (perteneciente a la subpoblacion genética 6,
ver Tabla 2). Ademas, 12 de las 20 infecciones foraneas tuvieron su origen en el area
de estudio de San José de Lupuna (Cuenca Nanay), la cual estd geograficamente mas
cercana a las comunidades del distrito de Mazan que las otras dos areas de estudio,
Cahuide y Santa Emilia (Cuenca Itaya y Tigre respectivamente, ver Anexo 9). Dentro
de la cuenca Mazan, la comunidad de Libertad presentd 13 (20.64 % 1C95% 10.49 -
30.78%) infecciones de origen foraneo, introducidas 3 (4.76%) o importadas 10
(15.87 %); mientras que las comunidades de Primero de enero y Gamitanacocha
presentaron 4 (2 introducidas y 2 importadas) y 3 (todas importadas) infecciones

foraneas respectivamente,

En cambio, en Urco Mirafio solo 3 infecciones (3.5% 1C95% 0 — 7.5%) fueron de
origen importado, y dos de estas infecciones tuvieron su origen en la cuenca Mazan, y
la tercera tuvo su origen en San José de Lupuna (cuenca Nanay). En las otras cuencas,

11.58 % (9.33 — 13.84%) fueron de origen importado o introducido (Anexo 11).

Tabla 3: Fuente u origen de las infecciones en el Distrito de Mazéan
Cuenca Mazan Napo

# Indv Frec.% (1C95%) # Indv Frec.% (1C95%)
Autéctono 65  73.86 (64.62-83.11) 82  96.47 (92.52 —100.00)

Hibrido 3 3.41 (0.00 - 7.23) - -
Introducido 5 5.68 (0.81 — 10.55) - -
Importado 15 17.05(9.13 -24.96) 3 3.53 (0.00 — 7.48)
Total 88 85
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Por otro lado, la distribucion geografica de los 7 haplogrupos identificados en las dos
cuencas del distrito de Mazan no fue homogénea a lo largo de sus comunidades
(Figura 7); y es asi que, los haplogrupos 1, 3 y 4 por ejemplo, solo estuvieron
presentes en la comunidad de LI, con la excepcién de 4 casos importados encontrados
en GC y PE (Anexo 12 - 14). El haplogrupo 2 se ubicé en la zona limitrofe entre LI y
PE (Anexo 17); mientras que el haplogrupo 5 estuvo a lo largo de toda la cuenca
Mazan (Anexo 15). Por otro lado, como se menciono anteriormente, los haplogrupos
6 y 7 fueron especificos de UM (Anexo 16 y 17). En Primero de enero 4 de las 18
infecciones fueron de origen foraneo (dos introducidas y 2 importadas), mientras que

en Gamitanacocha 3 de las 7 infecciones fueron importadas.

68



Fuente: Sub-Pablacion:

© Autéctono @ Sub-Pop 1

A Migrante O Sub-Paop 2

Col- @ Sub-Pop 3

5 a1 @ Sub-Pop 4

Oa? O Sub-Pop 5 UM

O A3 @ Sub-Pop 6 v'
@ Sub-Pop 7

Oh4
]

cc®

]
A gﬂg}
L %@ PE o

4]

"‘JMaz{an

25 0 25 5 75 10km
I | | ]

Figura 7: Distribucion geografica de los haplogrupos, casos autdctonos, e infecciones policlonales en
las cuatro comunidades estudiadas: Gamitanacocha (GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco
Mirafio (UM). Las infecciones autdctonas causadas por cada haplogrupo estan representadas por
puntos, mientras que las infecciones fordneas se representan con triangulos; y su color y tamafio
depende del haplogrupo y de la complejidad de la infeccidn respectivamente. La distribucion espacial

de cada haplogrupo se muestra de manera individual en los Anexos 12 - 17.

Por otro lado, doce de las 37 infecciones genotipificadas en el segundo barrido
realizado en este estudio (60 dias después de la primera toma de muestra) fueron
infecciones recurrentes; 4 de ellas en Libertad, y 8 en Urco Mirafio. Las 4 infecciones
en libertad fueron recurrencias heterologas respecto a la primera infeccion (el
haplotipo de la primera infeccidn pertenece a un haplogrupo distinto que el haplotipo

de la infeccidn recurrente); mientras que 6 de las ocho recurrencias en Urco Mirafio
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fueron homologas (haplotipos similares o que pertenecen a un mismo haplogrupo). A
pesar de ello, el disefio de estudio de este trabajo no permite diferenciar entre nuevas
infecciones y episodios de relapsos, por lo que no es posible poder evaluar de manera
directa y objetiva la contribucion de estos Gltimos en la diversidad y patrones de

estructuracion observados.

Factores demograéficos y clinicos-epidemiologicos asociados a los haplogrupos

genéticos

Los modelos de regresion logistica bivariados mostraron que haber viajado en el
ultimo mes esta asociado e incrementa en 4.33 veces (p-valor = 0.044, 1C95% 1.04 —
18.10, poder = 0.824) el riesgo de tener una infeccion causada por el haplogrupo 2 en
la cuenca Mazén (Tabla 4 y Anexo 19). Otros factores como la edad (OR = 4.04, p-
valor = 0.124, poder = 0.484), ser varon (OR = 3.28, p-valor = 0.062, poder = 0.518),
convivir con una persona que realice alguna ocupacion fuera de la comunidad (OR =
2.61, p-valor = 0.132, poder = 0.412), convivir con alguien que haya realizado
actividad maderera en el ultimo mes (OR = 2.87, p-valor = 0.1, poder = 0.434),
convivir con alguien que haya salido de la comunidad en el dltimo mes (OR = 3.35,
p-valor = 0.052, poder = 0.597), y tener presencia de sintomatologia (OR = 2.78, p-
valor = 0.086, poder = 0.427) mostraron una tendencia a incrementar el riesgo de
tener una infeccidn causada por el haplogrupo 2; sin embargo, esta tendencia no fue

estadisticamente significativa por la falta de poder estadistico (poder < 0.8).
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En esta misma cuenca, otros haplogrupos también mostraron tendencia a incrementar
su probabilidad de ser la causa de la infeccién ante la presencia de sintomas
(haplogrupo 1, OR = 3.65, p-valor = 0.055, poder = 0.524, Anexo 18), ser infecciones
monoclonales (haplogrupo 1, OR = 6.25, p-valor = 0.085, poder = 0.659, Anexo 18),
haber realizado pesca en el Gltimo mes (haplogrupo 3, OR = 6.42, p-valor = 0.141,
poder = 0.808, Anexo 20), o ser infecciones asintomaticas (haplogrupo 4, Prueba
exacta de Fisher p-valor = 0.025); sin embargo, la asociacion de algunas de ellas no
fue estadisticamente significativa debido al bajo tamafio de muestra y la falta de
poder estadistico (Todos los modelos se describen en las Anexo 18 — 25).

Tabla 4: Modelos bivariados y Multivariado de regresion logistica para la presencia
del Haplogrupo 2 en la cuenca Mazan.

Modelo Bivariado
OR p-valor  Poder [1C 95%]

Factor de exposicion

Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 4.04 0.124 0.484 0.68 23.94
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 3.28 0.062 0.518 094 1142
Ocupacion fuera de la comunidad (Ref = No)

Si 2.61 0.132 0.412 0.75 9.07
Maderero en el hogar (Ref = No)

Si 2.87 0.1 0.434 0.82 10.08
Viaje en el altimo mes (Ref = No)

Si 4.33 0.044 0.824 1.04 181
Viaje de algin miembro de la casa (Ref = No)

Si 3.35 0.052 0.597 099 1131

Sintomatologia (Ref = No)

Si 2.78 0.086 0.427 0.86 8.96
Razén de probabilidades (OR) de los modelos bivariados. Solo se muestran lo OR de aquellas

variables que poseen un p-valor menor a 0.2.

71



Por otro lado, en la cuenca Napo, tener una infeccion causada por el haplogrupo 7 es
3.96 veces mas probable (p-valor = 0.048, 1C95% 1.01 — 15.52, poder = 0.509) en el

grupo etario entre 12 — 18 afios respecto a los nifios menores de 7 afios (Anexo 25).

Las infecciones foraneas presentes en la cuenca Mazan no se encontraron asociadas a
ninguno de los factores mencionados anteriormente, pero si se observo una tendencia
a incrementar su presencia en personas menores de 7 afios (Referencia = 7-12 afios,
OR = 7.69, p-valor = 0.074, poder = 0.557), y mujeres (OR = 3.03, p-valor = 0.082,
poder = 0.462) (Anexo 23). Por ultimo, ninguno de los haplogrupos identificados se
encontrd asociado a algun factor en los modelos multivariados construidos,
principalmente por el bajo tamafio de muestra que se genera al subcategorizar los

datos.

Asociacion de haplogrupos genéticos, factores demograficos y clinicos-

epidemioldgicos con la presencia de sintomas

Los factores genéticos (haplogrupos), asi como los demogréaficos y clinico-
epidemioldgicos anteriormente mencionados, pueden tener consecuencias directas
sobre la presencia de sintomatologia en la poblacion humana expuesta, y su efecto o
magnitud puede variar a nivel geogréafico (entre cuencas o incluso comunidades). Los
modelos de regresion logistica bivariados y el modelo multivariado a nivel distrital
mostraron que tener una infeccion patente o microscépica (OR = 2.35, p-valor = 0.01,

poder = 0.597) y convivir con una persona que haya realizado un viaje fuera de la
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comunidad en el Gltimo mes (OR = 2.74, p-valor = 0.01, poder = 0.757) incrementa la

probabilidad de presentar sintomatologia (Tabla 5 y Anexo 26).

Tabla 5: Modelos bivariados y multivariado de regresion logistica para la presencia
de Sintomatologia en el distrito de Mazan.

Modelo Bivariado Modelo Multivariado
OR p-valor Poder [IC95%] OR p-valor [IC 95%]

201 0.04 0.597 105 3.86 235 0.01 119 4.66

Factor de exposicién

Patencia (Ref = Sub-
Patente)
Clonalida de la infeccion
(Ref = Monoclonal) 0.60 0.17 0.355 0.29 1.25
Haplogrupo 1 (Ref=No) 2.86 0.11 0.932 0.80 10.18
Haplogrupo 2 (Ref=No) 2.17  0.17 0.943 0.72 6.56
Ocupacion fuera de la
comunidad (Ref = No) 1.80 0.19 0.494 0.75 4.37
Maderero en el hogar
(Ref = No)
Viaje en el tltimo mes
(Ref = No)
Viaje de algin miembro
de la casa (Ref = No)

En los modelos bivariados y en el modelo multivariado se muestran todas aquellas variables con un p-

211 0.16 0.656 0.74 5.96

226 0.18 0.75 0.69 7.45

229 0.03 0.757 108 4.83 274 0.01 125 6.00

valor menor a 0.2.

A nivel de la cuenca Mazan (Tabla 6 y Anexo 27), la parasitemia de la infeccién (OR
= 1.10, p-valor = 0.04), estar infectado por un parasito perteneciente al haplogrupo 1
(OR = 4.83, p-valor = 0.03), y convivir con alguien que haya salido de la comunidad
en el dltimo mes (OR = 4.48, p-valor = 0.01) incrementaron la probabilidad de
presentar sintomas en el modelo multivariado. Estar infectado con un parasito
perteneciente al haplogrupo 2 también incrementa la probabilidad de presentar
sintomas (OR = 3.75, p-valor = 0.04, OR obtenido al sacar la convivencia con
personas que hayan salido de la comunidad del modelo multivariado); sin embargo,
esta variable se encontrd asociada con convivir con alguien que haya salido de la

comunidad en el dltimo mes y por ello fue excluida del modelo multivariado.
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Finalmente, en la cuenca Napo (Anexo 28), solo las infecciones patentes

incrementaron el riesgo de presentar sintomas (OR = 5.00, p-valor = 0.002).

Tabla 6: Modelos bivariados y multivariado de regresion logistica para la presencia
de Sintomatologia en la cuenca Mazan.

Modelo Bivariado Modelo Multivariado

Factor de exposicion  — o= lor Poder [IC95%]  OR p-valor [IC 95%)]

Parasitemia (1/1000) 1.07 0.13 0424 098 116 110 0.04 100 1.20
Clonalida de la

infeccion (Ref = 0.42 0.09 0442 0.16 1.16

Monoclonal)

Complejidad de

infeccion (Ref=1)

2 0.42 0.11 0433 015 121

Haplogrupo 1 365 006 0855 097 1367 483 003 119 1961
(Ref = No)
Haplogrupo 2
(Ref=No)

Ocupacién fuera de la
comunidad (Ref = No)
Maderero en el hogar
(Ref = No)

Viaje de algin
miembro de la casa 3.16 0.03 0.768 1.11 9.05 4.48 0.01 1.45 13.78
(Ref = No)

2.78 0.09 0.653 0.86 8.96
2.35 0.12 0.506 0.80 6.92

2.75 0.07 0.672 091 833

En los modelos bivariados y en el modelo multivariado se muestran todas aquellas variables con un p-

valor menor a 0.2.

Ademas, se observo que las infecciones sub-microscopicas (Hexp, = 0.649) poseen una
mayor diversidad genética que las infecciones microscopicas (Hex = 0.584), siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p-valor = 0.043). Las infecciones
asintomaticas (Hexy, = 0.622) también mostraron mayor diversidad genética en
comparacion a las infecciones sintomaticas (Hex = 0.591); sin embargo, no se
observaron diferencias significativas (p-valor = 0.092). Esta tendencia fue mas
notoria en el haplogrupo 6 presente en Urco Mirafio, donde las infecciones sub-

microscopicas mostraron una diversidad genética de 0.2762, mientras que las
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infecciones microscopicas tuvieron una diversidad de 0.0401, con diferencias
significativas entre ambos grupos (p-valor = 0.001). De igual manera, las infecciones
asintomaticas infectadas con el haplogrupo 6 (Hex, = 0.161) también mostraron mayor
diversidad genética en comparacion a las infecciones sintomaticas (Heq = 0.060)
causada por el mismo grupo genético (p-valor = 0.034). Al representar las relaciones
genéticas de los haplotipos del haplogrupo 6 en una red de expansién minima
(Figura 8), se observé que tanto las infecciones sub-microscopicas como las
asintomaticas poseen una mayor dispersion a lo largo de la red que las infecciones
microscopicas y sintomaticas. De hecho, las infecciones sintomaticas estan
representadas preferentemente por aquellos haplotipos més frecuentes en el grupo de
los asintomaticos (tanto sub-microscopicos como microscopicos). Esto podria sugerir
que la ausencia de control sobre este grupo de infecciones (asintomaticas y/o sub-
microscopicas) permite el incremento y diversificacion poblacional del parasito, y
ademas sirven como reservorio y fuente a la poblacion humana no expuesta o

susceptible.
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Figura 8. Red minima de expansion de haplotipos del haplogrupo 6 presente en UM. EIl grafico

representa las relaciones genéticas existentes entre las infecciones sintomaticas y asintomaticas

(gréfico de la izquierda), y las infecciones microscopicas y sub-microscépicas (derecha).
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VIIl. DISCUSIONES

La intensidad de transmision de Malaria tiene efectos sobre la poblacion parasitaria,
los cuales pueden evidenciarse en la proporcion de infecciones policlonales, en la
diversidad de las poblaciones parasitarias, y en los niveles de auto-fecundacion,
propagacién clonal, y patrones estructuracién observados (3, 16-18). Por ello en el
presente estudio se describié la distribucion espacial a nivel micro-geografico de
distintas métricas genético poblacionales en tres comunidades de la cuenca del rio
Mazan, y de la comunidad de Urco Mirafio en la cuenca Napo, todas estas

comunidades ubicadas dentro de la jurisdiccidn del Distrito de Mazan.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una distribucion espacial
heterogénea de la diversidad, expansion clonal y estructuracion poblacional a nivel
micro-geografico, con diferencias muy marcadas entre las dos cuencas analizadas.
Asi por ejemplo, la comunidad de Urco Mirafio present6 niveles bajos de diversidad
genética (Hexp = 0.392), incluso ligeramente menores a los reportados previamente
en la comunidad de San Carlos por Delgado-Ratto, Soto-Calle (20) y Van den Eede,
Van der Auwera (22), en donde se encontro valores de diversidad de 0.49 y 0.44
respectivamente. San Carlos es una comunidad situada a 10 km de la carretera
principal Iquitos-Nauta, y a 21 km al sureste de la ciudad de lquitos, a seis horas en
barco por el rio Itaya. En esta comunidad también se reportd niveles bajos de
infecciones policlonales (11%) y un fuerte desequilibrio de ligamiento (IAS = 0.15,

p-calor = 0.001). Al igual que San Carlos, Urco Mirafio es una comunidad nativa con

77



poco o casi escaso desplazamiento humano fuera de la comunidad; lo cual fomenta el
aislamiento reproductivo del paréasito, incrementa el efecto de la deriva génica, y con
ello se reduce la diversidad genética, la proporcion de infecciones policlonales y se

incrementa la endogamia (3).

Un escenario muy distinto es el que se observa en las comunidades de la cuenca
Mazan, en donde estas no solo mostraron niveles elevados de diversidad e infecciones
policlonales; si no también, un bajo nivel endogamia y un alto nimero de poblaciones
genéticas que coexisten incluso dentro de una misma comunidad. Un ejemplo de ello
es la comunidad de Libertad, donde el porcentaje de infecciones policlonales fue
38.1% Yy la diversidad observada fue 0.705. Estos resultados son consistentes con los
niveles de diversidad (Hex = 0.66) e infecciones policlonales (44%) reportadas en
este mismo distrito con muestras colectadas en el afio 2006 (22). Esta ausencia de
disminucion en la diversidad genética en esta zona, pese a los casi 9 afios de
diferencia en la realizacion de los dos estudios, sugiere una poca eficacia por parte de

las estrategias de intervencién para controlar y reducir los casos en Mazan.

Ademas, en el presente estudio también se identificaron las subpoblaciones genéticas
presentes en las distintas comunidades analizadas. La presencia de estructuracion
poblacional es el resultado de procesos naturales e histdricos que generan aislamiento
reproductivo en los parasitos (3, 16-18, 63, 77, 78). En términos practicos, las
infecciones parasitarias que pertenecen a una misma subpoblacion genética
comparten factores de riesgo similares que les dieron origen; mientras que

infecciones que pertenecen a subpoblaciones genéticas distintas son producto de
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factores o causas distintas, es decir, tienen un origen distinto. De esta manera en la
comunidad de Libertad se observo hasta 5 sub-poblaciones genéticas (haplogrupos)
distintas, lo cual sugiere la confluencia de multiples factores de riego que dan origen
a las infecciones en un espacio geografico reducido. Esta comunidad posee la mayor
tasa de prevalencia parasitaria entre las cuatro comunidades analizadas; sin embargo,
en un estudio reciente no se encontrd asociacion significativa entre la prevalencia
parasitaria y algun factor de riesgo del hogar o del individuo (11). Lo cual demuestra
que cuando coexisten multiples fuentes de poblaciones parasitaria en una region
geografica limitada, la estructuracion poblacional es una herramienta util para
identificar y evaluar la contribucién de estos factores riesgo favorables a la

transmision de parasitos.

Esta estructuracion poblacional también fue empleada para identificar y estimar la
proporcién de infecciones migrantes en cada comunidad y cuenca. Definir el patron
de distribucion y dispersion de la enfermedad es clave para la seleccién de medidas
de control, ya que en base a ello se puede redirigir los recursos de manera mas
efectiva (78). Existen multiples aproximaciones para poder definir el flujo genético y
las rutas de dispersion geograficas de las poblaciones parasitarias, siendo aquellas
basadas en coalescencia las més utilizadas (19, 78, 100). Estas permiten medir la tasa
de migracion de manera bidireccional (importacion y exportacion de casos) entre las
poblaciones geogréficas analizadas, lo cual es Gtil para determinar la direccionalidad

de la dispersion.
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Un estudio realizado en el 2016 con muestras provenientes de 5 poblaciones de la
amazonia propuso trece posibles modelos que explican el flujo genético entre las
poblaciones analizadas (19). Sin embargo, el modelo con mayor soporte fue el
modelo de panmixia, 0 modelo de apareamiento reproductivo aleatorio, y sugiere que
en las comunidades analizadas en ese estudio no existe subdivision geogréfica de la
poblacion de paréasitos, lo cual es inconsistente con el registro de desplazamiento
humano en esa region. Si bien los modelos basados en coalescencia permiten
determinar la direccionalidad del flujo genético, estos no permiten definir que
infecciones son autoctonas y cuales son migrantes, lo cual es clave para determinar

las causas que propiciaron este flujo.

Por este motivo en este trabajo se optd por elegir una aproximacion distinta, en la
cual se propuso un modelo bayesiano que permita establecer la probabilidad de cada
infeccion de ser autoctona o migrante (importada o introducida). De esta manera
nuestro modelo propuesto permitio identificar 20 (22.73%) infecciones foraneas en la
cuenca Mazan, siendo 12 de ellas procedentes de la comunidad de San José de
Lupuna (cuenca Nanay), lo cual es consistente con la cercania geografica de estas dos
regiones respecto a las otras &reas analizadas. No obstante, el algoritmo empleado
para poder diferenciar entre infecciones autdctonas y migrantes, solo es capaz de
detectar importaciones o introducciones que involucran un bajo nimero de genotipos
(101). Es decir, los genotipos migrantes similares entre si deben representar un bajo
porcentaje del total de la poblacion donde han ingresado; ya que si el porcentaje es

elevado, estos genotipos similares son identificados como si fuesen una poblacion
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autoctona. Esto trae como consecuencia que las infecciones reportadas como
migrantes en este trabajo no posean ninguna relacion entre si; que no se encuentre
asociacion entre estas infecciones y alguna variable socio-demografica debido a que
los origenes de estas infecciones pueden ser multiples; y que el efecto real de la

movilizacién humana en esta cuenca posiblemente esté subestimado.

Ademas de esta gran proporcién de infecciones migrantes, los resultados también
mostraron una amplia dispersién geografica de al menos 6 sub-poblaciones genéticas
de paréasitos; y expansion clonal de ellas y de sus hibridos en las distintas cuencas
analizadas. Existen dos caracteristicas biologicas importantes de P. vivax que
favorecen los patrones de estructuracién, intercambio génico y diversidad observados.

Esas caracteristicas son la presencia de hipnozoitos y las infecciones asintomaticas.

Los hipnozoitos son estadios durmientes que permanecen ocultos en el higado, los
cuales pueden causar relapsos después de semanas o incluso después de meses de
haberse dado la infeccion (45). Esto conlleva a un aumento de las infecciones
policlonales, incrementando la probabilidad de recombinacion meidtica en el
mosquito, e incremento la diversidad (8, 9, 36, 43, 44, 102). En la Amazonia Peruana
se ha reportado hasta un 57% de episodios recurrentes luego de un tratamiento de
cura radical supervisado (46); sin embargo, la baja sensibilidad de los sero-
marcadores de infeccion reciente hace dificil discriminar que porcentaje del total de
infecciones recurrentes se deben a verdaderos episodios de relapsos.
Lamentablemente el disefio de estudio de este trabajo no permite diferenciar entre

nuevas infecciones y episodios de relapsos, por lo que no es posible poder evaluar de
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manera directa y objetiva la contribucion de estos ultimos en la diversidad y patrones

de estructuracién observados.

El segundo factor involucra a las infecciones asintomaticas las cuales escapan a las
herramientas y estrategias de vigilancia y control actuales, por lo que su falta de
manejo puede también incrementar el ndmero de infecciones policlonales, la
recombinacién, y diversidad parasitaria (103-106). Segun los registros colectados por
el proyecto ICEMR Amazonia realizado desde diciembre del 2012 hasta diciembre
del 2015, en el Perd las infecciones asintomaticas representan un 83.2% del total de
casos, de los cuales el 70.6% son infecciones sub-microscépicas. Considerando que el
total de individuos que poseen una infeccion de malaria (sea sintomatica o
asintomatica) representa el 15.5% de la poblacién total en riesgo, las estrategias de
manejo y deteccidn de casos actualmente empleadas dejan desatendidas a un 13.9%

de la poblacién total (14).

Ademas, alrededor de un 50% del total de infecciones causadas por P. vivax poseen
densidades parasitarias por debajo de 10 parasitos/uL (107), lo cual dificulta el
rendimiento incluso de los métodos moleculares de diagndstico (108) y de
caracterizacion genetica de paréasitos (100). No obstante, ain no se conoce el nivel de
contribucion de las infecciones sub-microscopicas asintomaticas a la transmision. Si
bien se ha detectado la presencia de gametocitos en este tipo de infecciones (105,
109), aun no se sabe si existe un umbral minimo de densidad parasitaria y/o
gametocitaria para que un paciente infectado pueda transmitir los estadios sexuales al

mosquito.
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En este trabajo se observaron diferencias significativas (p-valor = 0.034) en la
diversidad genética de las infecciones asintomaticas y sintomaticas. Ademas, el
analisis de red de expansion minima de haplotipos sugiere que la ausencia de control
sobre este grupo de infecciones (asintomaticas y/o sub-microscopicas), ha permitido
el incremento y diversificacion poblacional del parasito, y ademas sirven como
reservorio y fuente a la poblacién humana no expuesta o susceptible. Esto ausencia de
control también podria permitir un mayor desplazamiento geografico de las
poblaciones parasitarias cuando se combinan con factores sociales, epidemioldgicos y
ambientales que fomentan el desplazamiento humano y del vector. Sin embargo, estos
analisis son preliminares y es necesario el empleo de métodos genéticos mas robustos
y adecuados, y tamafios de muestra mas representativos que permitan hacer un mejor

rastreo de las infecciones.

Por ultimo, mediante la asociacion de las subpoblaciones genéticas encontradas con
distintos factores demogréaficos y clinico-epidemiolégicos de los pacientes infectados,
se midio la contribucidon de estos factores de riesgo a la transmision de la enfermedad
en el distrito y en cada cuenca estudiada, y las consecuencias clinicas sobre la
poblacion susceptible. Se encontr6 asociacion entre las personas que realizaron algin
viaje fuera de su comunidad en el ultimo mes, y la presencia de infecciones causadas
por el haplogrupo 2. Ademas, también se observd asociacion entre convivir con
alguien que haya realizado un viaje reciente, y pertenecer al haplogrupo 1, con la
presencia de sintomas, sugiriendo que ambos haplogrupos han sido introducidos

dentro de esta cuenca recientemente. Estos resultados revelan en primer lugar, que las
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comunidades de la cuenca Mazan no solo son vulnerables por la elevada tasa de
importacion de infecciones, si no también, que son altamente receptivas para poder
transmitir estos nuevos genotipos dentro de la comunidad (11, 110). En segundo
lugar, los resultados sugieren que el ingreso de nuevas poblaciones parasitarias
(haplogrupos 1y 2) podria traer consigo el ingreso de nuevos repertorios antigénicos,
lo cual tiene efecto sobre las manifestaciones clinicas de la poblacion humana
afectada. No obstante, en este trabajo no se analizé la diversidad genética de regiones
codantes 0 genes con capacidad inmunogénica, por lo que es recomendable este tipo

de estudios para confirmar y complementar este hallazgo.

Finalmente, este trabajo resalta la utilidad de la informacién proporcionada por los
parametros genético poblacionales, los cuales, si son empleados e interpretados de
manera adecuada, brindan informacion valiosa a los decisores de politicas publicas
(3, 16, 18, 111). Los resultados mostrados en este estudio sugieren la presencia de
multiples factores que favorecen la dispersion de las poblaciones parasitarias a lo
largo de las cuencas que pertenecen a la jurisdicciéon del distrito de Mazan. La
contribucion de cada uno de estos factores varia a nivel geografico, por lo que
conocer donde y cuando un factor otorga una mayor contribucién a la transmision,
ayuda a poder focalizar los recursos, muchas veces limitados, que posee el estado
para combatir esta enfermedad. Uno de los factores mas importantes identificado en
este estudio fue la movilizaciébn humana, la cual ha ocasionado una elevada
importacion e introduccién de poblaciones parasitarias especificamente en la

comunidad de Libertad. Esta informaciéon debe ser tomada en cuenta en la
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elaboracion de los planes de control, no solo para focalizar los recursos, si no
también, para determinar que estrategias son las mas adecuadas para atacar este

problema.

Pese a ello, aun hay algunas limitaciones que las herramientas genético poblacionales
deben superar para poder ser integradas en los programas de vigilancia (3, 17, 111).
Quizas la limitacion méas importante es la baja sensibilidad mostrada en infecciones
sub-microscopicas, el cual es un problema recurrente en este tipo de estudios, pero
que sin embargo ha sido poco documentado (100). Otra limitacién es la falta de
integracidn de los estudios genéticos y los estudios epidemiol6gicos en malaria. Pese
a que la genética poblacional y la epidemiologia poseen mas cosas en comun que
diferencias, ambas disciplinas han trabajado de manera aislada por mucho tiempo (17,
111). Sin embargo, recientemente se han incrementado los esfuerzos por construir un
lenguaje comdn entre las distintas que estan involucradas en el estudio y prevencion
de esta enfermedad, lo cual ha realzado el rol de la genética poblacional como
disciplina que complementa y enriquece los métodos tradicionales. Finalmente es
necesario incrementar los esfuerzos para el desarrollo de métodos que otorguen
informacion pertinente en un menor tiempo de manera costo-efectiva. El
escalonamiento de los métodos basados en secuenciamiento de nueva generacion, y la
focalizacidn de estas herramientas a preguntas de interés epidemioldgico concretas,
har4 posible determinar un rol claro de la genética poblacional en la toma de

decisiones en politicas de salud puablica.

85



IX. CONCLUSIONES

La seleccion y focalizacion éptima las estrategias de intervencion es indispensable
para el control y eliminacion de malaria. Para lograrlo es necesario que las
herramientas utilizadas para la vigilancia den luces acerca de la contribucion de los

distintos factores que fomentan la transmision de los parasitos.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la comunidad de Libertad
tuvo mayor diversidad genética (Hexp = 0.705), confluencia de un mayor nimero de
subpoblaciones genéticas parasitarias (5 subpoblaciones o haplogrupos), y menores
niveles de endogamia, con respecto a las otras dos comunidades ubicadas en la misma
micro-cuenca, y a la comunidad de Urco Mirafio ubicada en el mismo distrito. Esto
confirma la variacion en los factores que favorecen la transmision de malaria, tanto a
nivel intra-distrital como dentro de una misma microcuenca; y enfatiza la necesidad
de tener estrategias que tomen en consideracion esta variabilidad geografica y micro-

geografica para hacer que las medidas de control sean realmente efectivas.

Por otro lado, nuestros resultados también indican que las comunidades de la cuenca
Mazan poseen una mayor proporcién de importacion e introduccién de nuevos
genotipos (22.73% de infecciones foraneas) que la comunidad de Urco Mirafio (solo
tres infecciones importadas), y que el haplogrupo 2 es una subpoblacion genética
recientemente introducida en la zona limitrofe entre la comunidad de Libertad y la

comunidad de Primero de enero. Ademas, se encontré que la presencia de sintomas
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en la cuenca Mazan es mas probable en personas infectadas que conviven con alguien

que haya salido fuera de la comunidad recientemente.

Por lo que estos resultados muestran que las comunidades de la cuenca Mazéan, a
diferencia de la comunidad de Urco Mirafio en Napo, son vulnerables al ingreso y
propagacién de nuevas subpoblaciones parasitarias con consecuencias clinicas sobre
la poblacion humana susceptible. Esta informacion tiene un alto impacto en las
medidas de prevencion y control que deben ser implementadas en las comunidades de
la cuenca Mazan, las cuales deben incluir el desplazamiento humano como factor en
el disefio de las estrategias para esta zona y sus zonas colindantes, para asi evitar la
reintroduccion de la enfermedad en escenarios aparentemente controlados, y también
evitar la dispersion de la enfermedad hacia otras zonas también vulnerables y

receptivas.
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XI.  ANEXOS

ANEXO 1

Tabla suplementaria 1: Listado de cebadores y sus condiciones de hibridacion y

concentracion.

MS Cromosoma | Inicio Motivo de repeticion Cebador Derecho Cebador Izquierdo Targ];ﬁo Th | [nM] | Grupo
11.162% | Pv_Sall_chrll | 1859261 ATAC GAFTAC“QGTTTCTTGGTT AGGAG plael GACACTTTGG | 2 | 60 | 200 1
14297% | Pv_Sall_chrl4 | 2965458 AAG LR CACCCTTTAG | TOAMMMATGTTCCCC | 200 | 57 | 200 1

Ch2.121% | Py Sall chro2 | 121392 TTA TGG’CCTCCTTTT%CTCTCC S%ESAGTGACCACC 172 | 67| 200 1
Ch2.152%% | Py Sall chro2 | 152435 AAT gf@%ﬁzﬂg gTAG Pég?g TCGCCATGT 153 | 63 | 400 1
Ch14.2986%* | Py _Sall chrl4 | 2986814 AT AeciggﬂéAATAA ¢g$§g$TGTTAAAA 175 | 57| 200 2
Ch14.3010* | Py_Sall_chrl4 | 3010226 AT PRI CAIANSITARA | AGGATGCTTCGETTT | 207 | 60 | 200 2
Ch14.3021%** | Pv_Sall_chrl4 | 3021021 TA iFT’_*r'\é'TGT??EEGTTAC %Eé:GATGTGTCCTT 28 | 57 | 400 2
Ch2.122%** | Py_Sall_chr02 | 122021 ATA DARCCTCBATTGCC | COCATCATCOCATAC | 197 | 60 | 200 2
13230% | Pv_sall chrid | 1601741 TTTA ATG’ACAAT’*GiA(:’AGCAAA $$TT'T“§C“TACGCGT 200 | 58| 200 3
Ch14.2981% | Py_Sall_chrl4 | 2981201 AT PETCOATCAPTCAT | ACTCTICTTICAGCACT 161 | 63 | 400 3
MS6** | Pv_Sall_chrll | 1760698 (ch)égfgg?}(gggzg cey2 é",ngggTT ggTCGGT %ﬁ;‘égg%iﬁieml* 200 | 57| 200 3
MSO** | Pv_Sall chro8 | 1394242 (GGA)18 GAFCAG“%AG(;QTGGAFCTAC gEGA%%%ATAA%TGC 188 | 57| 200 3
3502* | Pv_sall_chr03 | 451099 AACGGATG TPCTSCACCOATG | TCCTACTCAGEGGGA | 16 | 55 | 400 4
MS15%* | Pv_Sall_chr05 | 1110660 (TCT)10 CAATOIALCCAMAG | CTCTCTICOSCTRGA | 2a3 | 57 | 400 4
MS20%* | Py Sall_chrl0 | 1345613 (GAA)“gﬁiEgﬁA’?;f(CAA)“ X'CCA%Q?@QCAAAT SZ%TF%TATT%T#S?AGT 21 |60 | 200 4
MS4** | Pv_Sall_chros | 390261 (AGT)18 SHENLCORTIIACTGT | CTCTCTICIAAGGAA | 220 | 57 | 200 4

* Marcadores reportados por Imwong, Sudimack (84)

** Marcadores reportados por Karunaweera, Ferreira (85)

*** Marcadores reportados por Alarcén Baldeon (47)




ANEXO 2

Tabla suplementaria 2: Porcentaje de amplificacion promedio de los marcadores

en cada rango de concentracion de ADN del parasito

. N % amplificacion % amplificacion
Categoria de Parasitemia N MZN Global
> 8 mol/uL 93/251 98.12 % 99.05 %
(Cq<28.61) (min = 96.80%) (min = 98.01%)
4 —8 mol/uL 68/203 73.40 % 82.80 %
(28.65 < Cq < 31.5) (min = 64.20%) (min = 73.90%)
1.5 -4 mol/uL 41/140 77.10 % 77.80 %
(31.5<Cqg<32091) (min = 63.40%) (min = 69.10%)
0.8 — 1.5 mol/uL 56/98 56.80 % 59.60 %
(Cq < 34.07) (min = 39.60%) (min = 44.20%)

N: NUumero de muestras totales genotipificadas en Mazan, y en las otras areas de
estudio.

% amplificacion MZN: Respecto al total de muestras genotipificadas en MZN.
% amplificacion Global: Respecto a la totalidad de muestras genotipificadas en

todas las areas de estudio (MZN mas las 3 areas de estudio adicionales).



ANEXO 3

Tabla suplementaria 3: Diversidad Haplotipica y Genética por comunidad, por

cuenca en las cuatro areas de estudio, en cada fecha de muestreo.

égtefd(ijg Cuenca Comunidad N Polic(:f)]nales MLG H E.5 Hexp rbarD p.rD %(IIQSS&;;OI)nt
GCJunio2015 4 (0_005?'103)0_00) 4 1386 1000 0802 0.050 0.369 (0_5%/(5')%)

GC Agosto 2015 3 (0.876?'16070.00) 3 1099 1000 0542 1.000 0.001 (0?%93.01’%)

Total GC 7 (17.2577;1;‘7.02) 7 1946 1000 0696 0.090 0.041 (3.3-2553(.)?%)

Linio201s 47, %) 0 38 3509 0810 0705 0072 0001 ool

Mazin LIAgosto2015 16 (12.8337;552.17) 15 2686 0967 0663 0145 0.001 (7.63_153:@%)
Total LI 63 (25.9328;150.27) 49 3757 0816 0705 0076 0001 (10.59'2?8%)

PEMnio201s 15 O 12 2306 osso oses 0204 oot 0%

PEAQOSO2015 3 oo Of 0 3 1089 1000 0750 0167 oars S
o Total PE 18 (O_oéff'gz_m) 15 2630 0890 0611 0173 0.001 (2_32_2;1220_/;%)
Cuenca Mazan Junio 2015 66 (20.4311;8423.22) 53 3847 0826 0707 0070 0.001 (10.(1)?;;/‘.’4%)
Cuenca Mazén Agosto 2015 22, 1“0 00 21 3028 0075 0678 0104 0001 . 2VEN
Total Cuenca Mazén B )51y 4saq 00 4110 0833 0707 0065 0001 RSN

Napo UM Junio2015 70 (5.9%33.60) 33 2662 0426 0411 0243 0.001 (Of'g.ﬁé)

Napo UM Agosto2015 15 (14.1‘20;055.84) 9 1800 0584 0205 0.203 0.001 .

Napo  Total UM 8 (o0 praq 41 279 0370 0302 0210 ooor oS

rea de Estudio Mazan 136 (15_6272;759_92) 86 3930 0418 0610 0092 0.001 (6_31}f;g%)
ﬁg?stdoezisltgdio Mazan 37 (26.9‘;3;239.54) 30 3205 0672 0621 0107 0.001 (e.ol?é?fg%)
ot area de Estudio 173 (20.4277;1373.86) 110 4155 0370 0615 0086 0.001 (8.21?'5’8‘3’%)

Lupuna  Nanay  LUP 36 15o0 2a7g 202 4827 0312 054 0142 ooon o 0100
Cahuide  ltaya  CAH 274 (21‘0256;2381.51) 165 4411 0308 0591 0115 0.001 (8.51_2;‘2/."3%)
SantaEmilia Tigre  STE 137 (31.9%0;158.39) 111 4558 0729 0596 0.161 0.001 (6.7172;‘8%’0%)
Total %50 2089 602 5763 0277 0655 0076 0001 o 29%

(23.10 - 28.69)

(9.8 - 14.0%)
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Figura suplementaria 4: Desequilibrio de ligamiento pareado en las cuencas Mazan (A) y Napo
(B). La escala en grises representa el nivel de desequilibrio de ligamiento (de cero a uno), y cada

recuadro representa la comparacién entre los alelos de cada par de loci.
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Figura suplementaria 2: Andlisis de la tasa de cambio de segundo orden de la probabilidad
marginal. En todos los graficos el eje x representa el nimero de poblaciones posibles en el set de
datos. A) Media aritmética del logaritmo de la probabilidad marginal de las 15 corridas realizadas
asumiendo la presencia de 1 hasta 15 poblaciones. B) Primera diferencial del logaritmo de la
probabilidad marginal. C) Segunda diferencial del logaritmo de la probabilidad marginal. D) Tasa
de cambio de segundo orden de la probabilidad marginal normalizado con la varianza de las 250
mil iteraciones realizadas. Los picos en la figura D representan el nimero de poblaciones mas

probables presentes en el set de datos.
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Figura suplementaria 3: Comparacion de la Estructuracion poblacional de Plasmodium vivax en

cuatro cuencas de la Amazonia Peruana (Mazan, Napo, Nanay, Itaya y Santa Emilia) usando el

modelo de Ligamiento (Modelo 1) asumiendo tres nimeros de poblaciones ancestrales distintos.

A) Estructuracion en base a K = 6, B) K =38, y C) K = 10. Cada color corresponde a una poblacion

ancestral, y cada barra indica la proporcion del genotipo de un individuo que proviene de cada

poblacién ancestral (Coeficiente de Ancestria o Q).
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Figura suplementaria 4: Red minima de expansion de haplotipos del total de infecciones
genotipificadas en las 4 areas de estudio (Mazan, Lupuna, Cahuide y Santa Emilia). Los colores
han sido asignados de acuerdo a la pertenencia de cada infeccidon a una Sub-Poblacion Genética
asumiendo la presencia de 10 Sub-Poblaciones. Cada circulo representa un haplotipo, y su tamafio
guarda relacién directa con el nimero de muestras que presentan ese haplotipo. Las relaciones

genéticas entre los haplotipos estan representadas por lineas que conectan cada circulo.
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Figura suplementaria 5: Consistencia en el coeficiente de ancestria de cada infeccion de
Plasmodium vivax asignado por A) el modelo de Ligamiento (Modelo 1) y B) el modelo

USEPOPINFO (Modelo 2). Ambos modelos se compararon asumiendo K = 6. M: Monoclonales y

ESub-Pob1 MSub-Pob2 [OSub-Pob3 MSub-Pob4 MSub-Pob5 [Sub-Pob6

policlonales en un solo loci, P: Policlonales en dos o0 mas loci.
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Figura suplementaria 6: Distribucion geogréfica de las areas de estudio utilizadas para la
identificacion de las infecciones foraneas dentro del distrito de Mazéan. Las areas de estudio de
Lupuna, Cahuide y Santa Emilia estan ubicadas en las cuencas de los rios Nanay, Itaya y Tigre

respectivamente.
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Figura suplementaria 7: A) Identificacion y asignacion de sub-poblaciones presentes en cada
cuenca; el coeficiente de ancestria (Q) fue calculado usando el MODELO 2. B) EI MODELO 3
corresponde a la identificacion de infecciones Autdctonas, Hibridas, Introducidas e Importadas
mediante el uso conjunto del lugar de muestreo, y la poblacion ancestral definida en el modelo 2
(23 Haplogrupos asignados). EI modelo 3 no calcula un coeficiente de ancestria (Q), por lo que el

valor Q de cada infeccién mostrado fue calculado en el modelo 2.



ANEXO 11

Tabla suplementaria 4: Fuente u origen de las infecciones en cuatro cuencas de

Cuenca Mazan Napo Nanay Itaya Tigre
# Indv Frec.% # Indv Frec.% # Indv Frec.% # Indv Frec.% # Indv Frec.%
Autoctono 65 73.86 82 96.47 319 87.16 238 86.86 115 83.94

Hibrido 3 3.41 - - 8 2.19 2 0.73 5 3.65
Introducido 5 5.68 - - 7 191 13 474 4 2.92
Importado 15 1705 3 3.53 32 874 21 766 13 9.49
Total 88 85 366 274 137

la Amazonia Peruana
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Figura suplementaria 8: Distribucion geogréfica de los casos autéctonos e infecciones
policlonales causadas por el haplogrupo 1 en las cuatro comunidades estudiadas: Gamitanacocha
(GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco Mirafio (UM). Las infecciones autéctonas
causadas por este haplogrupo estan representadas por puntos azules, mientras que las infecciones

foraneas se representan con triangulos; y su tamafio depende de la complejidad de la infeccion.
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Figura suplementaria 9: Distribucion geografica de los casos autdctonos e infecciones
policlonales causadas por el haplogrupo 3 en las cuatro comunidades estudiadas: Gamitanacocha
(GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco Mirafio (UM). Las infecciones autéctonas
causadas por este haplogrupo estan representadas por puntos fucsias, mientras que las infecciones

foraneas se representan con tridngulos; y su tamafio depende de la complejidad de la infeccion.
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Figura suplementaria 10: Distribucion geografica de los casos autdctonos e infecciones
policlonales causadas por el haplogrupo 4 en las cuatro comunidades estudiadas: Gamitanacocha
(GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco Mirafio (UM). Las infecciones autéctonas
causadas por este haplogrupo estan representadas por puntos verdes, mientras que las infecciones

foraneas se representan con tridangulos; y su tamafio depende de la complejidad de la infeccion.
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Figura suplementaria 11: Distribucion geografica de los casos autdctonos e infecciones
policlonales causadas por el haplogrupo 5 en las cuatro comunidades estudiadas: Gamitanacocha
(GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco Mirafio (UM). Las infecciones autéctonas
causadas por este haplogrupo estan representadas por puntos amarillos, mientras que las
infecciones foraneas se representan con tridngulos; y su tamafio depende de la complejidad de la

infeccion.
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Figura suplementaria 12: Distribucion geografica de los casos autdctonos e infecciones

policlonales causadas por el haplogrupo 6 en las cuatro comunidades estudiadas: Gamitanacocha

(GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco Mirafio (UM). Las infecciones autéctonas

causadas por este haplogrupo estan representadas por puntos rojos, mientras que las infecciones

foraneas se representan con triangulos; y su tamafio depende de la complejidad de la infeccién.



ANEXO 17

GC Li
O -:C

100 0 200 400 m 500 0 1000 2000 m

[ m  mem s [ s s

PE um

&

500 0 1000 2000 m 100 0 200 400 m

[ = — s— [ m=  mem

Fuente: COl: Haplogrupos:

O Autectono o -1 O A3 © Haplogrupo 7

4 Migrante 0 A2 OA4 2 Haplogrupo 2

Figura suplementaria 13: Distribucion geografica de los casos autdctonos e infecciones
policlonales causadas por los haplogrupos 2 y 7 en las cuatro comunidades estudiadas:
Gamitanacocha (GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y Urco Mirafio (UM). Las infecciones
autoctonas causadas por este haplogrupo estan representadas por puntos celestes, mientras que las
infecciones foraneas se representan con tridngulos; y su tamafio depende de la complejidad de la

infeccion.



ANEXO 18

Tabla suplementaria 5: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia del Haplogrupo 1 en la cuenca Mazan.

Factor de exposicion Modelo Bivariado
OR p-valor [IC 95%)]

Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 1.31 0.796 0.17 10.35
12 -<18 2.63 0.373 0.31 21.92
> 18 1.64 0.575 0.29 9.25
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 0.90 0.872 0.25 3.20
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 1.20 0.834 0.22 6.61
Agricultor 0.70 0.705 0.11 4.55
Otros 240 0.33 0.41 13.98
Agricultor en el Ultimo mes (Ref = No)

Si 0.74 0.669 0.18 3.02
Pescador en el ultimo mes (Ref = No)

Si

Maderero en el Ultimo mes (Ref = No)

Si

Ocupacién fuera de la comunidad

(Ref = No)

Si 0.35 0.337 0.04 2.96
Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si 0.73 0.621 0.20 2.59
Pescador en el hogar (Ref = No)

Si

Maderero en el hogar (Ref = No)

Si 0.38 0.374 0.05 3.20
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 0.72 0.769 0.08 6.33
Viaje de algin miembro de la casa

(Ref=No)

Si 0.75 0.723 0.15 3.78
Complejidad de Infeccién (Ref = 1)

Policlonal 0.16 0.085 0.02 1.29
Sintomatologia (Ref = No)

Si 3.65 0.055 0.97 13.67
Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 091 0.89 0.26 3.26
Parasitemia

0.97 0.714 1.00 1.00




ANEXO 19

Tabla suplementaria 6: Modelos bivariados y Multivariado de regresion

logistica para la presencia del Haplogrupo 2 en la cuenca Mazan.

Modelo Bivariado

Modelo Multivariado

Factor de exposicién

OR  p-valor [IC 95%] OR  p-valor [1C 95%]
Edad (Ref = < 7 afios)
7-<12 4.04 0.124 0.68 23.94
12 - <18 1.17 0905 0.09 14.56
> 18 2.03 0412 0.37 11.05
Sexo (Ref = Femenino)
Masculino 328 0.062 094 1142 298 010 0.83 10.70
Ocupacién (Ref = Menor de Edad)
Estudiante 2.22 0.315 0.47 10.54
Agricultor 1.09 0.92 0.20 5.98
Otros 2.40 033 041 13.98
Agricultor en el ultimo mes (Ref = No)
Si 0.50 0323 013 197
Pescador en el ultimo mes (Ref = No)
Si
Maderero en el Gltimo mes (Ref = No)
Si 5.38 0.244 0.32 91.64
Ocupacion fuera de la comunidad (Ref = No)
Si 2.61 0132 0.75 9.07
Agricultor en el hogar (Ref = No)
Si 0.81 0.724 0.25 2.58
Pescador en el hogar (Ref = No)
Si
Maderero en el hogar (Ref = No)
Si 2.87 0.1 0.82 10.08
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)
Si 4.33 0.044 1.04 18.10
Viaje de algiin miembro de la casa (Ref = No)
Si 3.35 0.052 0.99 1131 352 0.09 081 15.36
Complejidad de Infeccion (Ref = 1)
Policlonal 0.70 0571 0.20 2.44
Sintomatologia (Ref =
No)
Si 2.78 0.086 0.86 8.96
Patencia (Ref = Sub-
Patente)
Patente 2.17 0.224 0.62 7.58
Parasitemia

1.02 0735 1.00 1.00




ANEXO 20

Tabla suplementaria 7: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia del Haplogrupo 3 en la cuenca Mazan.

Factor de exposicion OR  p-valor [1C 95%]
Edad (Ref =7 - 12 afios)

12 - <18 1.89 0.666 0.11 33.89
> 18 2.06 0532 021 19.91
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 0.53 0.471 0.09 3.03
Ocupacion (Ref = Estudiante)

Estudiante

Agricultor 4.19 0.216 0.43 40.62
Otros 1.83 0.678 0.11 32.00
Agricultor en el ltimo mes

(Ref = No)

Si 1.38 0.73 022 8.80
Pescador en el Ultimo mes

(Ref = No)

Si 6.42 0.141 054 76.34
Maderero en el altimo mes

(Ref = No)

Si

Ocupacion fuera de la comunidad (Ref

= No)

Si 2.06 0426 035 12.27
Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si

Pescador en el hogar (Ref = No)

Si

Maderero en el hogar (Ref = No)

Si 2.23 0378 037 13.34
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 1.97 0562 020 19.64
Viaje de algin miembro de la casa (Ref

= No)

Si 2.47 0.343 0.38 15.99
Complejidad de Infeccion (Ref = 1)

Policlonal 1.93 0.439 037 10.18
Sintomatologia (Ref = No)

Si 0.42 0.443 004 3.90
Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 1.17 0.87 018 7.37
Parasitemia

1.00 0.969 1.00 1.00




ANEXO 21

Tabla suplementaria 8: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia del Haplogrupo 4 en la cuenca Mazan.

Factor de exposicion OR  p-valor [1C 95%]
Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 1.90 0.443  0.37 9.87
12 - <18

> 18 0.38 0312 006 2.48
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 1.42 0621 0.35 5.68
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 0.86 0.857  0.17 4.33
Agricultor 0.24 0.216 0.02 231
Otros 0.48 0531 0.05 4.78
Agricultor en el Ultimo mes

(Ref = No)

Si 0.26 0.225 0.03 2.26
Pescador en el ultimo mes

(Ref = No)

Si

Maderero en el altimo mes (Ref = No)

Si

Ocupacion fuera de la comunidad (Ref

= No)

Si 0.46 0473 005 3.90
Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si 0.77 0.706  0.19 3.08
Pescador en el hogar (Ref = No)

Si

Maderero en el hogar (Ref = No)

Si 0.49 0518 0.06 4.23
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 1.08 0946 0.12 9.82
Viaje de algin miembro de la casa (Ref

= No)

Si 0.47 0491 0.05 4.06
Complejidad de Infeccion (Ref = 1)

Policlonal 0.91 0.9 021 3.92
Sintomatologia (Ref = No)

Si

Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 1.32 0718 029 591
Parasitemia

1.03 0.528 1.00 1.00




ANEXO 22

Tabla suplementaria 9: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia del Haplogrupo 5 en la cuenca Mazan.

Factor de exposicién OR  p-valor [1C 95%]
Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 0.60 0.449 0.16 2.26
12 - <18 1.56 0.563 0.35 6.94
> 18 0.95 0.92 0.33 2.76
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 1.05 0912 0.44 2.49
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 1.09 0.879 0.35 3.43
Agricultor 1.13 0.826 0.37 3.47
Otros 0.76 0.697 0.18 3.10
Agricultor en el Gltimo mes

(Ref = No)

Si 1.73 0.244  0.69 4.37
Pescador en el Ultimo mes

(Ref = No)

Si 1.70 0.605 0.23 12.70
Maderero en el Gltimo mes

(Ref = No)

Si 1.68 0.718 0.10 27.79
Ocupacién fuera de la comunidad (Ref

= No)

Si 0.58 0.343 0.19 1.80
Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si 1.17 0.735 0.48 2.84
Pescador en el hogar (Ref = No)

Si

Maderero en el hogar (Ref = No)

Si 0.45 0.193 0.13 1.50
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 0.38 0.234 0.07 1.89
Viaje de algin miembro de la casa (Ref

= No)

Si 0.52 0.252 0.17 1.60
Complejidad de Infeccion (Ref = 1)

Policlonal 1.34 0.527 0.54 3.28
Sintomatologia (Ref = No)

Si 0.86 0.755 0.35 2.16
Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 0.53 0.168 0.22 1.30
Parasitemia

1.01 0.851 1.00 1.00




ANEXO 23

Tabla suplementaria 10: Modelos bivariados y Multivariado de regresion

logistica para la presencia de infecciones importadas en la cuenca Mazan.

Modelo Bivariado Modelo Multivariado

Factor de exposicion OR p-valor [IC95%] OR pvalor  [IC 95%]

Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 0.13 0074 001 122 015 0.09 0.02 1.36
12 - <18 025 0232 0.03 241 028 0.28 0.03 2.74
> 18 0.44 0.2 013 154 052 031 0.14 1.86
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 033 0082 010 115 037 0.12 0.10 1.30
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 0.27 0.13 0.05 147

Agricultor 0.71 0613 019 263

Otros 024 0204 0.03 218

Agricultor en el ltimo mes (Ref = No)

Si 145 0523 046 4.59

Pescador en el ultimo mes (Ref = No)

Si 160 0.695 0.15 16.48

Maderero en el altimo mes (Ref = No)

Si

Ocupacion fuera de la comunidad (Ref = No)

Si 153 0515 042 553

Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si 0.67 0485 0.22 2.06

Pescador en el hogar (Ref = No)

Si

Maderero en el hogar (Ref = No)

Si 168 0432 046 6.11

Viaje en el altimo mes

(Ref = No)

Si 048 0508 0.06 4.14

Viaje de algin miembro de la casa (Ref = No)

Si 0.84 0.81 021 3.36

Complejidad de Infeccion (Ref = 1)

Policlonal 179 0312 058 551

Sintomatologia (Ref = No)

Si 058 0.388 0.17 2.00

Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 1.19 0761 038 3.71

Parasitemia

095 0474 100 1.00




ANEXO 24

Tabla suplementaria 11: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia del Haplogrupo 6 en la cuenca Napo.

Factor de exposicion OR  p-valor [1C 95%]
Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 0.55 0384 0.15 2.09
12 - <18 0.42 0179 012 148
> 18 0.57 0395 016 2.07
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 0.93 0875 038 227
Ocupacién (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 0.50 0222 0.16 153
Agricultor 0.35 0.164 0.08 153
Otros 1.06 0.952 0.17 6.74
Agricultor en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 1.38 0619 039 492
Pescador en el ultimo mes (Ref = No)

Si

Maderero en el Gltimo mes (Ref = No)

Si

Ocupacion fuera de la comunidad (Ref = No)

Si 3.23 0.295 0.36 28.97
Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si 1.67 0285 0.65 4.28
Pescador en el hogar (Ref = No)

Si 3.23 0295 0.36 28.97
Maderero en el hogar (Ref = No)

Si

Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 0.58 0.701  0.03 9.56
Viaje de algiin miembro de la casa (Ref = No)

Si 1.09 0878 036 3.32
Complejidad de Infeccion (Ref = 1)

Policlonal 0.73 0.577 024 2.20
Sintomatologia (Ref = No)

Si 0.86 0.744 035 211
Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 1.90 0.169 0.76 4.77
Parasitemia

1.11 0.133 1.00 1.00




ANEXO 25

Tabla suplementaria 12: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia de la del Haplogrupo 7 en la cuenca Napo.

Factor de exposicion OR  p-valor [I1C 95%]
Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 302 0131 072 1270
12 - <18 396 0.048 1.01 1552
> 18 237 0229 058 9.72
Sexo (Ref = Femenino)

Masculino 116 0.756 046  2.88
Ocupacién (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 336 0.056 097 11.68
Agricultor 339 0128 070 16.38
Otros 158 0.641 0.23 10.90
Agricultor en el tltimo mes (Ref = No)

Si 055 0398 014 219
Pescador en el ultimo mes (Ref = No)

Si

Maderero en el dltimo mes (Ref = No)

Si

Ocupacién fuera de la comunidad (Ref = No)

Si 036 0367 0.04 327
Agricultor en el hogar (Ref = No)

Si 060 0292 023 156
Pescador en el hogar (Ref = No)

Si 036 0367 004 327
Maderero en el hogar (Ref = No)

Si

Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

Si 2.04 0.62 0.12 33.83
Viaje de algiin miembro de la casa (Ref = No)

Si 112 0.848 036 341
Complejidad de Infeccion (Ref = 1)

Policlonal 085 0.788 0.27 274
Sintomatologia (Ref = No)

Si 1.24 0.64 050 3.0
Patencia (Ref = Sub-Patente)

Patente 063 0336 025 161
Parasitemia

089 0141 1.00 1.00




ANEXO 26

Tabla suplementaria 13: Modelos bivariados y multivariado de regresion

logistica para la presencia de Sintomatologia en el distrito de Mazan.

Factor de exposicién

Modelo Bivariado

Modelo Multivariado

OR p-valor [IC95%] OR p-valor [IC 95%)]
Patencia (Ref = Sub-Patente) 201 004 105 386 235 001 119 4.66
Parasitemia (1/1000) 1.01 055 098 104
Clonalida de la infeccion (Ref =
Monoclonal) ( 060 0.17 029 1.25
Complejidad de infeccion (Ref = 1)
2 062 021 029 131
3 0.67 0.75 0.06 7.58
Haplogrupo 1 (Ref = No) 286 011 0.80 10.18
Haplogrupo 2 (Ref = No) 217 017 072 6.56
Haplogrupo 3 (Ref = No) 0.37 038 0.04 3.40
Haplogrupo 4 (Ref = No)
Haplogrupo 5 (Ref = No) 0.76 050 0.34 1.69
Haplogrupo 6 (Ref = No) 112 074 058 217
Haplogrupo 7 (Ref = No) 140 042 062 3.16
Infecciones Importadas (Ref = No) 055 028 019 1.63
Edad (Ref = < 7 afios)
7-<12 055 020 022 1.38
12 - <18 069 044 027 1.76
>18 098 095 044 215
Sexo (Ref = Femenino) 095 087 051 176
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)
Estudiante 064 026 030 1.38
Agricultor 0.69 042 029 1.68
Otros 123 070 043 348
Agricultor en el ultimo mes (Ref = No) 111 078 054 226
Pescador en el altimo mes (Ref = No) 154 0.67 021 1120
Maderero en el tltimo mes (Ref = No)
(l\)l:):)upauon fuera de la comunidad (Ref = 180 019 075 437
Agricultor en el hogar (Ref = No) 071 029 037 134
Pescador en el hogar (Ref = No) 115 086 025 5.30
Maderero en el hogar (Ref = No) 211 016 0.74 5.96
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No) 226 018 069 7.45
\l\ﬂ'of;’e dealgin miembro delacasa (Ref= 5 59 03 1.08 483 274 001 125 6.00
Malaria en el dltimo afio (Ref = No) 132 039 070 249
Malaria en su vida (Ref = No) 091 091 020 4.26




ANEXO 27

Tabla suplementaria 14: Modelos bivariados y multivariado de regresion

logistica para la presencia de Sintomatologia en la cuenca Mazan.

Factor de exposicién

Modelo Bivariado

Modelo Multivariado

OR p-valor [IC95%] OR p-valor [IC 95%)]
Patencia (Ref = Sub-Patente) 090 082 037 219
Parasitemia (1/1000) 1.07 013 098 116 110 0.04 100 1.20
Clonalida de la infeccién (Ref =
Monoclonal) ( 042 0.09 016 1.16
Complejidad de infeccion (Ref = 1)
2 042 011 015 121
3 0.67 0.75 0.06 7.79
Haplogrupo 1 (Ref = No) 3.65 006 097 13.67 483 0.03 119 19.61
Haplogrupo 2 (Ref = No) 278 0.09 0.86 8.96
Haplogrupo 3 (Ref = No) 042 044 0.04 3.90
Haplogrupo 4 (Ref = No)
Haplogrupo 5 (Ref = No) 086 0.76 0.35 216
Haplogrupo 6 (Ref = No)
Haplogrupo 7 (Ref = No)
Infecciones Importadas (Ref = No) 0.58 0.39 0.17 2.00
Edad (Ref = < 7 afios)
7-<12 0.67 057 017 259
12 - <18 0.88 0.87 0.17 4.49
>18 125 069 042 3.73
Sexo (Ref = Femenino) 164 028 0.67 3.98
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)
Estudiante 0.70 056 021 230
Agricultor 0.80 071 025 255
Otros 1.60 050 040 6.36
Agricultor en el ultimo mes (Ref = No) 150 039 059 3.80
Pescador en el altimo mes (Ref = No) 1.79 057 024 1341
Maderero en el altimo mes (Ref = No)
(l\)l:):)upauon fuera de la comunidad (Ref = 235 012 080 6.92
Agricultor en el hogar (Ref = No) 0.88 0.78 0.36 217
Pescador en el hogar (Ref = No)
Maderero en el hogar (Ref = No) 275 007 091 833
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No) 188 035 050 7.11
\l\ﬂ'of;’e dealgin miembrodelacasa(Ref= 315 o3 111 005 448 001 145 13.78
Malaria en el dltimo afio (Ref = No) 148 042 057 385

Malaria en su vida (Ref = No)




ANEXO 28

Tabla suplementaria 15: Modelos bivariados de regresion logistica para la

presencia de Sintomatologia en la cuenca Napo.

Modelo Bivariado
OR p-valor [IC 95%)]

Factor de exposicion

Patencia (Ref = Sub-Patente) 500 0.002 176 14.19
Parasitemia (1/1000) 1.00 092 097 1.03
Clonalida de la infeccién (Ref =

Monoclonal) 1.05 094 035 314
Complejidad de infeccion (Ref = 1)

2 1.05 094 035 314
3

Haplogrupo 1 (Ref = No)

Haplogrupo 2 (Ref = No)

Haplogrupo 3 (Ref = No)

Haplogrupo 4 (Ref = No)

Haplogrupo 5 (Ref = No)

Haplogrupo 6 (Ref = No) 0.8 074 035 211
Haplogrupo 7 (Ref = No) 124 064 050 3.10
Infecciones Importadas (Ref = No)

Edad (Ref = < 7 afios)

7-<12 0.46 023 013 1.64
12 - <18 052 029 016 173
> 18 083 076 025 272
Sexo (Ref = Femenino) 057 021 0.23 137
Ocupacion (Ref = Menor de Edad)

Estudiante 053 023 019 149
Agricultor 0.65 056 0.16 2.68
Otros 092 092 018 458

Agricultor en el Gltimo mes (Ref = No) 081 073 024 271
Pescador en el tltimo mes (Ref = No)
Maderero en el altimo mes (Ref = No)

Ocupacion fuera de la comunidad (Ref = 136 072 026 7.19

No)
Agricultor en el hogar (Ref = No) 052 018 021 134
Pescador en el hogar (Ref = No) 13 072 026 7.19

Maderero en el hogar (Ref = No)
Viaje en el Gltimo mes (Ref = No)

\l\ﬁgje de algin miembro de la casa (Ref = 167 035 057 486

Malaria en el dltimo afio (Ref = No) 130 055 055 312
Malaria en su vida (Ref = No) 179 052 0.30 10.60




