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RESUMEN

En los ultimos cinco afos, la malaria se ha incrementado de forma constante en la Amazonia
Peruana. Este estudio busca determinar la heterogeneidad micro-geografica de las
parasitemias por Plasmodium vivax en comunidades rurales de la Amazonia Peruana.
Cuatro encuestas transversales de deteccion activa de casos (DAC) fueron realizadas entre
Mayo y Julio del 2015 en cuatro comunidades rurales del distrito de Mazan. La deteccion de
agrupaciones (clusters) de parasitemias por P. vivax dentro de las comunidades fue
determinada mediante el analisis de Anselin’s Local Moran’s / (LISA) y se utilizaron modelos
de regresion de Poisson multinivel para evaluar si los factores asociados con parasitemias
por P. vivax varian a un nivel micro-geografico, con dos aproximaciones: 1) incluyendo todas
las comunidades y términos de interaccién (multi-comunidad) y 2) un modelo por cada
comunidad (comunidad-especifico). Se analizaron 2785 muestras de 820 individuos
ubicados en 154 hogares para la identificacion de parasitemias por P. vivax y P. falciparum
en base a microscopia y qPCR. Del total de individuos enrolados, 47% tuvo al menos una
parasitemia por P. vivax 'y 10% por P. falciparum determinados por qPCR. En ambos casos
las parasitemias eran predominantemente sub-microscopicas y asintomaticas. El analisis de
LISA detecto clusters significativos en tres de las cuatro comunidades (Moran’s / > 0.02;
rango valor-p = 0.001 — 0.05). Los modelos de regresion multi-comunidad y comunidad-
especificos mostraron diferencias en los factores de riesgo entre las comunidades de
estudio. Los factores donde se observé modificacion de efecto de acuerdo a la comunidad
fueron la ocupacién (Razén de prevalencias ajustada - RPA>1.36; rango valor-p = 0.04 —
0.05) y movilizacion de los habitantes (RPA>2.93; rango valor-p = 0.01 — 0.03). Se observo
que los patrones de agrupacion espacial de parasitemias por P. vivax difieren entre
comunidades con diferentes perfiles de movilizacion relacionadas al trabajo. Nuestros
hallazgos de que todas las comunidades tuvieron prevalencias de P. vivax por encima del
25% al cabo de cuatro encuestas transversales cuestionan la clasificacion tradicional de la
Region Amazonica Peruana como area hipo-endémica para la transmision de malaria. La
heterogeneidad de P. vivax observada en el estudio parece estar relacionada a la
movilizacion de la poblacion entre comunidades en la misma micro-cuenca, un aspecto clave
y poco estudiado para el control de malaria en la Amazonia Peruana y que se puede atender

en futuras estrategias para la eliminacion de la malaria.
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ABSTRACT

Malaria has steadily increased in the Peruvian Amazon over the last five years. This study
aimed to determine the parasite prevalence and micro-geographical heterogeneity of
Plasmodium vivax parasitemia in rural communities of the Peruvian Amazon. Four cross-
sectional active case detection (ACD) surveys were conducted between May and July 2015
in four riverine communities in Mazan district. Spatial clusters of P. vivax parasitemias were
determined by Anselin’s Local Moran’s | analysis (LISA). Multilevel Poisson regression
models were used to evaluate if associated factors to P. vivax parasitemias vary at micro-
geographical level using two approaches: 1) including all communities (multi-community) and
2) a standalone model for each community (community-specific). Analysis of 2785 samples
of 820 individuals nested within 154 households for P. vivax and P. falciparum parasitemias
was carried out using light microscopy and gPCR. Of enrolled individuals, 47% had at least
one P. vivax parasitemia and 10% P. falciparum, by gPCR, both of which were predominantly
sub-microscopic and asymptomatic. Spatial analysis detected significant clustering in three
communities (Moran’s /| > 0.02; p-value range= 0.001 — 0.05). Multi-community and
community-specific multilevel Poisson regression models showed differences in associated
factors across communities. Effect modification accordingly to community was observed on
occupation (Adjusted Prevalence Ratio - APR>1.36; p-value range= 0.04 — 0.05) and human
mobilization (APR>2.93; p-value range= 0.01 — 0.03). We observed different spatial
clustering patterns of P. vivax parasitemias in communities with specific occupational-related
mobility profiles. Our findings that all communities have a P. vivax prevalence higher than
25% in one-month period challenge the traditional classification of the Peruvian Amazon
region as hypoendemic for malaria transmission. The observed heterogeneity might be
related to human population movement among communities in the same micro-basin, a key
and neglected aspect of malaria control that need to be addressed in future malaria

elimination strategies.
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INTRODUCCION

El progreso en reducir la incidencia y mortalidad de la malaria en la ultima década ha sido
significativo a nivel mundial, sin embargo existen aun desafios claves que se mantienen,
particularmente con un énfasis global en la eliminacién de malaria 2. De acuerdo a datos
posteriores a la Segunda Guerra Mundial, la transmision de malaria en el Peru ha estado
dominada por Plasmodium vivax. Desde de la década de 1990, P. falciparum, junto con P.
vivax, han emergido como epidemias principales, con brotes continuos e incremento de
incidencias que contintian hasta el presente *°. En la Gltima década, cinco afios (2005-2010)
de financiamiento del Fondo Mundial para la lucha contra el VIH/Sida, Tuberculosis y Malaria
(Programa para el Control de la Malaria en las Zonas Fronterizas de la Region Andina —
PAMAFRO) fueron utilizados para ampliar estrategias de control integral que incluian la
mejora del diagndstico oportuno y tratamiento de casos de malaria en areas endémicas,
fortalecimiento del sistema de servicios de salud, entrenamiento a promotores de salud y
microscopistas, y distribuir mosquiteros tratados con insecticida y gestion ambiental a través
de participacion comunitaria 8. Como resultado, el nimero de casos de malaria reportados
por deteccion pasiva en el 2010 fue el mas bajo en las dos ultimas décadas (11,604 casos).

Desde entonces, las actividades de control han sido delegadas como responsabilidad
exclusiva de la Direccion Regional de Salud de Loreto (DRSL) del Ministerio de Salud,
priorizando la deteccidn pasiva y reactiva de casos usando microscopia Optica estandar y
tratando infecciones confirmadas, representando asi, la descentralizacion de dichas
actividades. Sin embargo, focos residuales de transmision con nuevas infecciones, relapsos
de infecciones previas por hipnozoitos adquiridos en un tiempo distante, cambios en el
comportamiento y poblaciones del vector 910 Anopheles darlingi (vector principal para ambas
especies de parasitos de malaria en Pert) """ reservorios de infecciones sub-
microscépicas >4, factores relacionados al clima (como inundaciones en el departamento
de Loreto en los ultimos afos) y el persistente gran esfuerzo que demanda para la
poblaciones rurales dispersas para acceder a los servicios de salud, han contribuido al
incremento del numero de infecciones reportadas desde 2011, principalmente en el
departamento de Loreto *'°. Ubicado en la region Amazodnica, el departamento de Loreto
cubre el 28.7% (386,51 Km?) del total del territorio Peruano, abarcando el 3.3% (1°018,160
hab.) del total de la poblacién de Pert ', y representando el 95% de la carga de malaria a
nivel nacional. A pesar de que se ha reportado que la transmisién de malaria es perenne en

la Amazonia peruana, con una temporada de alta transmisién entre noviembre y junio °,
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datos de la DRSL sugieren que Loreto tiene una distribucién espacio-temporal de malaria
bastante heterogénea °.

En este contexto, es posible distinguir grupos con alto riesgo de malaria '’. Espacialmente,
infecciones agrupadas a un nivel hogar pueden revelar clusters de hogares donde el riesgo
de infeccion de malaria es mas alto en comparacién con el resto de la comunidad '*2'. La
deteccion de estos clusters de alto riesgo puede ayudar a enfocar los esfuerzos de control
de malaria '®%72*, Mas importante, desde la perspectiva de medidas de control de salud
publica, los clusters deben ser identificados sin importar la sintomatologia o densidad
parasitaria de los portadores, debido a que la inmunidad adquirida por los habitantes de los

25-29 v |a clonalidad de los parasitos de malaria en la region Amazénica *°*, genera

clusters
una mayor proporcion de infecciones indetectables (sub-microscopicas) que, por su falta de
sintomas, no recibirian tratamiento. En este escenario, se esperaria observar diferentes
patrones de agregacion espacial para los casos de malaria (esto es, parasitemia

acompafnada de sintomas) y parasitemia por malaria (con o sin sintomas) 19,

La biologia particular de P. vivax incluye un estadio inactivo en el higado (i.e. hipnozoitos)
que se mantiene indetectable hasta que mecanismos atn desconocidos * activan el ciclo
del parasito y causan la reactivacién de la infeccion original *°. De manera importante, el
tratamiento de P. vivax en el Peru esta basado en un régimen de 7 dias de primaquina (PQ)
de 0.5mg/kg/dia. Sin embargo, este régimen no es normalmente supervisado y se ha
reportado una tasa de adherencia del 62% *’. Herramientas para distinguir entre tipos de

recurrencias aun estan en desarrollo 2%#

. Las recurrencias de malaria por P. vivax son
ocasionadas por infecciones nuevas (a partir de una nueva picadura del mosquito), recaidas
por reactivacion de hipnozoitos (denominado en adelante como “relapso”) o fallas al
tratamiento *?. Por lo tanto, en este trabajo el término parasitemia se utiliza para indicar la
presencia de parasitos de Plasmodium circulando en la sangre, como sugiere la
Organizacién Mundial de la Salud **, sin tomar en cuenta el origen desde una nueva
infeccion o relapso de hipnozoitos, bajo el supuesto que ambos son probablemente

equivalentes en términos del potencial de transmision’ *.

En los ultimos afos, algunos estudios han demostrado una alta heterogeneidad espacial en
las prevalencias de P. vivax y P. falciparum a nivel microgeografico “>***’. Sin embargo, poco
ha sido explorado en términos de los factores que influencias esta heterogeneidad. Otras

disciplinas, como analisis espacio-temporales, especificamente en regresiones espaciales,
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se ha acufiado el término ‘proceso espacial no-estacionario’ para referirse a una estimacion
global del factor de riesgo que puede resultar inapropiada ya que promedia relaciones que
no son transferibles a todos los contextos locales. En este contexto este estudio busca
explorar las heterogeneidades de P. vivax intra-comunidad y entre-comunidades asi como

determinar las diferencias en los factores de riesgo que pueden ocasionar este fendbmeno.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previos en comunidades cercanas a lquitos (capital del departamento de Loreto)
muestran una moderada heterogeneidad espacial y micro-epidemiologica de la transmision
de malaria, ambos en términos de incidencia de la enfermedad y prevalencia parasitaria
144849 No obstante, la dinamica compleja de la transmision de la malaria en comunidades
rurales -el contexto tipico de malaria en la Amazonia- requiere una identificacion precisa de
estos clusters de alto riesgo de parasitemia por P. vivax y los factores asociados a nivel
persona, hogar y comunidad para mejorar la implementacion de estrategias de intervencion

en estos clusters de transmision 220

. Este estudio busca determinar la heterogeneidad de
los factores de riesgo de la parasitemia por P. vivax entre comunidades rurales de la
Amazonia Peruana, tomando en cuenta el agrupamiento de malaria dentro de hogares y
dentro de comunidades. Asi, un analisis espacial y multinivel se llevd a cabo usando

informacion espacial en cuatro comunidades rurales de la Region Amazonica del Peru.

OBJETIVOS

Principal
Determinar la heterogeneidad de los factores de riesgo de parasitemias por P. vivax, en

términos de modificacion de efecto en cuatro comunidades rurales de la Amazonia Peruana.

Secundarios

- Determinar la prevalencia de parasitemias por P. vivax en cuatro comunidades rurales de la
Amazonia Peruana.

- Determinar la heterogeneidad espacial de parasitemias por P. vivax en cada una de las cuatro
comunidades rurales de la Amazonia Peruana.

- Determinar la heterogeneidad en las prevalencias de parasitemias por P. vivax entre las cuatro

comunidades rurales de la Amazonia Peruana.
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METODOS

Area de estudio y poblacion

El presente estudio se llevo a cabo en el distrito de Mazan (Norte de Iquitos), provincia de
Maynas en el departamento de Loreto. La poblacion es principalmente mestiza, muy pobre
y viven en casas de madera semi-abiertas sin divisiones. La economia local depende de la
agricultura, madereria y pesca. El clima es tropical con temperaturas minimas de 17°C a
20°C en los meses de diciembre a marzo, y temperaturas maximas de hasta 36°C en junio
y julio. El promedio de humedad es 84% con fuertes lluvias desde noviembre hasta mayo
%52 E| distrito de Mazan se compone de pequefias comunidades y la capital y comunidad
mas grande es la comunidad de Mazan (3.503° S, 73.094° W), localizado cerca de la
confluencia de los rios Mazan y Napo, a unos 55km - 60km de la ciudad de Iquitos (1 hora
en bote).

La transmision de malaria en el distrito de Mazan tiene un patrén epidemiolégico inestable y
estacional, con picos entre mayo y septiembre. El vector principal es el Anopheles darlingi,
altamente antropofilico ' y cerca del 85% de los casos de malaria reportados por la DRSL
son causados por P. vivax (el resto son exclusivamente por P. falciparum) distribuidos entre
todas las edades. Mazan es considerado un distrito de alto riesgo para transmision de
malaria, 1954 casos fueron reportados en el 2014, indicando un indice anual parasitario (I1AP)
de 141.1 casos por 1000 habitantes.

Disefo de estudio y seleccién de comunidades

La presente investigacion es de tipo analitico retrospectivo que utiliza datos previamente
colectados de un estudio de serie de encuestas transversales a nivel poblacional realizado
en mayo del 2015. En el estudio primario (SIDISI: 64371) se realiz6 un censo completo y
geo-localizacion de viviendas en marzo 2015 en diez comunidades con alto riesgo de malaria
(segun los datos historicos de DRSL) del distrito de Mazan. De marzo a abril del 2015, estas
comunidades estuvieron bajo vigilancia semanal para detectar comunidades donde pueda
ocurrir un incremento inusual de casos. La vigilancia se basé en monitorear la tasa de
positividad de la lamina (TPL) de deteccion pasiva de casos (DPC) de la DRSL. Las
comunidades estudiadas fueron seleccionadas en base a dos criterios: a) la proporcion de
la poblacion examinada para malaria (gota gruesa y frotis) fue mayor al 20% en las 8
semanas previas, y b) la TPL de las 8 semanas previas se mantuvo por encima al 5% durante
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dos semanas consecutivas. Estos criterios resultaron en la selecciéon de cuatro comunidades
(Fig. 1): Gamitanacocha (GC - 3.426° S, 73.318° W), Libertad (LI - 3.496° S, 73.234° W),
Primero de Enero (PE - 3.494° S, 73.221° W) y Urco Mirafio (UM - 3.361° S, 73.064° W).

Subsecuentemente, cuatro encuestas trasversales de deteccion activa de casos (DAC) se
realizaron entre mayo y julio del 2015 en cada una de las cuatro comunidades, una encuesta
DAC cada 10 dias. Para determinar factores de riesgo y heterogeneidades en los factores
de riesgo para P. vivax entre comunidades tomando en cuenta los diferentes niveles de

agrupacion de la malaria, se llevé a cabo un analisis espacial y multinivel.

Recoleccion de Datos

En el censo del estudio primario, cada vivienda de la comunidad fue codificada (codigo con
6 digitos) y geo-referenciada usando un dispositivo manual de Sistema de Posicionamiento
Global (GPS) (Garmin’s GPSMAP 60CSx, Garmin International Inc., USA). Todos los
miembros de cada vivienda fueron invitados a participar y, una vez firmado el
consentimiento, se asignd un cdédigo unico de 8 digitos a cada participante. Se utilizé un
cuestionario estructurado que fue probado previamente en un piloto para recolectar datos
de individuos y viviendas (edad, género, caracteristicas socioeconomicas, actividades
laborales y recreacionales, historial de malaria, uso de medidas preventivas, posesion de

animales, caracteristicas estructurales de la casa, servicios en la vivienda, etc.)

En cada encuesta de DAC, datos sobre caracteristicas socio-demograficas vy
manifestaciones clinicas auto-reportadas fueron recolectados. Cada participante fue
examinado clinicamente para fiebre o cualquier otro sintoma de malaria. Se recolectaron
muestras de sangre de cada miembro de la vivienda por gota gruesa para examinacion
microscopica (laminas de gota gruesa y frotis) y para diagnostico por PCR (muestra de
sangre en papel filtro - Whatman grade 3, Whatman, Springfield Mill, USA). Para evitar la
contaminacion de las muestras de sangre en campo, se designé un area en la vivienda
donde colocar los materiales de coleccion de muestra. Esta area fue decontaminada
previamente al llamado de cada participante. Cada una de las muestras fue almacenada de
forma independiente en contenedores distintos y los materiales de bioseguridad fueron
desechados segun procedimientos estandares del Instituto de Medicina Tropical “Alexander
von Humboldt” (IMT-AvH). Las muestras de sangre fueron codificadas durante el trabajo de
campo con etiquetas previamente impresas con codigos de 9 digitos. Este cddigo fue

utilizado en el trabajo de campo y en el IMT-AvH en Lima, donde las muestras fueron
1352



procesadas. Nuevos participantes fueron enrolados durante las encuestas de DAC. Los
participantes con diagnostico de malaria por microscopia en las encuestas de DAC fueron
tratados siguiendo las guias nacionales.

Durante el censo y las encuestas DAC, las casas fueron visitadas hasta 3 veces en un
periodo de 3 dias para maximizar la participacién de los habitantes. Los datos fueron
recolectados usando Open Data Kit (ODK) >*** en dispositivos mdviles sin conexién a
internet. Los datos fueron sincronizados con el servidor del proyecto en Lima, y vinculados

a resultados en el laboratorio usando los cédigos unicos de 9 digitos.

Procedimientos de Laboratorio

Microscopia

Como parte del proyecto primario, la examinacion por microscopia se llevé a cabo el mismo
dia en que se recolectd la muestra en cada encuesta DAC. La gota gruesa y el frotis fueron
tefiidos con solucién Giemsa al 10% por 10 minutos y fueron examinados para determinar
la densidad parasitaria, contando el numero de parasitos en estado asexual y gametocitos
por 200 leucocitos (L) y asumiendo una concentracion de 800 L/pl de sangre. Una muestra
fue considerada negativa si no se detectaba parasitos de malaria luego de examinar 100
campos de microscopia *°. Se realizé un control de calidad a ciegas en todas las laminas
positivas y 10% de las negativas escogidas aleatoriamente por un técnico profesional del
IMT-AvH.

PCR Cuantitativa en Tiempo Real (QPCR)

Las areas de papel filtro que contenian sangre fueron cortadas en secciones de ~6 mm?para
la extraccion del ADN gendmico del parasito usando E.Z.N.A.® Blood DNA Kit (Omega Bio-
tek®, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante con ligeras modificaciones — sumando
una solucién TEN (20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA, pH 8.0; 0.2 M NaCl),
complementado con SDS 10% w/v - y almacenado a 4° C para uso inmediato y a-20 ° C

para su posterior analisis.

El diagnostico por Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa en Tiempo Real
(qPCR) fue hecho siguiendo un protocolo modificado de Mangold et al. *® usando PerfeCta
SYBR Green Fast Mix (Quanta Biosciences, MD, USA). Brevemente, este método amplifica
la secuencia del gen del 18SSU rRNA de la region especifica por especie de Plasmodium.
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Después de la amplificacion, el analisis de las diferencias en las curvas de temperatura

proporciona una diferenciacién precisa entre las especies de Plasmodium.

Analisis Espacial

Para determinar si existe autocorrelacion espacial de parasitemias por P. vivax en el area
de estudio, se llevo a cabo el analisis de Anselin’s Local Moran’s | (un tipo de Indicador Local
de Asociacion Espacial — LISA), y se realiz6 una correccidn para pruebas multiples y
dependientes usando la tasa de falsos descubrimientos (FDR-por sus siglas en inglés) °"*®.
Este analisis se realiz6 utilizando la proporcion de individuos con parasitemia por P. vivax a
un nivel hogar como variable dependiente. Los datos de series de tiempo para cada
participante se consolidaron en un solo registro definido como al menos una parasitemia por
P. vivax (resultado positivo por qPCR) durante las 4 encuestas DAC. Se utiliz6 QGIS 2.16
(QGIS Development Team, 2016. QGIS Geographic Information System. Open Source

Geospatial Foundation Project) para el procesamiento y visualizacion de datos espaciales.

Brevemente, LISA identifica relaciones significativas entre los valores en la vivienda indice

(/) y los valores en un conjunto de casas cercanas, o vecindario (ij) con la siguiente férmula:
l; =z z W;;Z; €Y
j

Donde z; es la proporcién de P. vivax en la vivienda indice y };w;;z; es la proporcion
ponderada de P. vivax en el vecindario. Estos vecindarios fueron definidos de forma
ponderada a la distancia entre viviendas en GeoDa v1.8 (Luc Anselin, 2016, USA) *°. Dos
factores guiaron el criterio para escoger el umbral de distancia para los vecindarios. El
primero fue el rango de vuelo de los mosquitos en la region amazonica. El rango de vuelo
mas largo reportado del An. darlingi es 7.2km % en la Amazonia Brasilera, pero la mayoria
de mosquitos vuelan dentro de 400-500m ©'%? desde su criadero. En segundo lugar, en estas
comunidades, vecindarios superiores a 2.000 m cubren toda la comunidad. Se realizé un
analisis no paramétrico de autocorrelacion espacial en GeoDa para evaluar los umbrales de
distancia del vecindario. Se probaron distancias desde 100m a 2.000 m y una distancia de
550m mostré el maximo nivel de autocorrelacion espacial. Esta distancia fue usada en el
analisis de LISA para identificar relaciones significativas entre la proporcion de P. vivax en
las viviendas y la proporcion de P. vivax en los vecindarios en cada comunidad como: cluster
de alto riesgo (Alto-Alto), donde ambas proporciones de vivienda y vecindario son altas,
cluster de bajo riesgo (Bajo-Bajo) donde ambas proporciones de vivienda y vecindario son
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bajas y clusters atipicos (Alto-Bajo o Bajo-Alto) donde la proporcion en vivienda y comunidad
son diferentes.

Variables y Analisis Estadistico

El disefio de multiples niveles del estudio consistio en observaciones repetidas de las
personas (hasta 4 encuestas DAC), agrupadas en viviendas, dentro de las cuatro
comunidades seleccionadas (Figura Suplementaria S1). Se utiliz6 un modelo lineal
generalizado mixto (GLMM), con efectos fijos y una estimacion de intercepto aleatorio para
cada nivel con el fin de controlar los datos de muestras agrupadas. Debido la imposibilidad
en distinguir entre infecciones nuevas, relapsos o reinfecciones, se utilizé la primera
parasitemia por P. vivax como la variable dependiente en los modelos y las observaciones
posteriores fueron excluidas del analisis. Se modeld la presencia de parasitemia por P. vivax.
(i.e prevalencia parasitaria) independientemente de los sintomas o tratamiento previo. Todas
las parasitemias por P. falciparum fueron excluidas del analisis. Se usaron Modelos de
regresion de Poisson para estimar la razon de prevalencias (RP) del resultado, asumiendo

una distribucién binomial para el término error y una funcién de enlace log ®-°°.

Se incluyeron co-variables dentro de cada nivel en el analisis: 7 a nivel vivienda: si el hogar
esta situado dentro de un cluster de alto riesgo (determinada por LISA) o a en el vecindario
(distancia de 550m), estructura de la vivienda (casas con al menos una habitacion cerrada
0 no), material de paredes, material del techo, si la vivienda recibié fumigacion (IRS — por
sus siglas en inglés) por la DRSL, si hay suministro de luz y si tienen animales dentro de la
casa; 4 a nivel individual: género, edad (categorizado como <15 afios, entre 15y 39.9 afios
y 240 afos para analisis de regresion), educacion (ninguna o primaria y segundaria o
superior para propaositos descriptivos y ninguna, primaria, secundaria y superior para analisis
de regresion), ocupacion al aire libre del individuo (maderero, pescador o agricultor y otros)
y 2 variables dependientes del tiempo: historia de viajes en el ultimo mes y sintomas de
fiebre en cada ronda de encuestas. (Figura Suplementaria S1).

Se utilizaron dos enfoques para evaluar si los factores asociados con parasitemias por P.
vivax varian en un nivel micro-geografico (factores micro-epidemiologicos). El primero
consistié en la construccion de un modelo unico con todas las comunidades y exploracion
de términos de interaccién entre cada factor y la comunidad (en adelante denominada
modelo de “multi-comunidad”). El segundo enfoque consisti6 en modelos de regresion

separados para cada comunidad (en adelante denominados modelos de “comunidad-
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especifico”). Por lo tanto, tres niveles (tiempo, individual y hogar) fueron incluidos en la

ecuacion para nuestro modelo multinivel de la variable dependiente parasitemia por P. vivax

(ijic):
10g[E(¥iji)] = 8000 + (Voor + Uoji) + BuijeXsijic + -+ + Eijs y~Poisson (2)

Donde el subindice ijk refiere a la observacion i del individuo /" de la vivienda k™; 8,0,
representa el efecto fijo del intercepto y (Voox + Upjx) representa los efectos aleatorios del
intercepto de los hogares y los individuos dentro de hogares, respectivamente; f;y
representa los efectos fijos de la pendiente para los términos co-variables, y ¢;;;, se refiere

el término de error aleatorio.

Todos los modelos de regresion se realizaron en STATA 14 (StataCorp. 2015. Stata
Statistical Software: Release 14. College Station, TX). La significancia estadistica se definio
como p<0.05y los intervalos al 95% de confianza (IC 95%) se estimaron segun corresponde.
Como en otros estudios epidemiolégicos que aplicaron modelos multinivel %9, los analisis
bivariados y multivariados se realizaron usando la misma estructura multinivel. En el analisis
bivariado multinivel, la relacion entre cada factor en todos los niveles (tiempo, individual y
hogar) y la parasitemia por P. vivax en cada encuesta DAC fue analizada para el modelo

multi-comunidad y los modelos de comunidad-especifico.

La construccidon de los modelos multivariados multinivel fue realizada utilizando un proceso
forward stepwise y se utilizo el likelihood-ratio test (LRT) para comparar los modelos
anidados. El modelo multi-comunidad fue construido agregando factores ordenados de
acuerdo a su log-likelihood en el modelo bivariado y conservados si tenian un valor-p<0.2
en el modelo ajustado. Sistematicamente, fueron evaluados los términos de interaccién entre
cada factor en el modelo final y la comunidad, y las interacciones significativas (valor-p<0.05)
fueron conservadas. La construccion de modelos comunidad-especifico consistid en un
proceso independiente para cada comunidad. Factores con un valor-p<0.2 en el modelo
bivariado para la comunidad correspondiente fue introducido y conservado si tenian un valor-
p<0.2 en el modelo ajustado. Una correccion para pruebas multiples y dependientes fue
hecho usando la tasa de falso descubrimiento adaptativo (AFDR-por sus siglas en inglés) °,

7

usando el paquete ‘MuToss’ en el software R v3.2 (R Development Core Team, R

Foundation for Statistical Computing, Austria).
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Consideraciones Eticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia en Lima (SIDISI: 65060). El estudio primario fue aprobado por el Comité de Etica de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia en Lima (SIDISI: 64371) y la Direccion Regional
de Salud de Loreto. Los objetivos y procedimientos del estudio fueron explicados a cada uno
de los participantes, los pacientes que estuvieron de acuerdo fueron incluidos previa firma
del consentimiento informado. Los padres o tutores firmaron el consentimiento de padres
para la inclusion de los nifios menores de 7 afos. Los nifios y jovenes de 7 a 17 afos firmaron
un asentimiento informado y contaron con la firma del consentimiento de padres. Todos los

meétodos fueron llevados a cabo en concordancia con las guias nacionales aprobadas.

Este estudio ha sido autofinanciado como parte de la propuesta de tesis para optar por el
grado de Magister en Ciencias en Investigacion Epidemiolégica de la Facultad de Salud
Publica y Administracion de la UPCH. El estudio primario, ha sido financiado por CIUF-CUD
- Commission universitaire pour le Développement y por El Consejo Nacional de Ciencia y

Tecnologia e Innovacion Tecnologica ( CONCYTEC).

RESULTADOS

Caracteristicas socio-demograficas y de viviendas

De los 935 individuos censados en las cuatro comunidades, un total de 820 individuos (Ind)
de 154 hogares (HH) fueron incluidos en el analisis, tres individuos fueron excluidos debido
a la falta de datos de qPCR durante el seguimiento. Del total, 52.4% de los participantes
eran hombres y 48.8% eran menores de 15 afos (Tabla 1). La mayoria de individuos
estudiaron primaria (completa o incompleta) representando entre el 43.2% y 61.6% de los
participantes en todas las comunidades. En general, la ocupacion mas comun era la
agricultura (37.5%) y 11.7% de los individuos reportaron un viaje fuera de la comunidad en
un periodo de un mes (Tabla 1). Los destinos auto-reportados mas frecuentes de los 261
registros de viajes de estos participantes estan presentados en la Tabla Suplementaria S1.

La muestra se distribuy6 en 4 comunidades: dos comunidades grandes, LI (56 HH, 298 Ind)
y UM (59 HH y 331 Ind); y dos comunidades pequeias, GC (19 HH, 92 Ind) y PE (20 HH, 99
Ind). De todas las comunidades, 60 viviendas (39.5%) tenian casas de estructura abierta (sin

puertas como para completar al menos un cuarto cerrado) con mayores proporciones en GC
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y PE, que en LI y UM. Los materiales predominantes de las paredes eran cemento o madera
(78.6% de HH) y palma, hoja o paja en los techos (77.6% HH). Aproximadamente un cuarto
de las viviendas en cada comunidad tenian suministro de energia eléctrica, excepto UM con
tres cuartas partes (76.3%) de HH con paneles solares o generadores eléctricos. Los
habitantes de la mayoria de las viviendas (90.7%) reportaron que la vivienda ha recibido
fumigacion (IRS) por la DRSL en los ultimos cinco afos y un tercio (34.2%) de las viviendas

tenia animales dentro de las casas.

Prevalencia parasitaria de malaria

A lo largo de las cuatro encuestas DAC 515 habitantes tenian muestras en cuatro visitas,
172 en tres visitas, 76 en dos visitas y 57 en una visita. En total, 2785 muestras de sangre
fueron examinadas para la identificacién de parasitemias por Plasmodium spp por gPCR y
2768 laminas (99.4% de las muestras recolectadas) fueron examinadas por microscopio
optico. El numero acumulativo de individuos con parasitemia por P. vivax en el periodo de
estudio y prevalencia parasitaria de P. vivax detectados por microscopia y qPCR se
presentan en la Fig. 2.

Del total muestras de sangre analizadas, 711 (25.5%) fueron positivas para Plasmodium
spp; 589 para P. vivax y 122 para P. falciparum. En contraste, 95 (3.4%) de las laminas
disponibles fueron positivas para Plasmodium spp.; 89 para P. vivax y 6 para P. falciparum
(Tabla 2). Cuatro muestras de sangre positivas para P. vivax por qPCR no estuvieron
disponibles para microscopia 6ptima. De las 707 muestras positivas por qPCR restantes,
616 (87.1%) fueron negativas por microscopia optica, (i.e parasitemias sub-microscépicas)
con pequefas variaciones entre encuestas (Fig. 2b). Se observo que la proporcion de
parasitemias sub-microscopicas es mas alta en P. falciparum (95.1%; 116/122) que en P.
vivax (85.5%; 500/585). La sensibilidad y especificidad de microscopia éptica usando gPCR
como el método de referencia fue 12.9% (IC 95%: 10.5% — 15.6%) y 99.8% (IC 95%: 99.5%
— 99.9%) respectivamente. Cuatro muestras resultaron positivas a Plasmodium spp. (3 P.

vivax y 1 P. falciparum) en la microscopia éptica pero dieron resultados negativos en gPCR.

De los 820 participantes que fueron evaluados por gPCR al menos en una encuesta DAC,
386 (47.1%) tuvieron al menos una parasitemia por P. vivax y 85 (10.4%) por P. falciparum
durante el periodo de estudio. En las encuestas, el analisis gPCR no identifico parasitemias
de especies mixtas (probablemente porque los sujetos en las pruebas de vigilancia activa

fueron predominantemente asintomaticos — menos del 13% fue sintomatico; Tabla 1), por lo
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tanto contaban con muy poca densidad parasitaria. Encontramos que 20 sujetos (2.4% del
total de participantes) tuvieron P. vivax o P. falciparum en diferentes momentos. La
prevalencia parasitaria de Plasmodium spp. por gPCR a lo largo de las cuatro encuestas
varia entre 23.9% y 27.1% con una tasa de participacion >80% en todas las rondas de
encuestas. El total acumulativo de prevalencia parasitaria, es decir la proporcion de
individuos con al menos una parasitemia por Plasmodium spp. por gPCR en todas las
comunidades y rondas de encuestas, fue 55% (451/820). Mientras que, por microscopia
optica, solo 86 (10.5%) participantes tuvieron malaria P. vivax y 6 (0.7%) tuvieron P.
falciparum (Tabla 2).

Agrupaciones espaciales de parasitemias por P. vivax en viviendas

Casi todas las viviendas (90.3%) tuvieron al menos un participante con parasitemia por
Plasmodium spp. durante el estudio, y 85.7% y 39.0% tuvieron =1 participantes con al menos
una parasitemia por P. vivax o P. falciparum durante el seguimiento, respectivamente. Dado
el pequefio numero de parasitemias por P. falciparum qPCR positivas, los analisis de
factores espaciales y de riesgo se llevaron a cabo solo para parasitemias por P. vivax y las
parasitemias por P. falciparum fueron consideradas negativas para P. vivax. La distribucion
espacial a nivel hogar de los individuos con al menos una parasitemia por P. vivax durante

el periodo de estudio se presenta en la Fig. 3.

El analisis de LISA corregido por FDR detect6 agrupaciones estadisticamente significativas
en tres de las cuatro comunidades (Fig. 3). Grupos de alto riesgo (y sus vecindarios) fueron
considerablemente mas grandes en GC y UM que en PE. En GC, el cluster de alto riesgo
comprendio 5 viviendas (26.3% de las viviendas) abarcando un cuarto de la poblacion de la
comunidad (Moran’s | — Ml rango = 0.03 — 0.56; rango valor-p = 0.001 — 0.05) y en UM incluy6
4 viviendas (6.8% de las viviendas) abarcando 9.1% de la poblacién de la comunidad (Ml
rango = 0.02 — 0.06; rango valor-p = 0.01 — 0.05). En contraste, solo 2 viviendas (10% de las
viviendas) y 13.1% de los habitantes componen grupos de alto riesgo en PE (Ml rango =
0.56 — 1.35; rango valor-p = 0.01 — 0.05). Adicionalmente, 4 valores atipicos (outliers) bajo-
alto (lo que significa que viviendas con baja parasitemia estaban rodeadas por un vecindario
con alta parasitemia) fueron detectados en GC y 2 en UM, mientras que solo 1 outlier alto-
bajo (lo que significa que viviendas con alta parasitemia fueron rodeadas por un vecindario

con baja parasitemia) fue detectado en GC.
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Analisis multinivel de la prevalencia parasitaria por P. vivax

El likelihood-ratio test entre las regresiones de Poisson con efectos mixtos y solo efectos
fijos fue estadisticamente significativa, mostrando que la estructura jerarquica de los datos
estaba mejor ajustada por una regresion de efectos mixtos. Las estimaciones de los
coeficientes de efectos aleatorios para modelos nulos, multivariados multi-comunidad y
modelos comunidad-especificos se presentan en las Tablas Suplementarias S2 y S3,
mostrando un agrupamiento moderado de parasitemias por P. vivax a nivel individuo y hogar.
Para evaluar si la censura de datos positivos a P. vivax sesgan los estimados de los modelos
de regresidon se compararon con los estimados de un modelo colapsado a nivel individual
(Tabla Suplementaria S4), encontrandose en todos los casos variaciones inferiores al 10%,
demostrando que el modelo descrito en la seccion ‘Variables y Analisis Estadistico’ ajusta
las razones de prevalencias por el numero de observaciones de cada individuo que ingresa

al modelo. Estos son los resultados mostrados a continuacion.

La presencia de fiebre en el momento de la visita y estudios de primaria fueron significativos
en el analisis bivariado del modelo multi-comunidad (Tabla 3). Adicionalmente, la prevalencia
parasitaria de P. vivax fue mas alta en LI (razon de prevalencia — RP = 1.72; IC 95%: 1.14 —
2.58; valor-p=0.01) y UM (RP=1.54; IC 95%: 1.03 — 2.31; valor-p=0.04) que en GC. Otras
variables epidemioldgicas asociadas de forma independiente (con un valor-p <0.1) con una
alta prevalencia parasitaria de P. vivax fueron observadas con los modelos comunidad-
especifico: educacion en GC (primaria) y PE (secundaria y estudios superiores); presencia
de fiebre al momento de la visita y animales en la vivienda en UM, registro de viaje,
ocupacion y ubicacion en un cluster de alto riesgo en PE, y material de la pared y edad entre
15y 39 en GC (Tabla 3).

Las estimaciones del modelo multivariado multi-comunidad se presentan en la tabla 4. La
presencia de fiebre al momento de la visita (razon de prevalencia ajustado — RPA=1.73; IC
95%: 1.11 — 2.71; valor-p=0.01), educacion primaria (RPA=1.27; IC 95%: 1.01 — 1.60; valor-
p=0.04) y vivir en una vivienda localizada en un cluster de alto riesgo (RPA=1.47; IC 95%:
1.09 — 1.98; valor-p=0.01) permanecieron asociadas con una alta prevalencia parasitaria de
P. vivax, mientras que edad >40 afios (RPA=0.69; IC 95%: 0.49 — 0.98; valor-p=0.04)
permanecio asociada con una baja prevalencia parasitaria de P. vivax, incluso luego de ser
ajustados por comunidad. Ademas, los términos de interaccion significativos demuestran
que los efectos de viajar y de ocupacion en la prevalencia parasitaria de P. vivax varian

segun comunidad. La prevalencia parasitaria de P. vivax fue mas alta en madereros,
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pescadores y agricultores de UM (RPA=1.52; IC 95%: 1.02 — 2.27; valor-p=0.04) y GC
(RPA=2.07; IC 95%: 1.00 — 4.28; valor-p=0.05) que aquellos en LI. Mientras que un viaje en
un periodo de un mes estaba asociado con una alta prevalencia parasitaria de P. vivax solo
en PE (RPA=2.93; IC 95%: 1.13 — 7.64; valor-p=0.03) (Tabla 4). Otros términos de

interaccidn fueron examinados (i.e fiebre y edad) pero ninguno fue significativo.

Los modelos multivariados comunidad-especificos (Tabla 5) muestran diferencias notables
de los factores de riesgo para P. vivax entre las comunidades. Tres factores se asociaron
con una alta prevalencia parasitaria de P. vivax en GC: madereros, pescadores y agricultores
(RPA=2.21; IC 95%: 1.01 — 4.84; valor-p=0.04) que viven en viviendas con paredes de
palma, hojas y pajas o plastico corrugado (RPA=3.11; IC 95%: 1.27 — 7.61; valor-p=0.01)
que no han recibido fumigacion IRS (RPA=2.58; IC 95%: 1.04 — 6.42, valor-p=0.04); luego
de ajustar por de si la vivienda esta ubicada en un cluster de algo riesgo. En LI, ninguna
variable significativa se mantuvo en el modelo multivariado, mostrando un efecto
predominante de edad mayor a 40 afos (RPA=0.71, IC 95%: 0.50 — 1.02; valor-p=0.06)
asociado (con p<0.1) con una baja prevalencia parasitaria de P. vivax luego de ajustar por

estructura de la vivienda.

En PE, los habitantes que reportaron un viaje en el ultimo mes (RPA=3.11, IC 95%: 1.25 —
7.74; valor-p=0.01) y vivir en un cluster de alto riesgo (RPA=2.96, IC 95%: 1.26 — 6.90; valor-
p=0.01) estan asociados con una alta prevalencia parasitaria de P. vivax luego de ajustar
por ocupacion y género. Finalmente, en UM, la presencia de fiebre al momento de la visita
fue la variable mas importante (RPA=2.64; IC 95%: 1.31 — 5.31; valor-p=0.002) asociada con
una alta prevalencia parasitaria de P. vivax luego de ajustar por ocupacion (RPA=1.36; IC
95%: 1.01 — 1.82; valor-p=0.04) y si la vivienda esta ubicada en un cluster de alto riesgo
(RP=1.24; IC 95%: 0.96 — 1.58; valor-p=0.08).

DISCUSION

En este estudio hemos determinado la agregacion espacial de las parasitemias por P. vivax
dentro y entre comunidades rurales de la Amazonia Peruana, asi como determinado la
heterogeneidad en los factores de riesgo a nivel micro-geografico. En la Amazonia peruana,
como en otras regiones endémicas de malaria, estas variaciones micro-geograficas en los
factores de riesgo de malaria son consistentemente sub-valorados por los formuladores de
politicas de salud publica como importantes para las estrategias de control de la malaria.
Usando herramientas moleculares y deteccion activa de casos, este estudio demostré que
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las parasitemias por P. vivax son altamente heterogéneas dentro y entre comunidades
rurales de la Amazonia Peruana, donde una gran proporcion de habitantes tienen
parasitemias sub-microscépicas por P. falciparumy P. vivax ***727">_Este estudio encontré
ademas, que comunidades a una escala espacial de pequefia a moderada (1km a 15km)
difieren en la prevalencia de malaria, y que tales diferencias estaban influenciadas por
factores tales como edad, nivel educativo y ubicacidén de las viviendas en clusters de alto
riesgo, asi como también factores que se ajustan a un contexto micro-geografico local como
viajes y ocupaciéon. Observamos que los patrones de agrupacion espacial de parasitemias
por P. vivax difieren entre comunidades con diferentes perfiles de movilizacién relacionadas
al trabajo. Los patrones complejos de transmisién observados en esta area parecen ser
determinados por la movilizacidn humana entre comunidades en la misma micro-cuenca.
Este concepto, clave y descuidado, debe ser entendido para convertirse en un punto critico

de intervencion para el control de la malaria en la Amazonia Peruana.

La magnitud de las parasitemias asintomaticas en esta region desafia la clasificacion
tradicional de esta Region como hipo-endémica. Nuestros resultados muestran que todas
las comunidades tuvieron una prevalencia de P. vivax mayor al 25% al cabo de cuatro
encuestas transversales. Estudios previos indican que solo algunas infecciones precedentes
— ya sea por P. vivax o P. falciparum en la Amazonia- pueden conducir a una inmunidad
clinica en esta Regiéon que se manifiesta con parasitemias asintomaticas '3337376.77,
Nuestros datos sugieren que la relativamente alta prevalencia de parasitemias por malaria
en las poblaciones de estudio conduce a que se mantenga la transmision a una escala micro-
geografica. Un problema inevitable con el presente analisis es que no podemos diferenciar
de forma cuantitativa la contribucién de infecciones agudas nuevas de relapsos de
hipnozoitos provenientes de una infeccion previa a la transmision actual. Sin embargo,
estudios previos indican que, en la Amazonia peruana, la mayoria de relapsos son
asintomaticos y por ende capaces de transmitirse a los mosquitos. **"®. Ademas, en regiones
tropicales como la Amazonia Peruana, los relapsos tienden a ocurrir de forma rapida a una
frecuencia de tres a diez semanas "®®2. Nuestra data es concordante con la nocién que la
parasitemia por P. vivax asintomatica -ya sea de infeccion nueva o distante- conduce a que
se mantenga una transmision de malaria en una escala mayor a la que se conocia
previamente '*'*33 Una limitacién de este analisis es la demostracién real y cuantificacion
de la transmisibilidad de las parasitemias asintomaticas de bajo nivel a mosquitos, dicho
trabajo esta en progreso en nuestro centro/laboratorio de estudio en Loreto.
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La extensa data del seguimiento espacio-temporal permite una evaluacién detallada de
parasitemias por P. vivax en estas comunidades. Esto permitié estimar adecuadamente el
potencial de transmision de parasitemias de malaria patentes/sub-patentes vy
sintomatica/asintomatica, aun si fue una infeccion aguda nueva o un relapso de hipnozoitos.
Si la exposicidn e infeccion son realmente mas altas sobre pequefas areas geograficas, la
mayoria de habitantes albergaran bajas parasitemias -probablemente debido a la inmunidad
adquirida del huésped- con importantes implicancias para las estrategias de control de

malaria 25-29,69,83

, Mas aun si los habitantes frecuentemente tienen contacto con ambientes
de alta transmisidén como se observé en otros estudios 2%, Nuestro analisis espacial de
agrupamiento dentro de la comunidad muestra que en comunidades como GC y UM, donde
se encontré que habian grandes clusters de parasitemias por P. vivax, fueron identificadas
como comunidades cerradas y aisladas. De hecho, los datos mostraron que casi todos los
hogares tenian al menos un individuo infectado asintomatico, sugiriendo que a gran escala
(i.e micro-cuenca), estas comunidades son focos de parasitos. No obstante, agrupamiento
espacial a nivel comunidad puede ser una consecuencia de la distribucion espacial de
viviendas y criaderos de mosquitos. Como ha demostrado previamente, An. darlingi se ha

84,85

adaptado a diversos tipos de habitats , con actividad focal relacionada a una alta

61,62

densidad cerca de los criaderos En comunidades riberefias tropicales, estas

condiciones favorables se forman por inundaciones estacionales y fuertes lluvias

52,86

intermitentes , permitiendo multiples criaderos de mosquitos principalmente en el gran

87-89 ' En contraste,

numero de pequeias quebradas de bajo flujo proximos a las viviendas
comunidades con alta movilizacion poblacional relacionadas al trabajo, como PE y LI

tuvieron poco o no ningun agrupamiento de parasitemias, respectivamente.

En UM, los agrupamientos con alto riesgo fueron observados en un area altamente
deforestada con una importante cobertura vegetal. Estudios han demostrado que estas
areas deforestadas son criaderos preferibles para An. darlingi en la Amazonia rural %2, UM
es una comunidad geograficamente aislada sobre el rio Napo y es el asentamiento del grupo
étnico Yagua 9 Las costumbres tradicionales pueden jugar un papel importante en las
interacciones de la comunidad, asi, se encontré que la movilizacidn de esta poblacién era
menos comun que en comunidades en la micro-cuenca del Rio Mazan. El movimiento
poblacional en esta comunidad, principalmente hacia la comunidad de Mazan y la ciudad de
lquitos, se da principalmente por actividades laborales relacionadas a actividades de turismo
ecologico hechas por visitantes como en otras comunidades de la micro-cuenca del Rio

Napo. Se observo un patron de agrupamiento similar en una de las comunidades mas
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alejada de la micro-cuenca del rio Mazan, GC. En esta comunidad, el cluster de alto riesgo
se localizé cerca a ‘cocha’ (laguna), donde el ecosistema de agua estancada probablemente
contribuye a criaderos de An. darlingi. Consistentemente, en GC, una alta movilizacién
poblacional se observo hacia Maucallacta, una comunidad cercana con bajo riesgo de
malaria durante el periodo de estudio segun los registros de la DRSL.

Las comunidades restantes sobre la micro-cuenca del rio Mazan muestran una agrupacion
espacial y patrones de movilizacion diferentes. LI y PE son comunidades contiguas con la
mayor transmision de malaria en la micro-cuenca del rio Mazan. Sin embargo, ambos son
las comunidades mas grandes y desarrolladas en esta micro-cuenca. Estas comunidades
se dedican principalmente a actividades extractivas y en consecuencia la movilidad
relacionada al trabajo es mayor que en GC o UM. De forma interesante, las localidades
relacionadas con las actividades extractivas reportadas por Parker et al. *® como areas de
transmision de malaria hiper-endémicas, fueron los destinos mas importantes de aquellos
que viajaron por trabajo entre los habitantes de LI y PE. Esta frecuente afluencia de
individuos infectados sugiere una alta vulnerabilidad (i.e, tasa de importacion de malaria) en

9495 como en otras regiones amazoénicas *°.

estas comunidades
Nuestros hallazgos muestran que P. vivax predomina sobre P. falciparum, consistente con
los datos de vigilancia de la DRSL. La prevalencia en estas comunidades varia entre 29% y
51% para P. vivax y entre 7% y 14% para P. falciparum. Ademas, comunidades en diferentes
micro-cuencas muestran una alta heterogeneidad en la prevalencia parasitaria de P. vivax,
diferencias significativas se observaron también entre comunidades vecinas como LI y PE.
Nuestros hallazgos en comunidades rurales de la region Amazdnica son consistentes con
estudios recientes que muestran una alta heterogeneidad entre comunidades a una escala
micro-geografica a lo largo de la frontera entre China y Myanmar, donde P. vivax predomina
4547. an el occidente de Kenya, donde la mayoria de infecciones por P. falciparum son sub-
microscépicas y asintomaticas “; y en comunidades periurbanas en la regién Loreto del Pert
4. Ademas de la movilizacion de la poblacion humana, las poblaciones y el comportamiento
de los vectores podrian ser otro factor contribuyente a las heterogeneidades micro-
geograficas en la transmisién de malaria. Moreno et al. '° reporté una alta heterogeneidad
espacio-temporal en la tasa de inoculacion entomoldgica (EIR - por sus siglas en ingles)
entre las comunidades rurales y semi-urbanas en la regién amazénica y Lainhart et al. °
reportd dos subpoblaciones principales de An. darlingi entre las comunidades alrededor de

lquitos, incluyendo muestras de Mazan recolectadas en Ll. Presuntamente, estas
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poblaciones genéticamente diferenciadas estan asociadas con comportamientos de
mordedura de An. darlingi diferentes®’.

El analisis multinivel provee importantes perspectivas sobre la transmision de malaria en
estas micro-cuencas. Entre todas las comunidades (i.e modelo multi-comunidad), nuestros
hallazgos muestran que los habitantes mas jévenes tienen una prevalencia parasitaria de P.
vivax mas alta. Este efecto de parasitemia dependiente de la edad es consistente en general
con estudios llevados a cabo en Kenia “*®, Papua Nueva Guinea %, Botswana "%, Etiopia
101102 "y Brasil "2, donde la prevalencia parasitaria y la densidad decrece con el edad.
Consistentemente, la presencia de fiebre al momento de la visita se mantiene como un
sintoma especifico para la prevalencia parasitaria de P. vivax particularmente en nifios,
indicando una relacion inversa entre la edad y la falta de inmunidad adquirida. En la region
amazonica del Peru, el control de la densidad parasitaria de los individuos puede ser
fomentado por la alta clonalidad de las poblaciones de parasitos observados en un nivel local

8,32,34,103

en la region amazonica del Peru , ¥ la alta EIR, como se describe en comunidades

similares del alto rio en la micro-cuenca del rio Mazan “2.

Particularmente importante es que la prevalencia parasitaria de P. vivax en LI fue mas alta
que en otras comunidades de la misma micro-cuenca o de la micro-cuenca del rio Napo
(rangos entre 1.75 a 3.4 veces) tomando en cuenta la heterogeneidad dentro de las
comunidades, y asi, confirmando la alta heterogeneidad entre comunidades. Ademas, se
observo una importante heterogeneidad en factores de riesgo para la prevalencia parasitaria
de P. vivax entre comunidades. El significado de los términos de la interaccion de la
comunidad con viajes y ocupacion indica que las comunidades no se comportan como una
sola poblacion. En lugar de esto, madereros, pescadores y agricultores de UM y GC tuvieron
una mayor prevalencia parasitaria de P. vivax que aquellos de LI. Complementariamente, el
registro de viajes se asocid a una alta prevalencia parasitaria de P. vivax en PE. Estos
factores de riesgo para transmision de malaria fueron reportados previamente en la region
amazoénica "%°'% Sin embargo, este estudio demuestra el efecto especifico por comunidad

estas variables.

Describimos aqui una asociacion espacial no estacionaria entre parasitemia por P. vivax y
factores de riesgo en las comunidades bajo estudio. Este efecto fue observado en diversos
escenarios donde un factor estimado de riesgo global puede ser inapropiado dado que

promedian relaciones que no son transferibles a todos los contextos locales '®>'°. En el
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enfoque especifico por comunidad, los habitantes que viajan fuera de su comunidad tuvieron
una prevalencia parasitaria de P. vivax tres veces mayor en PE. Ademas, madereros,
pescadores y agricultores tenian una prevalencia parasitaria de P. Vivax mas alta en GC
(2.2 veces) y UM(1.4 veces). De manera interesante, la presencia de fiebre al momento de
la visita estuvo asociada con una prevalencia parasitaria de P. vivax mas alta solo en UM.
Esta manifestacion clinica se observa generalmente en poblaciones susceptibles que no
habian estado previamente expuestos a las poblaciones actuales de parasitos '°%'"°,
sugiriendo una alta receptividad (i.e, el potencial de transmision local) en esta comunidad.
Un factor adicional fue asociado con la prevalencia parasitaria de P. vivax en GC usando
este enfoque. Los habitantes que reportaron que sus viviendas no recibieron fumigacion IRS
por el Ministerio de Salud tuvieron una prevalencia parasitaria de P. vivax mas alta. En el
2014, la DRSL empez6 una campara de IRS en varias comunidades sobre los rios Napo y
Mazan, incluyendo todas las comunidades de nuestra area de estudio. Este efecto protector

de IRS también ha sido reportado en estudios previos °"'"

y recomendado como un
importante componente dentro de los programas de control y eliminacion ''2''3. Sin
embargo, este efecto no fue significativo en otras comunidades, apoyando la hipétesis que
los individuos que se movilizan adquieren la infeccidén fuera de las comunidades en las que

residen.

El intenso flujo de personas infectadas y no infectadas entre las comunidades de estas

micro-cuencas, ha establecido posiblemente una red de transmision enmaranada,

generando patrones de transmisién comunitarios complejos 4"

18,116,117

y asociados con el
incremento de la heterogeneidad de transmision y facilitando la mezcla entre
poblaciones de parasitos *°2. Delgado-Ratto et al. ** muestra la importancia del movimiento
poblacional en el movimiento geografico de las poblaciones genéticas de parasitos y, por lo
tanto, el desarrollo de sub-estructuracion de poblaciones de parasitos observados en las
comunidades alrededor de Iquitos. El analisis de genotipificacion de aislados reportado por
Van den Eede et al. ** con muestras de la comunidad de Mazan, mostré una alta
heterogeneidad y fuerte diferenciacion de otros aislados alrededor de Iquitos, sugiriendo
diversas fuentes geograficas de sub-poblaciones de parasitos. La activacion de hipnozoitos

heterélogos adquiridos durante toda la vida en adultos **'"®

no puede ser excluido como una
explicacion de la sub-estructuracion de la poblacion de parasitos observada en estas
comunidades. Sin embargo, los relapsos en estas areas probablemente surgieron de

infecciones en el pasado cercano (3-10 semanas) %2

, sugiriendo que el origen de la mezcla
de poblaciones de parasitos es principalmente la movilizacion de la poblaciéon humana entre
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comunidades con transmisién focalizada. Como este contexto riberefio es comun en la
Amazonia, es probable que el rebote de malaria observado en el 2011 fue acelerado debido
a la alta vulnerabilidad y receptividad de las comunidades riberefias '>9°"'°'2° En tal sentido,
se necesita trabajo adicional para determinar las areas ‘fuente’ y ‘sumidero’ para infecciones

121-123

de malaria en la red fluvial Amazonica y desarrollar un marco integral de movilizacion

124,125

de poblacion humana en comunidades Amazonicas para prevenir la importacion de

malaria durante el transporte (de areas hipo-endémicas a hiper-endémicas) o de regreso e

Este estudio tiene algunas limitaciones. A pesar de los esfuerzos en cada encuesta para
cubrir a la mayoria de miembros de la comunidad, se encontré una tasa de participacioén de
al menos 80% en cada una de la encuesta. Cuando pudimos contactar a una persona, no
observados ningun rechazo para participar del estudio. En su lugar, la razéon mas importante
para datos faltantes o incompletos fue el hecho que los individuos estuvieron fuera del area
por diferentes razones, como trabajo, reclutamiento del ejército nacional y las festividades.
Es por lo tanto, apropiado asumir que los datos faltantes fueron aleatorios (MAR — por sus
siglas en inglés). De hecho, los modelos multinivel usados no se afectan por datos faltantes
de manera aleatoria '?®'?”. Otro problema que puede haber afectado nuestras estimaciones
es el limite de deteccidn de nuestro método de diagndstico molecular que usa papeles filtro.

Segln lo reportado previamente en entornos Amazénicos ©°

, los individuos infectados
pueden contener densidades parasitarias muy bajas, y a esas densidades la probabilidad
de detectar una molécula de ADN de malaria es aleatoria. Es decir, el PCR basado en papel
filtro solo puede subestimar el efecto potencial de las parasitemias asintomaticas en la
movilizacion y transmision de infecciones, y como fue discutido anteriormente, el potencial

de transmision de parasitemias bajas tiene que ser determinado.

Sin embargo, y debido a que en este trabajo presentamos una prevalencia de P. vivax
elevada en comparacién a otros articulos en la Amazonia Peruana, es importante discutir
dos factores que influencian en este resultado. El primero es que por disefio del estudio, se
seleccionaron comunidades con la mayor transmisién de malaria en el distrito de Mazan. Es
importante mencionar que otros estudios han seleccionado las comunidades en base a la
alta transmisién reportada por la DRSL'™™ y a pesar de esto no han reportado una
prevalencia tan alta como la presentada en este estudio. El segundo factor que puede
influenciar este resultado es el uso de medidas repetidas. Si bien, la probabilidad de detectar
al parasito al cabo de 4 diagnosticos es mas alta que un estudio transversal simple debido

al curso natural de la enfermedad, los cortes transversales de este estudio estuvieron
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separados 10 dias, es decir, la cantidad de personas con parasitemias de P. vivax
encontrada corresponde a la carga detectada en un mes de estudio.

CONCLUSIONES

Este estudio resalta la alta prevalencia de P. vivax en comunidades rurales de la Amazonia
Peruana. Esta prevalencia se encuentra distribuida de forma heterogénea dentro de las
comunidades, encontrandose clusters de altas parasitemias de P. vivax, y entre
comunidades de la misma microcuenca. Los analisis realizados en este estudio sugieren
que estas heterogeneidades en las prevalencias de P. vivax se deben a factores comunes
entre comunidades, como edad, educacion, fiebre y vivir en un cluster de alta parasitemia;
asi como factores que se ajustan a realidades particulares de cada comunidad, como la
ocupacion y movilizacion. En consecuencia, esta micro-epidemiologia debe ser tomada en
cuenta para adaptar estrategias para el control efectivo de malaria y su futura eliminacion en
comunidades rurales de la regidon Amazonica. La evidencia de este y de otros estudios sobre
el gran reservorio de infecciones sub-microscopicas, alta heterogeneidad en factores de
riesgo para P. vivax y la agrupacion espacial de la transmisidn, requiere el compromiso de
las autoridades de salud publica para reformular las estrategias de control de malaria

basadas en la deteccidn sensible de parasitos y vigilancia activa de parasitemias.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio. Las proporciones estan expresadas en a) nivel individual, donde las
variables tiempo-dependientes fueron colapsadas si el individuo tenia al menos un evento positivo en alguna encuesta DAC y b) nivel de
hogar, donde las variables de nivel individual se colapsaron en base a si al menos un individuo en el hogar tiene la caracteristica de
referencia.

% Individuos % Hogares
Caracteristicas GC LI PE UM Total GC LI PE UM Total
n=92 (%) n=298 (%) n=99 (%) n=331 (%) n=820 (%) N=19 (%) N=56 (%) N=20(%) N=59 (%) N=154 (%)
Variables de nivel tiempo-dependiente
Parasitemia de P. vivax por PCR
Positivo 27 (29.4) 151 (50.7) 38 (38.4) 170 (51.4) 386 (47.1) 15 (78.9) 49 (87.5) 16 (80.0) 52 (88.1) 132 (85.7)
Negativo 65 (70.6) 147 (49.3) 61 (61.6) 161 (48.6) 434 (52.9) 4 (21.1) 7 (12.5) 4 (20.0) 7 (11.9) 22 (14.3)
Fiebre
Positivo 18 (19.6) 34 (11.4) 4 (4.0) 46 (13.9) 102 (12.4) 10 (52.6) 17 (30.4) 3(15.0) 24 (40.7) 54 (35.1)
Negativo 74 (80.4) 264 (88.6) 95 (96.0) 285 (86.1) 718 (87.6) 9(47.4) 39 (69.6) 17 (85.0) 35 (59.3) 100 (64.9)
Viaje en el ultimo mes
Positivo 18 (19.6) 33(11.1) 20 (20.2) 25 (7.5) 96 (11.7) 11 (57.9) 20 (35.7) 9 (45.0) 16 (27.1) 56 (36.4)
Negativo 74 (80.4) 265 (88.9) 79 (79.8) 306 (92.5) 724 (88.3) 8 (42.1) 36 (64.3) 11 (55.0) 43 (72.9) 98 (63.6)
Variables de nivel individual
Sexo
Masculino 43 (46.7) 159 (53.4) 54 (54.5) 174 (52.5) 430 (52.4) 18 (94.7) 54 (96.4) 18 (90.0) 59 (100.0) 149 (96.7)
Femenino 49 (53.3) 139 (46.6) 45 (45.4) 157 (47.4) 390 (47.6) 1(5.3) 2(3.6) 2(10.0) 0 (00.0) 5(3.3)
Grupos de edad (afos)
<15 41 (44.6) 132 (44.3) 49 (49.5) 178 (53.8) 400 (48.8) 15 (78.9) 41 (73.2) 16 (80.0) 50 (84.7) 122 (79.2)
215 51 (55.4) 166 (55.7) 50 (50.5) 153 (46.2) 420 (51.2) 4 (21.1) 15 (26.8) 4 (20.0) 9 (15.3) 32 (20.8)
Educacién
Ninguno o primaria 25 (27.2) 98 (32.9) 26 (26.3) 94 (28.4) 243 (29.6) 14 (73.7) 45 (80.4) 16 (80.0) 44 (74.6) 119 (77.3)
Secundaria o superior 67 (72.8) 200 (67.1) 73 (73.7) 237 (71.6) 577 (70.4) 5(26.3) 11 (19.6) 4 (20.0) 15 (25.4) 35 (22.7)
Ocupacion Exterior
(Maderero, Pescador and Agricult.)
Si 47 (51.1) 140 (47.0) 42 (42.4) 104 (31.4) 333 (40.6) 18 (94.7) 53 (94.6) 19 (95.0) 49 (83.0) 139 (90.3)
No 45 (48.9) 158 (53.0) 57 (57.6) 227 (68.6) 487 (59.4) 1(5.3) 3(54) 1(5.0) 10 (17.0) 15(9.7)

Variables de nivel hogar
Claster de alto riesgo °
Si 72 (78.3) 0 (0.0) 25 (25.2) 199 (60.1) 296 (36.1) 14 (73.7) 0 (0.0) 5(25.0) 35 (59.3) 54 (35.1)
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No 20 (21.7) 298 (100.0) 74 (74.7) 132 (39.9) 524 (63.9) 5(26.3) 56 (100.0) 15(75.0) 24 (40.7) 100 (64.9)
Estructura de la vivienda

Casas abiertas 34 (37.4) 107 (36.4) 57 (57.6) 115 (34.7) 313 (38.4) 8 (44.4) 21 (38.2) 11 (55.0) 20 (33.9) 60 (39.5)

Al menos un cuarto cerrado 57 (62.6) 187 (63.6) 42 (42.4) 216 (65.3) 502 (61.6) 10 (55.6) 34 (61.8) 9 (45.0) 39 (66.1) 92 (60.5)
Material de paredes

Cemento o madera 70 (76.1) 256 (85.9) 77 (77.8) 244 (73.7) 647 (78.9) 15 (79.0) 48 (85.7) 16 (80.0) 42 (71.2) 121 (78.6)

Palma, hoja, cafia, calamina 22 (23.9) 42 (14.1) 22 (22.2) 87 (26.3) 173 (21.1) 4(21.0) 8 (14.3) 4 (20.0) 17 (28.8) 33 (21.4)
Material del techo t

Calamina 31 (34.1) 12 (4.1) 0 (0.0) 141 (42.6) 184 (22.6) 5(27.8) 5(9.1) 0 (0.0) 24 (40.7) 34 (22.4)

Palma, hoja, cafia 60 (65.9) 282 (95.9) 99 (100.0) 190 (57.4) 631 (77.4) 13 (72.2) 50 (90.9) 20 (100.0) 35(59.3) 118 (77.6)
Fumigacion IRS * t

Si 77 (84.6) 266 (90.5) 89 (89.9) 325(99.7) 757 (93.5) 15 (83.3) 47 (85.5) 18 (90.0) 56 (98.3) 136 (90.7)

No 14 (15.4) 28 (9.5) 10 (10.1) 1(0.3) 53 (6.5) 3(16.7) 8 (14.5) 2(10.0) 1(1.7) 14 (9.3)
Electricidad

Si 24 (26.4) 80 (27.2) 31 (31.3) 269 (81.3) 404 (49.6) 4 (22.2) 13 (23.6) 5(25.0) 45 (76.3) 67 (44.1)

No 67 (73.6) 214 (72.8) 69 (69.7) 62 (18.7) 411 (50.4) 14 (77.8) 42 (76.4) 15 (75.0) 14 (23.7) 85 (55.9)
Animales en la vivienda 1 +

Si 24 (26.4) 107 (36.4) 43 (43.4) 107 (32.3) 281 (34.5) 5(27.8) 22 (40.0) 8 (40.0) 17 (28.8) 52 (34.2)

No 67 (73.6) 187 (63.6) 56 (56.6) 224 (67.7) 534 (65.5) 13 (72.2) 33 (60.0) 12 (60.0) 42 (71.2) 100 (65.8)

GC=Gamitanacocha; LI=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafio; 1t Variables con datos incompletos; ° Incluido vecindario de 550m; * Indoor Residual Spraying; + Pollos,
vacas, perros o gatos.
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Tabla 2. Prevalencia parasitaria de malaria (por microscopia and PCR) por muestras e individuos.

GC PE UM Total
Caracteristicas Mues. Ind.A Mues. Ind.A Mues. Ind.A Mues. Ind.A Mues. Ind.A
n=265 (%) n=92 (%) n=986 (%) n=298 (%) n=330 (%) n=99 (%) n=1204 (%) n=331 (%) n=2785 (%) n=820 (%)
Parasitemia de Plasmodium
spp. por gPCR
Positivo 48 (18.1) 34 (37.0) 314 (31.8) 183 (61.4) 67 (20.3) 44 (44 .4) 282 (23.4) 190 (57.4) 711 (25.5) 451 (55.0)
Negativo 217 (81.9) 58 (63.0) 672 (68.2) 115 (38.6) 263 (79.7) 55 (55.6) 922 (76.6) 141 (42.6) 2074 (74.5) 369 (45.0)
Parasitemia de P. vivax por
gPCR
Positivo 39 (14.7) 27 (29.4) 236 (23.9) 151 (50.7) 59 (17.9) 38 (38.4) 255 (21.2) 170 (51.4) 589 (21.1) 386 (47.1)
Negativo 226 (85.3) 65 (70.6) 750 (76.1) 147 (49.3) 271 (82.1) 61 (61.6) 949 (78.8) 161 (48.6) 2196 (78.9) 434 (52.9)
Parasitemia de P. falciparum
por qPCR
Positivo 9(3.4) 8(8.7) 78 (7.9) 43 (14.4) 8 (2.4) 7(7.1) 27 (2.2) 27 (8.2) 122 (4.4) 85 (10.4)
Negativo 256 (96.6) 84 (91.3) 908 (92.1) 255 (85.6) 322 (97.6) 92(92.9) 1177 (97.76) 304 (91.8) 2663 (95.6) 735 (89.6)
Resultado de Microscopia t
P. falciparum 0 (0.0) 0 (0.0) 6 (0..6) 6 (2.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 6 (0.2) 6 (0.7)
P. vivax 1(0.4) 1(1.1) 24 (2.4) 24 (8.1) 13 (4.0) 11 (11.1) 51 (4.2) 50 (15.1) 89 (3.2) 86 (10.5)
Negativo 263 (99.6) 91 (98.9) 949 (96.9) 266 (89.9) 311 (96.0) 88(88.9) 1150 (95.8) 281 (84.9) 2673 (96.6) 726 (88.8)

GC=Gamitanacocha; LI=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafio; Mues.= Muestras; Ind.= Individuos; * Al menos una muestra positiva en las 4 encuestas DAC; 1 Variables cor

datos incompletos.
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Tabla 3. Efectos fijos de los modelos multi-comunidad y comunidad-especifico bivariados de parasitemia por P. vivax

Modelo multi-comunidad Modelo comunidad-especifico

GC LI PE Um
RP IC 95% valor-p RP IC 95% valor-p RP IC 95% valor-p RP IC 95% valor-p RP IC 95% valt
Modelo nulo
Constante 0.18 (0.16-0.20) <0.001 0.12 (0.08-0.17) <0.001 0.20 (0.17-0.24) <0.001 0.14 (0.10-0.19) <0.001 0.18 (0.15-0.21) <O0.
Variables de nivel tiempo-dependiente
Historia de viaje (Ref=No)
Si 1.06 (0.76-1.49) 0.714 0.85 (0.26-2.83) 0.796 0.71 (0.37-1.35) 0.300 2.04 (0.99-4.20) 0.052* 128 (0.74-2.19) 03
Fiebre (Ref=No)
Si 1.68 (1.09-2.59) 0.018* 1.06 (0.25-4.45) 0.942 1.33 (0.62-2.85) 0.455 - - - 257 (1.46-4.53) 0.0
Variables de nivel individual
Sexo (Ref=Femenino)
Masculino 0.99 (0.81-1.21) 0.937 126 (0.58-2.66) 0.572 0.89 (0.65-1.22) 0.471 1.35 (0.70-2.58) 0.365 095 (0.70-1.29) 0.7
Grupo de edad (Ref=<15 afios)
15-39.9 118 (0.94-1.49) 0.148* 211 (0.91-4.89) 0.082* 1.01  (0.70-1.45) 0.942 1.33 (0.65-2.75) 0.432 119 (0.83-1.70) 0.3
> 40 0.97 (0.74-1.26) 0.838 1.06 (0.33-3.40) 0.927 0.70 (0.45-1.07) 0.100 166 (0.72-3.86) 0.235 1.10 (0.74-1.62) 0.6
Educacion (Ref=Ninguno)
Primaria 1.30 (1.02-1.65) 0.030** 2.89 (0.99-8.042 0.052* 1.14 (0.80-1.63) 0.465 154 (0.67-3.59) 0.308 133 (0.91-1.94) 0.1
Secundaria o superior 128 (0.94-1.73) 0.116* 117 (0.21-6.37) 0.859 1.21 (0.67-2.16) 0.527 268 (0.94-7.63) 0.065* 124 (0.81-1.89) 03
Ocupacion (Ref=No un
Maderero, pescador y agricul.)
Si 116 (0.95-1.42) 0.154* 1.69 (0.77-3.70) 0.195* 0.89 (0.64-1.22) 0.470 1.73 (0.92-3.28) 0.090* 128 (0.94-1.76) 0.1

Variables de nivel hogar
Cluster de alto riesgo (Ref=No)
Si 110 (0.88-1.34) 0.412 1.97 (0.68-5.70) 0.210 - (-) - 2.09 (1.09-4.00) 0.027* 124 (0.90-1.71) 0.1
Estructura de Ila vivienda
(Ref=Abierta)

Al menos un cuarto cerrado 0.93  (0.76 - 1.15)  0.527 116 (0.52-2.60) 0.719 0.80 (0.58-1.10) 0.182* 0.83 (0.43-1.59) 0.585 099 (0.71-1.39) 0.9
Material paredes (Ref=Cemento
o madera)

Palma, hoja, cafa, calamina 1.06 (0.83-1.35) 0.651 2.08 (0.93-4.62) 0.073* 0.90 (0.57-1.41) 0.644 0.82 (0.36-1.87) 0.638 113 (0.79-161) 05
Material techo (Ref=Calamina)

Palma, hoja, cafia 110 (0.86-1.41) 0.438 0.56 (0.26-1.22) 0.147* 114 (0.50-2.58) 0.752 - - - 121 (0.88-1.67) 0.2
Fumigacion IRS (Ref=Si)

No 0.91 (0.58-1.44) 0.710 1.89 (0.76-4.69) 0.172* 0.83 (0.45-1.54) 0.562 0.54 (0.13-2.25) 0.399 1.84 (0.25-1347) 05
Electricidad (Ref=No)

Si 0.96 (0.79-1.18) 0.764 0.63 (0.25-1.56) 0.319 113 (0.80-1.60) 0.488 0.77 (0.38-1.55) 0.467 0.88 (0.59-1.31) 05
Animales (Ref=Si)

No 1.10 (0.88-1.36) 0.400 0.95 (0.38-2.36) 0.907 0.99 (0.71-1.37) 0.932 0.92 (0.49-1.74) 0.803 1.35 (0.95-191) 0.0

GC=Gamitanacocha; LI=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafio; Modelos de Poisson con efectos aleatorios; RP= Razén de Prevalencias; valor-p del test de Wald; * valor-p<0.2; ** valor-p<
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Tabla 4. Efectos fijos del modelo multi-comunidad multivariado de parasitemias por

P. vivax.
RPA IC 95% valor-p

Comunidad (Ref=LlI)

UM 0.58 (0.38-0.88) 0.007 **

PE 0.40 (0.20-0.81) 0.003 **

GC 0.29 (0.11-0.76) 0.003 **
Historia de viaje (Ref=No)

Si 0.71 (0.44 - 1.15) 0.101*
Viaje*comunidad

Si*UM 1.63  (0.87-3.08) 0.090 *

Si*PE 293 (1.13-7.64) 0.028 **

Si*GC 0.93 (0.35-2.44) 0.267
Fiebre (Ref=No)

Si 1.73 (1.11-2.71) 0.013 **
Grupos de Edad (Ref=<15 afos)

15-39.9 0.85 (0.66-1.10) 0.119*

= 40 0.69 (0.49-0.98) 0.041 **
Educacién (Ref=Ninguno)

Primaria 1.27 (1.01-1.60) 0.040 **

Secondaria o superior 1.27  (0.96 - 1.68) 0.074 *
Ocupacion (Ref=No un Maderero,
pescador y agricultor)

Si 1.04 (0.79-1.39) 0.256
Ocupacion*comunidad

Si*UM 152  (1.02-2.27) 0.041 **

Si*PE 1.73  (0.95-3.15) 0.064 *

Si*GC 2.07 (1.00-4.28) 0.050 **
Cluster de alto riego (Ref=No)

Si 147  (1.09 - 1.98) 0.011 **

GC=Gamitanacocha; Ll=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafo;
Modelos de Poisson con efectos aleatorios; RPA= Razén de prevalencias ajustado;
valor-p y 95% IC ajustados por tasa de falsos descubrimientos (FDR); * valor-p<0.2;
** valor-p<0.05.
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Tabla 5. Efectos fijos de los modelos comunidad-especificos multivariados de parasitemias por P. vivax.

GC LI PE UM
RPA 1C 95% valor-p RPA IC 95% valor-p RPA IC 95% valor-p RPA 1C 95% valor.

Historia de viaje (Ref=No)
Si 311 (1.25-7.74) 0.011*
Fiebre (Ref=No)
Si 264 (1.31-5.31) 0.00:
Sexo (Ref=Femenino)
Masculino 1.56 (0.93-2.61) 0.074*
Grupos de Edad (Ref=<15 afos)
15-39.9 1.09 (0.84-1.41) 0.196*
=40 0.71 (0.50-1.02) 0.063*
Ocupacion (Ref=No un Maderero,
pescador y agricultor)
Si 221 (1.01-4.84) 0.040* 143 (0.88-2.31) 0.096 * 1.36 (1.01-1.82) 0.04(
Cluster de alto riesgo (Ref=No)
Si 222 (0.91-5.38) 0.069* 296 (1.26-6.90) 0.009 ** 1.24 (0.96-1.58) 0.07¢
Estructura de la vivienda
(Ref=Abierta)
Al menos un cuarto cerrado 0.81 (0.63-1.04) 0.076*
Material de paredes (Ref=cemento o
madera)
Palma, hoja, cafia, calamina 311 (1.27-7.61) 0.013*
Fumigacion IRS (Ref=Si)
No 258 (1.04-6.42) 0.040*

GC=Gamitanacocha; LI=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafio; Modelos de Poisson con efectos aleatorios; RPA= Razén de prevalencias ajustado; valor-p y 95% IC ajustados
tasa de falsos descubrimientos (FDR); * valor-p<0.2; ** valor-p<0.05.
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Figura 1. Area de estudio en el distrito de Mazan, Departamento de Loreto, Amazonia Peruana. Distribucion espacial de las comunidades de
Gamitanacocha (GC, circulos verdes), Libertad (LI, circulos azules), Primero de Enero (PE, circulos amarillos) and Urco Mirafio (UM, circulos rojos)

en el distrito de Mazan.
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Figura 2. Distribucion de las parasitemias por P. vivax y prevalencia parasitaria a lo largo de las 4 encuestas DAC. a) Numero de individuos
con parasitemias de P. vivax nuevas (barras gris claro), detectadas previamente (barras gris oscuro) y acumuladas (cuadrados celestes); y b)
prevalencia parasitaria por microscopia (linea discontinua ploma) y gPCR (linea continua negra); y la proporcion de parasitemias sub-microscopicas

(SM, barras celestes) en cada encuesta DAC.
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Figura 3. Proporcién de participantes por vivienda con al menos una parasitemia por P.

vivax a lo largo del seguimiento en: Gamitanacocha (GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE) y

Urco Mirafio (UM).
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Figura 4. Analisis de agrupamiento por indicadores locales de asociacion espacial (LISA) de
las parasitemias por P. vivax en: Gamitanacocha (GC), Libertad (L/), Primero de Enero (PE) y

Urco Mirafio (UM).
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Suplementaria S1. Destinos comunes de registros de viajes auto-reportados por

habitante de Gamitanacocha (GC), Libertad (LI), Primero de Enero (PE), and Urco Mirafo

(UM).
Comunidades | GC LI PE UM Total
Individuos N=18 N=33 N=20 N=25 N=96
Viajes n=36 (%) n=84 (%) n=59 (%) n=82(%) n=261 (%)
Destinos:
lquitos 2 (5.56) 7 (8.33) 5 (8.47) 47 (57.32) 61 (23.37)
Mazan 3(8.33) 13 (15.48) 1(1.69) 12 (14.63) 29 (11.11)
Quebradas * |10 (27.78) 60 (71.43) 38 (64.41) 108 (41.38)
Yurimaguas 1(1.19) 4 (4.88) 5(1.92)
Maucallacta |18 (50.00) 18 (6.90)
Paucarillo 2 (5.56) 2 (0.77)
Pebas 1(2.78) 1 (0.38)
14 de Julio 2 (2.38) 2 (0.77)
Inganoyata 1(1.19) 1(0.38)
Santa Cruz 14 (23.73) 14 (5.36)
Orosa River 1(1.69) 1(0.38)
Sucusari 2 (2.44) 2 (0.77)
Indiana 3 (3.66) 3(1.15)
Palmeras 6 (7.32) 6 (2.30)
Pampa
Hermoza 4 (4.88) 4 (1.53)
Santa Teresa 4 (4.88) 4 (1.53)

A Reportado por parker
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Tabla Suplementaria S2. Efectos aleatorios de modelo multi-comunidad nulo y modelo

multivariado para parasitemia por P. vivax.

Var IC 95%
Modelo Nulo
Vivienda 0.0151 (0.00005 - 4.46881)
Individuo 0 (-)
Modelo Multi-comunidad
Vivienda 0 (-)
Individuo 0 (-)

Modelos de Poisson de Efectos mixtos con solo
interceptos aleatorios; Var= Varianza estimada por modelo
de efectos mixtos.
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Tabla Suplementaria S3. Efectos aleatorios de modelos comunidad-especificos nulo y modelo multivariado para parasitemia por P.

vivax.
GC LI PE UM
Var IC 95% Var IC 95% Var 1C 95% Var IC 95%
Modelos Nulos
Vivienda 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0.0362 (0.153 -0.2142)
Individuos 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0 (-)
Modelos comunidad-
especificos
Vivienda 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0.0219 (0.0001 -5.0111)
Individuos 0 (-) 0 (-) 0 (-) 0.0000 (-)

GC=Gamitanacocha; Ll=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafo; Modelos de Poisson de Efectos mixtos con solo
interceptos aleatorios; Var= Varianza estimada por modelo de efectos mixtos.
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Tabla Suplementaria S3. Efectos fijos del modelo multi-comunidad multivariado de parasitemias por P. vivax (colapsado a nivel
individual).

RPA IC 95% valor-p

Comunidad (Ref=LlI)

UM 0.71 (0.40-0.91) 0.011 **

PE 0.48 (0.28-0.85) 0.008 **

GC 0.34 (0.17-0.66) 0.002 **
Historia de viaje (Ref=No)

Si 0.63 (0.34-1.19) 0.157 *
Viaje*comunidad

Si*UM 1.72  (0.76 - 3.91) 0.123 *

Si*PE 2.41 (1.07 - 6.29) 0.041 **

Si*GC 1.25 (0.38-3.11) 0.316
Fiebre (Ref=No)

Si 122  (1.01-2.64) 0.048 **
Grupos de Edad (Ref=<15 afos)

15-39.9 0.86 (0.60-1.23) 0.212

= 40 0.76  (0.50-0.99) 0.049 **
Educacién (Ref=Ninguno)

Primaria 126  (0.98-1.63) 0.075 *

Secondaria o superior 1.23 (0.87-1.74) 0.241*
Ocupacion (Ref=No un Maderero,
pescador y agricultor)

Si 1.05 (0.69-1.58) 0.427
Ocupacion*comunidad

Si*UM 1.35 (1.06 - 2.32) 0.039 **

Si*PE 157 (0.87-3.21) 0.117 *

Si*GC 1.65 (0.99-3.92) 0.052 *
Cluster de alto riego (Ref=No)

Si 1.34 (1.01-1.80) 0.041 **

GC=Gamitanacocha; Ll=Libertad; PE=Primero de Enero; UM=Urco Mirafo;
Modelos de Poisson con efectos aleatorios; RPA= Razén de prevalencias ajustado;
valor-p y 95% IC ajustados por tasa de falsos descubrimientos (FDR); * valor-p<0.2;
** valor-p<0.05.

5152



Figura Suplementaria S1. Estructura multinivel de datos recolectados en el estudio

Nombre del nivel

Subindice a

nivel de indice

Variables medidas en

cada miembro del nivel

7 77

& /////////4///; )

Hogar
[154 Viviendas]

Individuos
[820 individuos]

E:osaeiye & && &&&& && & Observaciones repetidas en el
egative

$1 S3 s4 S2 83 sS4 $4  tiempo [hasta 4 encuestas (S)]

Estructura de HH, material paredes,
material techos, HH rociada,
suministro  energia, ganado vy

ubicacion en grupo de alto riesgo.

Género, edad, educacion, ocupacion

al aire libre.

Historial de viaje, sintoma de fiebre,

parasitemia de P. vivax por PCR.

HH=Hogar
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