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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo explorar la genética poblacional de Plasmodium
vivax en la comunidad de Santa Emilia (lquitos, Loreto), una comunidad aislada en
medio de la Amazonia Peruana. Para ello, se realizé un seguimiento de un afo a un
total de 213 habitantes de la comunidad, a partir de los cuales se seleccionaron 103
muestras, y se identificé una elevada proporcion de infecciones asintomaticas (74%) y
no detectables por microscopia (72%). A pesar del aislamiento geografico, la diversidad
genética encontrada en Santa Emilia (He=0.61) fue comparable con la reportada en
otras localidades de la Amazonia que presentan menores restricciones de flujo génico.
No obstante, también se encontr6 niveles significativos de desequilibrio de ligamiento
(I5A=0.19, p<0.001). Diversos andlisis de estructuracion y diferenciacion genética
revelaron la presencia de 4 subpoblaciones de P. vivax en Santa Emilia, y a su vez se
detecté la ocurrencia de expansiones clonales. Ademdas, como en muchas otras
comunidades, se identificé que las actividades econdmicas juegan un rol determinante
en el mantenimiento de los niveles de diversidad genética y el modelamiento de la
estructuracién poblacional del parasito. Los hallazgos de este estudio sugieren que
Santa Emilia representaria un riesgo importante para la reintroducciéon y mantenimiento
de la malaria en otras localidades de la Amazonia Peruana, por lo cual seria necesario
la implementacion de estudios a mayor escala y la combinacién de distintas estrategias

para el control de la enfermedad.

Palabras clave: Malaria, Plasmodium vivax, microsatélites, diversidad genética,

estructuracidén genético-poblacional, Amazonia Peruana.
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ABSTRACT

This work aimed to explore the population genetics of Plasmodium vivax in Santa Emilia
(lquitos, Loreto), an isolated community located in the Peruvian Amazon. A one-year
follow-up was carried out in 213 individuals, detecting a high proportion of asymptomatic
infections (74%), and infections not detected by microscopy (72%). Despite geographic
isolation, the genetic diversity found in Santa Emilia (He=0.61) was comparable to that
reported in Amazonian localities with less gene flow restrictions. Nonetheless, significant
linkage disequilibrium (15a=0.19, p<0.001) was also found. Different population structure
and genetic differentiation analyses revealed the presence of 4 subpopulations of P.
vivax in Santa Emilia. The occurrence of clonal propagation was detected as well.
Furthermore, as in many other communities, we identified the critical role of economic
activities in sustaining the genetic diversity levels and modeling the parasite population
structure. These findings suggest that Santa Emilia may represent an important risk for
the reintroduction and maintenance of malaria in other localities of the Peruvian Amazon,
highlighting the need to scale-up this type of studies and combine different strategies for

malaria control.

Keywords: Malaria, Plasmodium vivax, microsatellites, genetic diversity, population

structure, Peruvian Amazon.
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1. INTRODUCCION

Plasmodium vivax (Grassi & Feletti 1890) es el principal causante de malaria fuera
del continente africano (Mendis et al. 2001) y se estima que amenaza
aproximadamente al 40% de la poblacién mundial (Price et al. 2007). En el Pera se
reportaron 55 904 casos de malaria durante el ano 2016, de los cuales
aproximadamente el 73% fueron causados por P. vivax (40 696 casos) y el 27% por
P. falciparum (15 208 casos). La Amazonia es la regibn mas afectada del pais,
especialmente el departamento de Loreto, el cual presentd el 97% de la totalidad de

casos nacionales (Direccion General de Epidemiologia 2016).

En la Amazonia Peruana se ha reportado la aparicién de infecciones recurrentes de
P. vivax después de recibir tratamiento con drogas antimalaricas (Ruebush et al.
2003; Graf et al. 2012), asi como una frecuente ocurrencia de infecciones
asintomaticas y/o no detectables por microscopia (Roshanravan et al. 2003; Branch
et al. 2005; da Silva-Nunes et al. 2012), lo cual hace muy dificil erradicar la malaria
vivax de esta region, requiriéendose de esfuerzos constantes y acumulativos. Se
necesitan estudios transversales y longitudinales en distintas localidades, que
permitan caracterizar la dinamica de la transmisién del parésito en cada poblacion,
ya que éstas requieren diferentes estrategias de control. Tal muestreo debe incluir
no solo a pacientes sintomaticos captados en localidades que cuentan con centros
de salud implementados, sino también a personas asintomaticas o que viven en
areas de dificil acceso, donde la probabilidad de recibir tratamiento médico es menor

(Chenet 2014).

Asimismo, al caracterizar la dinamica de transmisiébn en cada una de las

poblaciones, no se debe emplear estrategias basadas Unicamente en diagndstico,



pues estas no proveen informacién suficiente para entender tan complejo fenémeno.
Distintos estudios destacan la importancia de integrar las métricas de monitoreo y
estrategias de control de la enfermedad, con métodos de genotipificacion que
permitan obtener un mapa preciso de los focos de transmisién y de los genotipos
circulantes del parasito, para asi estimar su persistencia y concentracion en areas
especificas o grupos de personas (Arnott, Barry, y Reeder 2012; Chenet 2014;
Escalante et al. 2015). Asimismo, conocer la historia demografica del parasito
posibilita inferir cambios en su tamafo efectivo poblacional, para asi evaluar la
efectividad de los programas de control y erradicacién (Escalante et al. 2015). De
manera adicional, los estudios genético-poblacionales permiten discernir entre
casos domésticos e importados, asi como diferenciar las nuevas infecciones de los
relapsos y las recrudescencias (Nyachieo et al. 2005; Greenhouse et al. 2006;

Orjuela-Sanchez et al. 2009; Restrepo et al. 2011; Arnott, Barry, y Reeder 2012)

Sin embargo, el desarrollo de este plan dentro de la Amazonia Peruana requiere de
un conocimiento extenso de la estructura poblacional subyacente dentro de cada
localidad, la cual es usualmente desconocida a priori. Ademas, resalta la importancia
de la implementacion de estudios pilotos. Dichos trabajos permiten evaluar la
variabilidad de los marcadores moleculares a utilizar en distintas areas de estudio,
de tal modo que se pueda determinar el nimero y caracteristicas de los loci
requeridos para evaluar diferentes escenarios epidemiologicos, por ejemplo,
discriminar entre distintos clusters de parasitos, o identificar clonas individuales

dentro del mismo cluster (Chenet 2014; Escalante et al. 2015).

Teniendo en cuenta las premisas anteriores, el presente trabajo tuvo como objetivo
principal estudiar la diversidad genética y estructura genético-poblacional de P. vivax
en Santa Emilia, una comunidad aislada geograficamente dentro de la Amazonia

Peruana, la cual hasta hace poco habia carecido de intervenciones de control y



prevencion de la malaria. Para ello, se utiliz6 un panel combinado entre marcadores
microsatélites ya reportados y otros evaluados por primera vez en este estudio. De
esta manera se buscé obtener un primer bosquejo del mapa de genotipos circulantes
del parasito dentro de esta comunidad, el cual serd de mucha utilidad para futuros
estudios de mayor alcance. Asimismo, se evalué si existia alguna relacion entre la
estructuracién genético-poblacional del parasito y las caracteristicas clinico-

epidemioldgicas y/o socio-demograficas de los habitantes de la comunidad.



2. MARCO TEORICO

2.1. La malariay el género Plasmodium

La malaria es una enfermedad parasitaria causada por protozoos del género
Plasmodium, los cuales son transmitidos por la picadura de mosquitos del género
Anopheles. Este parasito infecta distintos hospederos incluyendo aves, reptiles,
roedores y primates (incluyendo al humano). El género Plasmodium se encuentra
dentro de la Familia Plasmodidae, Orden Haemosporida, Clase Aconoidasida. No
obstante, es mayormente conocido por su ubicacion dentro del Filo Apicomplexa y

el Reino Protista.

Son cinco las especies del género Plasmodium capaces de infectar al ser humano:
Plasmodium falciparum (Welch 1897), Plasmodium vivax, Plasmodium ovale
(Stephens 1922), Plasmodium malariae (Feletti & Grassi 1889) y Plasmodium
knowlesi (Sinton & Mulligan 1933). Las semejanzas y diferencias entre las
caracteristicas biologicas y las infecciones causadas por cada una de estas especies

se encuentran resumidas en la Tabla 1.

El origen de P. vivax, segun estudios filogenéticos (Escalante et al. 1998; Escalante
et al. 2005), se dio a partir de un parasito malarico de primates no-humanos,
probablemente macacos, que cambid de hospedero para infectar humanos. Estos
datos son reforzados por estudios basados en el genoma mitocondrial del parasito

(Jongwutiwes 2005; Mu et al. 2005).



Plasmodium

Caracteristicas . P. knowlesi P. malariae P. ovale P. vivax
falciparum

Tamanadal ganoma 23.3 24.4 336 335 29.1
(Mb)

Nimera:de 14 14 14 14 14

cromosomas
NUumero de genes 5429 5291 6 540 7132 6642

Contenido de GC (%) 19 39 24 29 40

Estadio pr?—erltromtlco 5.7 8-9 14-16 9 6-8
(dias)

Ciclo eritrocitico (dias) 48 24 72 50 48
Eritrocitos afectados Todos Todos Maduros Reticulocitos | Reticulocitos
Parasitemia (por pL)

Promedio 20 000-500 000 | 600-10 00O 6 000 9000 20 000
Maxima 2 000 000 236 000 20 000 30 000 100 000
Paroxismo febri 16-36 0 mas 8-12 8-10 8-12 8-12
(horas)
Malaria severa Si Si No No Si
Relapsos causados
por estadios hepaticos No No No Si Si
(hipnozoitos)
Si (hasta 30-50 :
. - . Si (por falla
S — Si (por falla del si afos después No dél

tratamiento)

de la infeccion
primaria)

tratamiento)

Tabla 1: Caracteristicas biol6gicas y de las infecciones causadas por Plasmodium
falciparum, P. knowlesi, P. malariae, P. ovale y P. vivax (Adaptado de Antinori et al.
2012 y Rutledge et al. 2017).

2.2.

Epidemiologia de la malaria en el mundo

Se estima que 3.4 billones de personas en el mundo se encuentran en riesgo de

infeccion por malaria, siendo P. vivax junto con P. falciparum aquellos que generan

la mayor tasa de morbilidad y mortalidad (WHO 2016). La Fig. 1 muestra las distintas

zonas del mundo donde la malaria ha sido endémica durante las dos ultimas

décadas.




Entre estas dos especies, P. vivax es la que presenta poblaciones parasitarias mas
diversas genéticamente y con menor grado de estructuracion, lo cual indicaria un
origen mas antiguo (Cornejo y Escalante 2006; Liu et al. 2014), asi como una menor
susceptibilidad a eventos de reduccion poblacional (cuellos de botella) y mayor
eficiencia en la diseminacion de sus genes (Barry et al. 2015). Esto explicaria en
gran medida la mayor resiliencia de P. vivax a los esfuerzos de control de malaria,
siendo la especie, entre aquellas capaces de infectar humanos, con mayor

distribucion en el mundo (Diermissen y Yaeger 2008).

Countries with ongoing transmission of malaria, 2000 and 2015

Malaria endemic Endemic in 2000, no longer endemic Non-endemic or no ongoing malaria transmision Not applicable

+  WORLD MALARIA REPORT 2015 SUMMARY

Figura 1: Endemicidad de la malaria a nivel mundial entre los afios 2000 y 2015
(Tomado de WHO 2015).

En América Latina, la transmisién de malaria ocurre principalmente en 6 paises
(Brasil, Colombia, Guyana, Haiti, Pert y Venezuela) y cerca de 132 millones de
personas se encuentra en riesgo de infeccién (WHO 2016). En Colombia, la malaria
causada por P. vivax es la de mayor prevalencia, correspondiendo frecuentemente
al 65 a 70% de los casos (Carmona-Fonseca, Alvarez, y Blair 2006); mientras que
en Brasil la proporcién de infecciones por P. vivax normalmente oscila alrededor del

80% (Souza-Neiras, Melo, y Machado 2007).




2.3. Epidemiologia de la malaria en el Peru
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Casos de malaria por especies y por anos
Pera 2012* - 2017*

Tipo Dx 2,013 2,014 2,015 2,016 2,017
P. Vivax 21864 28287 22755 23951 19167
P. Falciparum 3836 4010 4817 8514 6417
Notificados 25,700 32,297 27,572 32,465 25,584

Figura 2: Mapa de riesgo de malaria por P. vivax en el
Perd (Tomado de la DGE-SE27, 2017).

En el caso de Peru, la malaria es endémica de algunas zonas de la costa norte y
posee una distribucion importante en la Region Amazonica, siendo el departamento
de Loreto el mas afectado. En la Amazonia Peruana, la enfermedad presenta una
transmisién mayormente estacional, con picos de noviembre a mayo; y en el caso

de la costa norte, de abril a junio (Direccion General de Epidemiologia 2009). Si bien,



tanto P. vivax como P. falciparum son responsables de la transmisiéon de malaria en
la cuenca amazédnica (Pera y Brasil), aproximadamente el 77% de las infecciones

son atribuidas a P. vivax (PAHO 2009).

2014 2015 2016 2017*

2000

1500

1000 -

N CASOS

500

0

1 8152229364350 5 121928334047 2 9162330374451 68 122027344148
SE.

Casos de Malaria por especies y por anos
Pera 2012 - 2016

Tipo Dx 2,012 2,013 2,014 2,015 2,016
P. Vivax 27702 40917 54823 50507 41270
P. Falciparum 4002 7922 10416 12646 15309
Notificados 31,704 48,839 65,239 63,153 56,579

Figura 3: Casos de malaria por P. vivax en el Peru en los ultimos
anos (Tomado de la DGE-SE27, 2017).

En el Perq, la transmision de la malaria presenta una serie de determinantes que
aumentan el riesgo de contraer la enfermedad. Entre estos factores destaca el clima
calido, ya que por debajo de 16 °C los parasitos cesan su desarrollo en el mosquito.
Las mejores condiciones para el desarrollo del parasito en el vector son
temperaturas en un rango de 20-30 °C y humedad relativa mayor a 60% (Aramburu
Guarda, Ramal Asayag, y Witzig 1999). Ademas de presencia de lluvias, viviendas
sin proteccion, alta tasa de migracién hacia zonas de mayor transmision y viceversa,

y en general, alteracion del medio ambiente por parte del hombre (construccién de



represas, de estanques, cambios en los cursos de agua, etc.). Todos estos factores
contribuyen a la creacion de nuevos habitats larvales que incrementan el riesgo de
transmisién de malaria (Aramburt Guarda, Ramal Asayag, y Witzig 1999; Vargas

Herrera 2003; Direccion General de Epidemiologia 2009).

2.4. Biologia de Plasmodium vivax

El ciclo de vida de las especies de Plasmodium causantes de malaria en humanos
es muy similar, sin embargo, existen caracteristicas particulares para cada uno de
ellas (Antinori et al. 2012) (Tabla 1). Tanto en P. vivax como en el resto de especies,
el ciclo de vida involucra 2 hospederos: la hembra del mosquito Anopheles, como
hospedero definitivo, y un hospedero intermediario que puede ser un humano u otro
vertebrado (Fig. 4). El ciclo inicia cuando el mosquito infectado pica a un hospedero
intermediario para alimentarse, e inocula parasitos en forma de esporozoitos en su

torrente sanguineo (Mueller et al. 2009).

Tras haber ingresado al torrente sanguineo, los esporozoitos migran hacia el higado
(estadios exoeritrociticos), donde se multiplican asexualmente formando
esquizontes hepaticos (Mueller et al. 2009). En el caso de P. vivax 'y P. ovale, los
esporozoitos pueden diferenciarse en un estadio latente llamado hipnozoito, el cual
puede ser reactivado después de meses o0 anos retomando el proceso infeccioso
(Mueller et al. 2009; Antinori et al. 2012). (Fig. 4, Tabla 1). Los determinantes
biologicos de la reactivacion de los hipnozoitos aun no se comprenden

completamente aun (Mueller et al. 2009).

Posteriormente, el equizonte hepatico se rompe en el hepatocito, lo que lleva a la

aparicion de un nuevo estadio, el merozoito. Este estadio puede reinfectar a los



hepatocitos o volver al torrente sanguineo e infectar a los glébulos rojos (Mueller et
al. 2009). Tanto P. vivax como P. ovale solo infectan reticulocitos, mientras que P.
malariae solo invade eritrocitos maduros (Antinori et al. 2012) (Tabla 1). Ya en los
reticulocitos, los merozoitos se nutren del componente proteico de la hemoglobina,
diferenciandose en nuevo estadio: el trofozoito. Los trofozoitos se multiplican
asexualmente en el interior de dichas células, formandose el esquizonte hematico

(estadio eritrocitico) (Mueller et al. 2009).
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Figura 4: Ciclo de vida de P. vivax (tomado de Mueller et al. 2009).

A partir de este punto, el ciclo de vida de P. vivax y el de las otras especies ya no
presentan diferencias (Antinori et al. 2012). Al conluir la maduracion del esquizonte
se da la lisis del eritrocito, liberando nuevos merozoitos. La mayoria de estos
contintan con el ciclo replicativo, infectando nuevos eritrocitos (solo reticulocitos en
el caso de P. vivax), mientras que algunos se convierten en gametocitos masculinos

y femeninos. Si el individuo infectado es nuevamente picado por un mosquito,

10




los gametocitos masculinos y/o femeninos pueden ser ingeridos por el mosquito, en
donde se diferencian en gametos y al fusionarse producen los cigotos (reproduccién
sexual). Los cigotos se convierten en oocinetos, los que invaden las células
intestinales del mosquito, donde se desarrollan en ooquistes, crecen, se rompen y
liberan nuevos esporozoitos, que hacen su camino hacia las glandulas salivares del

mosquito (Mueller et al. 2009).

Otro aspecto importante de la biologia de P. vivax es que su genoma consta de 29.1
Megabases distribuidos en 14 cromosomas lineares de 1.2 a 3.5 Mb de longitud.
Consta de aproximadamente 6 642 genes y presenta un contenido de guaninas y
citosinas (G + C) de 40%. Su tamano y cantidad de genes son mayores a los del

genoma de P. falciparum (Rutledge et al. 2017).

2.5. Métodos de diagnostico de malaria

Durante décadas, el método rutinario para la deteccién y diferenciacién de parasitos
del género de Plasmodium ha sido la evaluacién microscépica de gota gruesa y frotis
sanguineo tenido con Giemsa (Kain et al. 1998; Moody 2002), la cual es considerada
como la prueba “gold standard” (prueba de oro) para el diagndstico de malaria en
América Latina (WHO 2017). Efectivamente, el Ministerio de Salud del Peru aun
basa sus estrategias de deteccién y control de malaria en el diagndstico por la

técnica de microscopia (Ministerio de Salud 2007).

Sin embargo, numerosos estudios han reportado la baja sensibilidad de esta técnica.
Incluso para microcospistas con amplia experiencia es dificil detectar la presencia
de Plasmodium spp. en muestras con baja parasitemia, asi como diferenciar entre

distintas especies en casos de infecciones mixtas (Payne 1988; Kain et al. 1998;
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Hanscheid y Grobusch 2002; Moody 2002). En este contexto, han surgido otras
alternativas para la deteccion de malaria como el diagnéstico inmunocromatografico

y el diagnéstico molecular a partir de PCR (Moody 2002).

De entre todas las técnicas mencionadas anteriormente, el diagnéstico por PCR es
aquel que ha demostrado poseer una mayor sensibilidad y mejor capacidad de
discriminacién entre especies para realizar un adecuado diagnostico de malaria
(Hanscheid y Grobusch 2002; Patsoula et al. 2003). Ademas, el desarrollo del PCR
en tiempo real (QPCR) incrementd la eficiencia y sensibilidad aun mas (Lee et al.
2002; de Monbrison et al. 2003), permitiendo cuantificar parasitemias y extendiendo
el limite de deteccidn hasta 0.5 - 1 parasito/puL (Mangold et al. 2005; Tran et al. 2014).
Asimismo, esta ultima tecnologia permitié la reduccion del tiempo necesario para la

realizacién del diagndstico molecular (Lee et al. 2002; de Monbrison et al. 2003).

2.6. Marcadores moleculares y aplicacion de la genética de poblaciones en
el estudio de la malaria causada por P. vivax

Los marcadores moleculares son una fuente de informacion utilizada por la genética
de poblaciones para evaluar la diversidad genética, estructuracién poblacional,
historia demogréfica, e incluso dilucidar aspectos filogeogréaficos (Broquet y Petit
2009) de distintos organismos, incluyendo a aquellos que son patégenos (de Meels
et al. 2007). Existe una gran variedad de marcadores moleculares utilizados en
estudios genetico-poblacionales como son los SNPs, RAPDs, RFLPs, AFLPs,
microsatélites, etc (de Meels et al. 2007). Las ventajas y desventajas de cada uno
de estos marcadores son discutidas de manera extendida por numerosos

investigadores (Roderick 1996; Caterino, Cho, y Sperling 2000; Sunnucks 2000).
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La estructura poblacional y el sistema de reproduccion de los patégenos son
fendbmenos biolégicos fuertemente asociados y esto tiene importantes implicancias
en la epidemiologia de las enfermedades transmisibles (Tibayrenc y Ayala 2002).
Conocer estos aspectos de la biologia de un patégeno es importante para la toma
de decisiones en el manejo de enfermedades (Milgroom 1996), enfocar la
investigacion correspondiente a tratamiento y prevencion (Taylor et al. 1999), asi

como para evaluar y predecir la aparicion de resistencia a drogas (Tibayrenc 1999).

P. vivax no es ajeno a esta descripcion. La gran dificultad para controlarlo sugiere
que este parasito posee una gran capacidad de mantener su transmision, incluso
ante los constantes esfuerzos e intervenciones antimalaricas (Barry et al. 2015). Uno
de los factores fundamentales que gobiernan la transmision y la naturaleza resiliente
de P. vivax es la diversidad genética de este parasito, por lo cual es esencial generar
un mapa local y global de su estructura genético-poblacional antes de establecer
estrategias adecuadas para el control y la eliminacion de la malaria vivax (Arnott,

Barry, y Reeder 2012).

Entender la diversidad genética y estructura poblacional de P. vivax es clave para
predecir la emergencia y dispersion de fenotipos de interés como nuevas variantes
antigénicas o la resistencia a drogas (Escalante et al. 2015). También es esencial
para distinguir entre distintas clonas dentro de una misma infeccion, asi como entre
infecciones, lo cual es util no sélo para estudios epidemiolégicos, sino que podria
tener mayores implicancias en la salud publica (Arnott, Barry, y Reeder 2012). Un
ejemplo de esto es que niveles mayores o crecientes de infecciones policlonales de
P. vivax podrian llevar a un incremento en la virulencia o fitness del parasito, ya que
las distintas clonas pueden competir por los recursos dentro del hospedero y por la

supervivencia ante intervenciones antimalaricas (Havryliuk y Ferreira 2009).
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Escalante et al. (2015), hacen un repaso de otras aplicaciones de los métodos de
genotipificacion para el estudio de malaria, como, por ejemplo, el monitoreo de la
dinamica de infeccion por distintas clonas a lo largo del tiempo, evaluacion del flujo
génico debido a la migracion (para identificar rutas de transmision), deteccién de
cambios en la multiplicidad de infeccién (MOI) y/o diversidad genética del parasito

de acuerdo a cambios en la intensidad de transmision, entre otros.

2.7. Microsatélites como marcadores para estudiar la genética poblacional
de P. vivax

La investigaciébn en diversidad genética y genética poblacional necesita de
marcadores moleculares informativos, y esto depende principalmente de su
variabilidad (polimorfismo), por lo que los microsatélites ofrecen una buena
alternativa para estos estudios. Los microsatélites son secuencias cortas de ADN
repetidas en tandem, generalmente de 2 a 5 pares de bases, cuyo polimorfismo
consiste en la variacién en el numero de repeticiones de la secuencia que puede
haber de un individuo a otro (Tautz 1989). Se caracterizan por ser altamente
polimdérficos, codominantes, selectivamente neutros, abundantes en el genoma vy

relativamente faciles de anotar (Lehmann et al. 1996; Goldstein y Schlotterer 1999).

Ademas de ser usados para estudiar la genética poblacional de un organismo,
debido a su alto polimorfismo, los microsatélites son marcadores moleculares
deseados para multiples propésitos: fingerprinting, identificacién parental, mapeo
genético, conservacion, entre otros (Bhargava y Fuentes 2010; Buschiazzo y
Gemmell 2006; Chistiakov, Hellemans, y Volckaert 2006; Guichoux et al. 2011). Sin
embargo, hay que resaltar que su uso es mayormente apropiado para estudiar

eventos evolutivos recientes entre subpoblaciones de una misma especie, o entre
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especies estrechamente relacionadas (Goldstein y Pollock 1997; SchldTterer 2001;

Tsitrone, Rousset, y David 2001; Ljungqvist, Kesson, y Hansson 2010)

Durante varios afos existi6 mucho menos informacioén sobre la genética poblacional
de P. vivax que sobre la de P. falciparum, debido principalmente a la poca
disponibilidad de marcadores. Sin embargo, el aumento progresivo del interés por
los estudios genético-poblacionales conllevé a la reciente implementacién de
aproximadamente 240 marcadores microsatélites para estimar la MOI y/o

caracterizar la estructura poblacional de P. vivax (Barry et al. 2015).

Estudios en otros paises han demostrado un alto grado de variabilidad genética de
este parasito utilizando diferentes paneles de microsatélites. Sin embargo, la
comparacion es complicada, pues es dificil determinar cuanto de la variacion
depende del panel de marcadores y cuanto depende exclusivamente de la
diversidad genética de las poblaciones estudiadas (Brito y Ferreira 2011). Sutton
(2013) hace una caracterizacion detallada de 42 microsatélites de frecuencias
conocidas en distintas areas endémicas y proporciona pautas para su uso en la
determinacion de MOI, diversidad genética, y estructura poblacional. El uso de los
mismos marcadores en distintas zonas de transmision facilita la comparacion directa
de resultados (Barry et al. 2015), y este estudio empleara 9 de estos marcadores ya

conocidos, para explorar su diversidad en una comunidad nunca antes evaluada.

Durante la dltima década, diversos estudios han hecho uso principalmente de un
grupo de marcadores descritos por Karunaweera et al. (2006) y por Imwong et al.
(2007). Estos han permitido describir una alta heterocigosidad (He = 0.79) y una
fuerte diferenciaciéon poblacional (Fst = 0.4 - 0.7) en Colombia (Imwong, Nair, et al.
2007), asi como una alta diversidad genética en Brasil (Ferreira et al. 2007) y

Vietnam (Van den Eede, Erhart, et al. 2010) definida por valores de heterocigosidad
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de 0.80 y 0.86 respectivamente. En el caso de Perl, de manera similar se han
encontrado niveles variables de diversidad a partir de estos marcadores (Van den
Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Van den Eede et al. 2011; Delgado-Ratto et al.
2014, Delgado-Ratto et al. 2016), los cuales son discutidos con los resultados de

este trabajo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Analizar la diversidad genética y estructura genético-poblacional de Plasmodium

vivax en la comunidad de Santa Emilia (Iquitos, Loreto).

3.2. Obijetivos especificos

+ lIdentificar, por seguimiento mensual y durante el periodo marzo 2013 - febrero
2014, las infecciones por P. vivax en la comunidad a partir de diagnostico por

gPCR.

» Determinar el nivel de variabilidad de 16 marcadores microsatélites y evaluar la

diversidad genética de la poblacién parasitaria presente.

» Evaluar la estructuracién genético-poblacional subyacente de P. vivax en la
comunidad y su asociacion con caracteristicas epidemiodlogicas de los habitantes

de la comunidad.

4. HIPOTESIS

Existe una asociacion entre la estructuracién genético-poblacional de Plasmodium

vivax y las caracteristicas epidemiol6gicas de los habitantes de Santa Emilia.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Consentimiento ético

Las muestras utilizadas fueron obtenidas en un estudio previo de cohorte realizado
en esta comunidad por el Laboratorio de Malaria (LID-UPCH) que ya cuenta con
aprobacién del Comité de Etica de la UPCH: “Transmisién de la malaria en
comunidades lejanas de la Regién Amazonica del Perd: Fase 1I”, Codigo SIDISI:
60429 (Anexo 1). Los pacientes incluidos en el estudio cuentan con consentimiento
informado por escrito segtin las Normas del Cédigo de Etica y Bioseguridad, y todos
los procedimientos fueron realizados siguiendo los lineamientos establecidos en la

Declaracién de Helsinki.

5.2. Areay poblacion de estudio

Este estudio fue llevado a cabo en la comunidad de Santa Emilia (latitud 4°11°45.25”
S, longitud 74°12'36.96" O, altitud 107m), distrito de Nauta, provincia de Loreto,
departamento de Loreto, en la Amazonia Peruana. La poblacion de Santa Emilia es
predominantemente mestiza y muy pobre, y la economia local depende de la

agricultura, extracciéon de madera, pesca y pequenas actividades.

Esta comunidad se encuentra retirada y es de dificil acceso tanto para el personal
del Ministerio de Salud (cuando realiza intervenciones de control de la enfermedad)
como para los investigadores. Para llegar a ella se debe recorrer un tramo de 98 km
a través de la carretera Iquitos-Nauta y luego 144 km desde Nauta por via fluvial a

través del rio Marafién - rio Tigre - quebrada Nahuapa (Fig. 5).

18



-8.160.000 8.140.000
~BELENG TV B !
Ny 2 i
e . SAN JUAN e
= < {
> \
VAR DISTRITONF /G Sut ety
AL /4
/ BELENJY ~ \
i g \
d \
\
\
T YT ) ) vin0000 Yy ) Y™ Ciwon
r— T T 7 T
{8 | J&
R ” R
: ( §
\
————— N ]
\ (
\ A\
SANTA MARIA DE ALTO NANAY \
. \
‘ {
DIST \ {
JALTO NANAY, o TS
il OIS o s A E]
3 % ] \ FAMAZONAS; F
r 4 1
s TAMSHIYACY | \
Y i 1]
7 /
il \
/ \
4 \,
/ S
/ Se———
/ \
/ A S
' 7 Oictor nau ¢ N\ .
ir / \ y ) ) \ 13
: | \ i \ . B
i \ | N
2 \ \ / \
: \
 p— Santa mmitia @ / \
- 4 @21 o ulio ! \
) ~—
\ ! <
\, IPROVINCTA ® i cerro ‘;
T g 5] ! LORETO, a { g
| e \k-/’ ) 1=
| v | ?
\ ® sucvs vnién |'
\ ®ieva Conquista !
\, D 0 /
\ 110 @
S\anta Emilia '
p RIO TIGRE
\ @ usarones
]
L -~
ESCALA 1:556.672 -
\ ° s 10 k. » “©
SANTA RITA DE CASTIUA
\ Sistema de Coordenadas: WGS 1984 UTM Zona 18 Sur
N\ \ Datum: WGS 1984
N | f L 7 f f
a0 T 000 3050 T 1000 o 1000 )

Figura 5: Ubicacién de la comunidad de Santa Emilia en el departamento de Loreto
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La larga distancia, mas la irregularidad del transporte a nivel fluvial, hacen de Santa
Emilia una comunidad aislada geograficamente en la Amazonia Peruana, y debido
a esto, hasta el afo 2013 no se habian realizado intervenciones para controlar la
malaria. Ese mismo afo se inici6 este estudio por parte de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia dentro del proyecto “Transmisién de la malaria en comunidades
lejanas de la Regién Amazénica del Peru: Fase I”. Sin embargo, se hizo frente a
varias limitantes. En la comunidad no hay fluido eléctrico por lo que debi6 contarse
con un grupo electrégeno y combustible para el uso del microscopio. Ademas, a
pesar de que las personas se mostraron dispuestas a colaborar, constantemente
salian de la comunidad y recorrian largas distancias para trabajar (0 incluso
pernoctar) en sus chacras; ademas de viajar a Nauta regularmente para la venta de
sus productos. Dentro de este estudio se contd con el apoyo de una persona que
permanecia en la localidad y se encargaba de hacer el diagndstico por microscopia
a toda la comunidad, asi como suministrar el tratamiento correspondiente. No
obstante, fue dificil cumplir el régimen de tratamiento con los pacientes

asintomaticos debido a que no se perciben enfermos y no aceptan recibirlo.

5.3. Disefio muestral del estudio

El presente fue un estudio retrospectivo basado en una cohorte poblacional que se
realiz6 en forma conjunta con la Direccion Regional de Salud de Loreto (DRSL) en
la comunidad de Santa Emilia, como parte del proyecto “Transmisién de la malaria
en comunidades lejanas de la Regién Amazonica del Perul: Fase I” de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia.

La recoleccién de datos se dio en el afno 2013, durante el censo que constituyd la

primera fase de este proyecto. Cada participante proporcioné el consentimiento
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informado antes de participar en el estudio y se le administrd6 un cuestionario
estructurado para recopilar informaciéon socio-demografica (edad, sexo, nivel
educativo), factores socioeconémicos, caracteristicas del hogar, situacion
migratoria, historial de malaria, tratamiento reciente y las caracteristicas de
prevencion de la malaria. A cada individuo se le dio un cédigo unico alfanumérico de

siete caracteres combinando el sitio, los hogares y codigo individual.

Posteriormente se procedié con la implementacion de 2 estrategias de vigilancia
para la deteccién de casos: Deteccion activa de casos (DAC) y Deteccion pasiva de
casos (DPC). La estrategia de DAC consistié en la toma de muestra a todos los
participantes en 15 ocasiones durante un periodo de un ano, en los dias 1, 7, 14, 21,
28, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300 y 330 (considerando como dia 1 el dia
siguiente al término del censo) (Fig. 6). En cada DAC se visit todas las casas de la
comunidad, se realiz6 microscopia diagnéstica a todos los miembros de la familia, y
solo a los positivos se les dio tratamiento, independiente de la presencia de
sintomas, de acuerdo a las normas nacionales. En cada DAC el equipo de
investigacion que acompand la intervencion pidié proporcionar una muestra de
sangre adicional a partir de pinchazo de dedo recogida sobre papel de filtro
(Whatman grado 3, Whatman, Springfield Mill, EE.UU.), para su posterior
procesamiento por qPCR en el Laboratorio Satélite de lquitos, y asi identificar los
parasitos no detectados por microscopia. La estrategia de DPC consistié en realizar
diagnostico por microscopia a todas las personas que atendieron a los
establecimientos de salud de la jurisdiccion a causa de sintomas malaricos, y la
aplicacion de tratamiento se dio solo a los positivos, de manera similar a la estrategia
anterior. Ademas, de manera similar a la DAC, también se obtuvo una muestra de

sangre en papel filtro para realizar el diagnéstico por gPCR.
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Figura 6: Disefio muestral del estudio en la comunidad de Santa Emilia

5.4. Seleccion de marcadores

En este estudio se utilizaron 3 distintos paneles de marcadores microsatélites: 5

marcadores reportados por Karunaweera et al. (2006), 4 marcadores reportados por

Imwong et al. (2007) y 7 marcadores que no han sido previamente reportados. Estos

ultimos se encuentran en ligamiento fisico y fueron identificados y disefiados en base

al genoma de la cepa referencial Sal1. En el Anexo 2 se muestra la lista de primers

para la amplificacion de microsatélites de P. vivax. Con respecto a los marcadores

previamente reportados, estos fueron seleccionados debido a que permiten

individualizar cada muestra y discriminar entre muestras mono y policlonales

(Imwong 2006; Karunaweera et al. 2006).

5.5. Seleccion de muestras

Las muestras que fueron positivas para P. vivax segun el diagnéstico por qPCR

realizado por el Laboratorio Satélite de lquitos fueron seleccionadas para ser

enviadas a Lima, donde se realizaron todos los procedimientos siguientes. Como
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paso siguiente, se excluyé a todas las muestras en las que se detect6 bajas
parasitemias (Cq > 33.5 = 1.34 moléculas/uL o menos) asi como aquellas que por

diversos motivos no llegaron a Lima (Fig. 7).

Antes de proceder a realizar la genotipificacién por microsatélites, se repitié la
extraccion de ADN y el gPCR para todas las muestras seleccionadas hasta este
punto. De esta manera, se buscé reducir el efecto de la degradacion de acidos
nucleicos causada por un almacenamiento prolongado. Ademas, para evitar la
sobrerrepresentacion de haplotipos por efecto del re-muestreo, cuando un paciente
presenté mas de una infeccion en un mismo mes, se seleccioné aquella con la mayor

parasitemia (menor Cq) y se excluyé a las restantes (Fig. 7).

5.6. Procedimientos de laboratorio

5.6.1 Extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN de las muestras se utiliz6 el método de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico 25:24:1 (Sambrook y Green 2012). EI ADN fue extraido a partir de
aproximadamente 6 mm? de papel filtro con sangre seca. El procedimiento consistio
de los siguientes pasos: Se agregaron 250 pL de buffer TEN 2X (0.1 M Tris-HCI pH
8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, 1 M NaCl), 50 uL de SDS (Dodecilsulfato sédico) al 10%,
20 uL de Proteinasa K (Qiagen) y 180 pyL de H2O ultrapura a un tubo de 1.5 mL
conteniendo el papel filiro con sangre. Seguidamente se mezclé en un vértex e
incubd a 56 °C por 1 hora con agitacion constante. Posterior a la incubacién, se
agrego 500 uL de la mezcla Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico (25:24:1) (Sigma),
se agité vigorosamente y se centrifugd por 5 minutos a 13 000 x g. Se retiré la fase
acuosa y se pasO a un nuevo tubo. A continuacién se agregé 500 uL de

Cloroformo/Alcohol isoamilico (24:1), se mezcl6 nuevamente en un vortex, se
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centrifug6 por 5 minutos a 13 000 x g y se retird la fase acuosa a un nuevo tubo al
que se agreg6 1 volumen de etanol absoluto, 0.2 volumenes de acetato de sodio 3M
(pH 5.2) y se incub6 por 16 horas a 4 °C. Terminada la incubacion, se centrifugaron
los tubos a maxima velocidad (18 000 x g) por 15 minutos; se descarté el
sobrenadante por inversion y se dejé secar por 2 minutos en papel toalla, luego se
agregé 1 mL de etanol al 70%, se mezcl6é levemente y se centrifugd a maxima
velocidad por 15 minutos. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y se dejo secar
a 65 °C por alrededor de 5 minutos, o hasta que se evapore el etanol completamente.
Finalmente, se resuspendié el ADN en buffer TE (10 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA pH

8.0) en un volumen de 50 pL.

5.6.2 Diagnéstico y cuantificacién de ADN

Se realizé el diagnéstico y cuantificacién de ADN de P. vivax presente en las
muestras extraidas a partir de qPCR, utilizando como objetivo de amplificacién el
gen ARNr 18s (Mangold et al. 2005). Para esto, se realizé una cuantificacion
absoluta 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
nimero de moléculas por pL: 4x10° moléculas/pL (stock), 4x10* moléculas/pL, 4x10°
moléculas/uL, 4x10? moléculas/uL, 4x10" moléculas/pL:, 4x10° y 4x10"
mleeculas/uL. Cada punto de la curva fue evaluado por triplicado. La reacciéon de
PCR tuvo un volumen de 25 pL que incluy6 5 uL de ADN. Ademas, contuvo 10U de
PerfeCTa® SYBR® Green FastMix® (12.5 upL) y 300 nM de cada primer,
completando el volumen con H20 libre de nucleasas. La amplificacion se realiz6 en

un termociclador Real-Time PCR CFX Connect™ Bio-Rad.
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5.6.3 Clasificacion de muestras y re-amplificaciéon genémica total

Aquellas muestras con un alto numero de copias (Cq < 28.61 = 8 moléculas/ul)
fueron diluidas hasta la concentracién de 8 copias/uL para la posterior amplificacion
de microsatélites. Las muestras clasificadas con mediana parasitemia [Cq (28.65;
32.91) = (8; 1.5) moléculas/uL] fueron reamplificadas mediante el uso del kit illustra
GenomiPhi V2 DNA Amplification. Antes de proceder a la amplificacion de
microsatélites, a este grupo de muestras se les realizd una dilucion 1:20. Un grupo
de muestras clasificadas con baja parasitemia [Cq (32.98; 34) = (1.5; 0.8)
moléculas/ul] fueron seleccionadas para ser diluidas anfadiéndose H:O libre de
nucleasas hasta obtener un volumen de 100 ulL y asi poder realizar la amplificacion
de los 16 microsatélites. El resto de muestras con baja parasitemia (Cq > 34 = 0.8

copias/uL o menos) fueron descartadas definitivamente del estudio (Fig. 7).

5.6.4 Amplificacion de microsatélites

La amplificacién de microsatélites fue realizada mediante PCR convencional
después de haber estandarizado la técnica para cada uno de los marcadores. El
primer forward de cada juego estuvo marcado con un fluoréforo (6FAM, NED, VIC y
PET) para que el producto de PCR fuera posteriormente analizado por electroforesis
capilar. Las condiciones de PCR adecuadas para cada marcador fueron
estandarizadas con experimentos piloto antes de la amplificaciéon de la totalidad de
muestras. La reaccion de PCR tuvo un volumen de 25 L que incluyé 2.5 uL de ADN.
Ademas, contuvo de 2.5 pL de 10x PCR Buffer Il (Thermo Fisher Scientific™), 1.5mM
de MgCl,, 200uM de dNTPs, 200 o 400 nM de cada primer (Ver Anexo 1), 1U de
AccuPrime Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific™), completando el
volumen con H2O libre de nucleasas. La amplificacion se realizé en un termociclador

Bio-Rad T100™.
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5.6.5 Electroforesis en gel de agarosa

Un grupo de muestras, de distintas parasitemias, fue seleccionado para evaluar los
productos de PCR correspondientes a cada marcador, en geles de agarosa al 2%.
De esta manera se busc6 comprobar la amplificacién exitosa y libre de
inespecificidades de los PCR microsatélites, antes de evaluar el tamafno de los

productos por electroforesis capilar.

5.6.6 Electroforesis capilar

Los productos de PCR marcados con fluoréforos fueron separados por electroforesis
en el sistema ABI PRISM 3100 (previa validacién del equipo utilizando muestras
estandar). El sistema de electroforesis capilar empleado fue GeneScan™ 500 LIZ,
el cual esta disenado para medir el tamafo de fragmentos de ADN dentro del rango
35 — 500 nucledtidos y provee 16 fragmentos de hebra simple marcados: 35, 50, 75,
100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 y 500 nucledtidos. La
dilucién apropiada de los productos de PCR de cada marcador fue estandarizada

mediante pilotos antes de analizar la totalidad de muestras.

5.7. Estrategia de analisis

5.7.1  Depuracion de los datos

Se utiliz6 el programa Peak Scanner v1.0 para realizar la depuracién de los
electroferogramas considerando como un pico verdadero a todo aquel que presentd
una fluorescencia relativa mayor a 50 RFUs. Todo pico secundario que fue mayor a
un tercio del tamano del pico principal y mayor a los 50 RFUs también fue

considerado como un alelo. Aquellas muestras que presentaron mas de un pico o
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alelo en un loci determinado fueron consideradas como muestras policlonales, es
decir, que existia la presencia de més de una clona de parasitos en la muestra. La
presencia de alelos nulos (no amplificacién del alelo por PCR) fue reportada para

cada marcador.

5.7.2 Analisis de diversidad genética

Los resultados de microsatélites de cada muestra fueron ingresados en una base de
datos de Excel, donde el codigo de cada alelo correspondié al numero de
repeticiones del motivo estimado a partir del tamafo en pares de bases del producto
de PCR. La multiplicidad de infecciéon (MOI) fue estimada tomando el locus con el
maximo numero de alelos (Delgado-Ratto et al. 2014). La diversidad genética fue
medida en base a la Heterocigocidad esperada (He), la cual es la probabilidad de
coger dos alelos distintos al azar de un conjunto de datos (Nei y Roychoudhury
1974), y esta definida por la siguiente formula:

Hg = [n/(n = DI[1 - Xi,; pf]

Donde:

n: numero de aislados analizados

pi: frecuencia del i-ésimo alelo.

Este indicador fue utilizado para comparar el polimorfismo de los distintos

marcadores utilizados y la diversidad genética en las distintas temporadas

de transmisién.

La He para cada marcador fue calculada utilizando el programa GenAlex v6.5
(Peakall y Smouse 2006), mientras que la He promedio en cada temporada fue
calculada utilizando el programa R v3.3.1 (Kamvar, Tabima, y Grinwald 2014;
Kamvar, Brooks and Gunwald 2015). Ambos programas proporcionaron informacién

sobre los haplotipos presentes en la poblacion. Ademas, se utilizd la prueba de
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diferencias en heterocigosidad esperada (Hs.test) del software R para identificar si
existian diferencias entre la diversidad genética encontrada en cada una de las

temporadas.

5.7.3 Analisis de desequilibrio de ligamiento (LD)

La presencia de desequilibrio de ligamiento (asociacién no aleatoria entre alelos de
distintos loci), fue evaluada utilizando el programa Arlequin v3.1.1 (Excoffier, Laval,
y Schneider 2007). Para ello, se calcul6 el indice de asociacién estandarizada (ISa),
el cual indica la presencia de LD entre mdultiples loci (Slatkin 2008). Asimismo, se
analizo el desequilibrio de ligamiento utilizando solo haplotipos unicos para eliminar
el efecto de la expansién epidémica de haplotipos particulares (Ferreira et al. 2007),
dado que la presencia de haplotipos con frecuencias elevadas podria afectar la

distribucion de alelos y por ende el analisis.

Una de las caracteristicas del panel de microsatélites evaluados fue la presencia de
2 0 mas de estos loci en un mismo cromosoma (por ejemplo: 2.121, 2.122 y 2.152
se encuentran en el cromosoma 2), por lo cual se decidi6 descartar la posibilidad de
que el LD se deba unicamente a un efecto de ligamiento fisico. Entonces, se rehizo

el analisis utilizando solo un loci por cada cromosoma.

5.7.4  Analisis de estructuracion genético-poblacional

La presencia de estructuracion genética fue analizada mediante el uso de un modelo
bayesiano (Pritchard afio) implementado en el programa Structure v2.3 (Evanno,
Regnaut, y Goudet 2005). El nimero mas probable de clusters o potenciales

subpoblaciones genéticas (K) fue evaluado utilizando el programa Structure

28



Harvester v0.6.94 (Earl y von Holdt 2012) en base al método descrito por Evanno et
al. (2005). Tras definir los valores mas probables de K, se utilizé el programa Clump
v1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg 2007) para asignar las muestras a sus respectivos
clusters y se obtuvo una representacion grafica de estos resultados utilizando el

programa Distruct v1.1. (Rosenberg 2003).

El grado de diferenciacion genética entre clusters fue evaluado mediante un analisis
discriminatorio de componentes principales (DAPC), utilizando el programa R.
Asimismo, la diferenciacion entre los haplotipos presentes en cada cluster, asi como
entre clusters, fue analizada mediante el grafico de redes de distancias entre

haplotipos (Minimum Spanning Network).

5.7.5 Analisis de asociacion entre la estructuracion genético-poblacional del
parasito y las caracteristicas epidemiolégicas de los habitantes de la

comunidad

Utilizando el programa Stata 14 (StataCorp, 2015. Stata Statistical Software:
Release 14. College Station, TX), se realizé una regresién logistica binomial (K=2) o
multinomial (K=4, K=7), dependiendo del numero de categorias de la variable
dependiente, para evaluar si alguna caracteristica clinico-epidemiol6gica o socio-
demografica (edad, sexo, tiempo en la comunidad, ocupacion, sintomatologia y

patencia) presentaba asociacion con alguno de los clusters encontrados.

Las categorias evaluadas para cada una de estas variables se describen a
continuacion:

a) Edad: 0 a5 anos, 6 a 15 afnos, mas de 15 anos.

b) Sexo: masculino, femenino.

c) Tiempo en la comunidad: 0 a 2 afos, 3 afios a mas.
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d) Ocupacion: dentro de la comunidad, fuera de la comunidad.

e) Sintomatologia: presencia de fiebre, ausencia de fiebre. La presencia
de sintomatologia en una persona refiere especificamente al dia en
que se tomd la muestra.

f) Patencia: patente (infeccion detectable por microscopia y por PCR),

subpatente (infeccion submicroscopica solo detectable por PCR).

Aquellas caracteristicas que estuvieron asociadas de manera significativa al ser
evaluadas de manera individual fueron incluidas en un modelo multivariado final
(tanto para la regresién binomial como para las multinomiales). De esta manera, se
ajusto el efecto de cada una de las co-variables sobre la estructuracién genético-

poblacional.

Muestras

totales (2698)

Re-muestreo dentro
del mismo mes (42
Cg>33.5 en Iquitos (166)

No se encontré muestra (43) |

Cg>34 en Lima (10)

Pv (407)

Genotipificadas (146)

No amplificaron (3)

Inf. Monoclonales (84) Inf. Policlonales (59)

En 2 0 més
marcadores (36)

En 1 solo marcador (23)

25% o mas de datos
perdidos (2)

25% o mas de datos
perdidos (2)

Incluidas en el
analisis (103)

Figura 7: Flujograma de selecciéon de muestras y analisis

30




6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Un total de 213 personas participaron en este estudio, de las cuales el 54% fueron
varones (115/213) y el 46% fueron mujeres (98/213). De ellos, el 25% (53/213)
fueron nifios entre 0 y 5 afos, el 29% (62/213) nifios entre 6 y 15 afos y el 46%
(98/213) fueron personas mayores a 15 afos. La principal ocupacion entre los
miembros de la fuerza laboral de la comunidad era la agricultura (51 personas),
mientras que un grupo menor de personas se dedicaba a diversas actividades como
la extraccion de madera, la pesca, el comercio, etc. Asimismo, un nimero importante

de pobladores eran estudiantes (59 personas) o amas de casa (30 personas).

A partir de estos 213 individuos se obtuvo un total de 2 698 muestras (2 403 por
DAC y 295 por DPC), de las cuales 408 (295 por DAC y 113 por DPC) tuvieron
diagnéstico positivo para P. vivax a partir de la prueba de gPCR realizada en la
ciudad de Iquitos. Debido al disefio del estudio, marzo 2013 fue el mes con la mayor
proporcion de infecciones detectadas (126/408); mientras que abril 2013 fue el mes
en el cual se detect6 el menor numero de infecciones (11/408), al no poder realizarse

la DAC (Fig. 8).

Estas 408 muestras pasaron por los multiples filtros descritos previamente antes de
realizarse la genotipificacion y posterior analisis (Fig. 7). El nimero total de muestras
que pasaron al proceso de genotipificacion fue 146, de las cuales solo 3 no pudieron

ser amplificadas.
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Figura 8: Numero de infecciones de P. vivax por mes en Santa Emilia.

6.2. Genotipificacion de P. vivax

De las 143 muestras que pudieron amplificarse exitosamente, 84 fueron
monoclonales (59%) y 59 fueron policlonales (41%). De las 59 muestras policlonales,
23 (839%) lo fueron en un solo marcador, mientras que las 36 (61%) restantes lo
fueron en 2 0 mas marcadores (Fig. 7). La multiplicidad de infeccion (MOI) promedio

encontrada a partir de la totalidad de muestras genotipificadas fue de 1.45.

Para los andlisis subsiguientes se seleccionaron solo las muestras que eran
monoclonales y aquellas cuya policlonalidad se debia a un solo marcador. En ambos

casos se consideraron solo aquellas cuyo porcentaje de datos perdidos (alelos
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nulos) no excedia el 25%, obteniendo un total de 103 muestras incluidas (Fig. 7).
Aquellas muestras provenientes de los meses de marzo, abril y mayo del afio 2013
fueron consideradas como pertenecientes a la temporada llamada “Alta
transmisién”, mientras que aquellas provenientes de los meses de julio, agosto,
septiembre, octubre y noviembre del ano 2013 correspondieron a la temporada
llamada “Baja transmisién”. Dentro de la poblacién de 103 muestras evaluadas no
hubo ninguna proveniente de los meses de junio o diciembre del ano 2013, mientras
que hubo 4 correspondientes al afio 2014 (3 de enero y 1 de febrero). Para evitar
incluir en el analisis una temporada llamada “Alta transmisién 2014” (o “Alta
Transmision 1I”) que constara de tan solo 4 muestras se decidié incluir a estas en la

temporada “Baja Transmision” correspondiente al afio 2013 (Fig. 9).

El porcentaje promedio de alelos nulos por marcador a partir de estas 103 muestras
fue de 3.82%, siendo MS20 y MS6 aquellos con los valores mas altos (8.74% y
7.77% respectivamente) (Fig. 10). La razén por la cual no se incluyé a aquellas
muestras con porcentajes de datos perdidos mayores al 25% fue porque se
pretendia estimar el porcentaje real de alelos nulos y no captar el efecto de
problemas técnicos debido a bajas parasitemias. Por otra parte, la curva de
acumulacién de genotipos sugiere que al utilizarse 11 o mas de los 16 marcadores
evaluados seria posible captar el 100% de los genotipos multilocus (haplotipos)

presentes en esta poblacion (81 en total) (Fig. 11).

33



Estacion

[ Ata T.

[ Baja T.

Figura 9: Estratificacién de las muestras incluidas en el andlisis genético-poblacional.
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Figura 10: Porcentaje de datos perdidos por cada marcador.
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Figura 11: Curva de acumulacién de genotipos.

6.3. Diversidad genética de P. vivax

La He promedio a partir del panel de marcadores utilizado fue de 0.61, con un rango
de 0.33 (marcador 14.2986) a 0.80 (marcador 2.152). Si bien los valores de He para
los marcadores 14.2986 (He=0.33) y 3.502 (He=0.39) fueron particularmente bajos,
el resto de marcadores tuvieron valores de He mayores o iguales a 0.47, lo cual
mantuvo la mediana en un valor de 0.625 (Tabla 2). El nimero promedio de alelos
por locus fue de 5.62, siendo 2.152 (11 alelos) y 13.239 (2 alelos) aquellos con mayor
y menor numero respectivamente. El nimero total de haplotipos obtenido fue 81, de
los cuales 62 estuvieron presentes en la temporada de “Alta Transmisién” y solo 24

en la temporada de “Baja Transmisiéon” (Tabla 3).
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Locus N° Alelos He Uniformidad
Ch2.121 7 073 0.76 o N
Ch2.122 4 0.52 0.71 ekt
Ch2.152 11 0.80 0.73 075
3.502 4 0.39 0.58 Dai 2
MS15 8 0.79 0.84 0.79
MS4 5 0.48 0.53 0.68
MS9 7 0.72 0.81 0.651
MS20 8 0.78 0.84 0.624
MS6 5 0.67 0.72 0.5
11.162 6 0.62 0.71 0.584
13.239 2 0.47 0.93 0.55
14.297 6 0.63 0.68 0521
Ch14.2981 4 0.62 0.86 0.5
Ch14.2986 2 0.33 0.73 0.48
Ch14.3010 6 0.68 0.72 D45
Ch14.3021 5 0.47 0.74 -
Promedio 5.63 0.61 0.74 ok
Mediana 55 0.63 0.73 0.38]
Marcadores Karunaweera He promedio = 0.69 0.35]
Marcadores Imwong He promedio = 0.53 o s
Marcadores Nuevos He promedio = 0.59 =k

Tabla 2: Diversidad genética (He) por cada locus evaluado.

Al calcular la He promedio utilizando Unicamente los marcadores propuestos por
Karunaweera (MS4, MS6, MS9, MS15, MS20) se obtuvo un valor de 0.69, mientras
que los valores para el grupo de marcadores de Imwong (3.502, 11.162, 13.239 y
14.297) y el panel de nuevos marcadores (Ch2.121, Ch2.122, Ch2.152, Ch14.2981,
Ch14.2986, Ch14.3010 y Ch14.3021) fueron 0.53 y 0.59 respectivamente. Tomando
como referencia los marcadores de Karunaweera, los cuales eran los Unicos que
habian sido evaluados anteriormente en la Amazonia Peruana (Van den Eede, Van
der Auwera, et al. 2010; Van den Eede et al. 2011; Delgado-Ratto et al. 2014,
Delgado-Ratto et al. 2016), y tomando en cuenta el aislamiento geografico de la
comunidad de Santa Emilia, se puede considerar que la diversidad genética

encontrada es elevada.

El programa R determindé que no existian diferencias significativas (p=0.51) al

comparar la diversidad genética encontrada en la temporada de alta transmisién con
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aquella encontrada en la temporada de baja transmision. En efecto, los valores de
He promedio para “Alta Transmision” y “Baja Transmision” fueron 0.62 y 0.59
respectivamente, reafirmando asi la alta similitud entre ellas (Tabla 3). Al intentar
realizar un analisis mas detallado, el numero limitado de muestras por mes impidi6é
evaluar si existian diferencias significativas al comparar una a una la diversidad

genética encontrada en cada uno de ellos.

Poblacién Temporada N Haplotipos He
Alta transmisién 67 54 0.62

103 Baja transmision 36 32 0.59
Total 103 81 0.61

Alta transmision 61 51 0.61

85 Baja transmision 24 23 0.59
Total 85 71 0.60

Tabla 3: Diversidad genética (He) por temporada en la poblacién total analizada
(103) y considerando solo una muestra por persona (85).

Es importante mencionar que en el presente estudio se analizd la diversidad
genética considerando todas las muestras como individuales, es decir, si una
persona aporté mas de una muestra al total de muestras analizadas, todas fueron
consideradas como provenientes de individuos distintos. Un problema potencial de
esta estrategia de andlisis ocurre cuando los diferentes episodios de malaria vivax
de una persona son causados por parasitos con el mismo haplotipo, pues esto puede
conllevar a la sobrerrepresentacion de este. Sin embargo, en este estudio solo hubo
un caso en el cual los 3 episodios malaricos correspondientes a una persona fueron
causados por parasitos con el mismo haplotipo. En todos los demas casos, los 2 6
3 episodios correspondientes a una misma persona fueron causados por parasitos

con haplotipos distintos.
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Para descartar una posible desviacion de la realidad debido a la estrategia de
andlisis, se decidi6 evaluar la diversidad genética considerando solo 1 muestra por
persona a lo largo de todo el periodo de estudio, incluyendo asi solo 85 muestras en
este nuevo andlisis. Los valores de diversidad genética obtenidos fueron muy
similares a los encontrados con la poblacion de 103 muestras, tanto para las
muestras totales (He=0.60) como al dividirlas en temporadas de Alta (He=0.61) y
Baja (He=0.59) Transmision (Tabla 3). Ademas, la prueba “Hs.test” del programa R
determiné que no existian diferencias significativas (p=0.96) entre la diversidad
genética encontrada con la poblacién de 103 muestras y aquella encontrada con la

poblacion de 85 muestras.

6.4. Desequilibrio de ligamiento

Ademas de encontrarse una alta diversidad genética, también se encontrd un alto
nivel de desequilibrio de ligamiento (I5a=0.19, p<0.001) en la poblacion parasitaria
presente en la comunidad de Santa Emilia. Al rehacer el analisis utilizando solo 1
muestra por haplotipo (81 muestras), el LD se mantuvo significativo (I15x=0.16,

p<0.001) (Tabla 4).

Por otra parte, cuando se hizo la exclusién de marcadores para eliminar el efecto del
ligamiento fisico sobre el andlisis, los niveles de LD se mantuvieron significativos
tanto en la poblacién total de 103 muestras (ISa=0.17, p<0.001) como en aquella que

solo incluia haplotipos Unicos (ISx=0.14, p<0.001) (Tabla 4).
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Exclusiéon de marcadores

Poblacién ISa p
103 0.19 <0.001*
103/ Haplotipos unicos (81) 0.16 <0.001*
103/ Exclusién de marcadores 0.17 <0.001*
103/ Haplotipos unicos (81)/ 014 <0.001*

Tabla 4: Indices de desequilibrio de ligamiento (I5x) para la poblacién total
analizada (103) y considerando solo una muestra por haplotipo (81). Ambas
poblaciones fueron reanalizadas evaluando solo un loci por cromosoma.

=
]

Locus

© 0o N oo o b~ 0 DN =

Ch2.121
Ch2.122
Ch2.152
3.502
MS15
MS4
MS9
MS20
MS6
11.162
13.239
14.297
Ch14.2981
Ch14.2986
Ch14.3010
Ch14.3021

Figura 12: Desequilibrio de ligamiento pareado entre los loci evaluados.

El analisis pareado de desequilibrio de ligamiento entre los loci utilizados (Fig. 12)

reafirmé la ausencia de un efecto trascendente de ligamiento fisico al identificar

asociaciones significativas entre varios de ellos y no solo entre aquellos localizados

en un mismo cromosoma (Ch2.121-Ch2.122-Ch2.152, MS6-11.162 y 14.297-
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Ch14.2981-Ch14.2986-Ch14.3010-Ch14.3021). Estos resultados sugieren que
otros fendmenos como la endogamia o la importacién de clonas tomarian un rol
determinante en la comunidad de Santa Emilia, causando los niveles de

desequilibrio de ligamiento observados.

6.5. Estructuracion genético-poblacional

El programa Structure detecté la presencia de estructuracién genética en la
poblacion de parasitos P. vivax presente en la comunidad de Santa Emilia. Al
calcular el numero mas probable de clusters (potenciales subpoblaciones genéticas)
presentes en la poblacién, utilizando el programa Structure Harvester, se obtuvo un
grafico con 4 picos correspondientes a los valores de K=2 (AK=6.94), K=4

(AK=7.93), K=7 (AK=19.66) y K=10 (AK=7.55) (Fig. 13).
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Figura 13: Evaluacion del niumero mas probable de clusters presente
en la poblacion.
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Sin embargo, siendo 60 el nimero maximo de infecciones detectadas a partir de un
muestreo unico dentro de un mes (Fig. 8), en una poblacibn que apenas
sobrepasaba las 200 personas, la presencia de 7 subpoblaciones genéticas de P.
vivax fue evaluada con mucho cuidado. De manera alternativa se propuso que, si
bien el nimero mas probable de clusters determinado por el programa Structure fue
7, también era posible la existencia de solo 2 0 4 subpoblaciones genéticas, a partir
de las cuales se produjeron expansiones clonales de ciertos haplotipos,
conduciendo al programa a la generacion de un nivel mayor de estructuracion que

incluia 7 clusters.

En base a esta premisa, se decidi6 realizar los analisis posteriores considerando
tres valores probables para K: 2, 4 y 7. Se opt6 por esta estrategia debido a que, si
se confirmaba o no la hipétesis de las expansiones clonales, el maximo namero de
subpoblaciones que podria validarse seria 7, por lo cual el andlisis para K=10
resultaba ser innecesario. Al analizar la dinamica de la estructuracién de P. vivax en
Santa Emilia a partir de los gréaficos generados por el programa Distruct (Fig. 14), se
pudo observar que en la transicion de K=2 a K=4 solo uno de los clusters iniciales
se subdivide en 3, obteniendo un total de 4; mientras que en la transicion de K=4 a
K=7, es el cluster que se habia mantenido intacto anteriormente el que esta vez se
subdivide en 3. Adicionalmente, cuando K=7, se forma un cluster hibrido con
individuos provenientes de los distintos clusters presentes cuando K=4, obteniendo

asi un total de 7 (Fig. 15).

Las redes de haplotipos (Minimum Spanning Network) para cada uno de los distintos
K evaluados permiten apreciar con mayor facilidad la subdivision de 2 clusters
iniciales que progresivamente se convierten en 7 (Figs. 16-18). Ademas, resalta la

presencia de un numero considerable de haplotipos con alta similitud.
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Alta Transmision Baja Transmision

Figura 14: Estructuracion genético-poblacional de P. vivax en Santa Emilia.
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Figura 15: Esquema de la subdivision de clusters en la poblacién de P. vivax de Santa Emilia.
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Figura 16: Red de haplotipos (Minimum Spanning Network) para K=2.
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Figura 17: Red de haplotipos (Minimum Spanning Network) para K=4.
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Figura 18: Red de haplotipos (Minimum Spanning Network) para K=7.

El andlisis DAPC revel6 las principales relaciones de diferenciacién genética entre
los clusters formados para cada uno de los valores probables de K (2, 4 y 7). Cuando
se asume que K=2, se encuentra una sola funcion discriminatoria que permite
capturar el 38% de la varianza entre clusters. Al analizar graficamente dicha varianza
(Fig. 19) se puede observar una region de superposicion, lo cual indica que cuando
hay tan solo 2 clusters no existe una diferenciacion completamente clara entre las

muestras.

Cuando se asume que K=4, se encuentran 3 funciones discriminatorias que llegan

a capturar el 57% de la varianza. Al graficar la diferenciacién entre clusters a partir
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de las 2 funciones discriminatorias con mayor contribucién (Fig. 20) se puede
visualizar con mayor claridad la separacion entre ellos, en contraste con lo
observado cuando K=2. El mayor grado de diferenciacién cuando K=4 se da entre

el cluster 1 y los clusters restantes (2, 3y 4).

Cuando se asume que K=7, se encuentran 5 funciones discriminatorias que logran
capturar el 71% de la varianza entre clusters. Al analizar la diferenciaciéon en base a
las 2 funciones discriminatorias mas importantes (Fig. 21) se observa que los
clusters 1y 5 presentan diferencias minimas, los cuales a su vez presentan el menor
grado de diferenciacién con el cluster 2, siendo estos 3 los clusters provenientes de
la subdivision del cluster 1 en la transicion de K=4 a K=7. Los clusters 3, 4 y 6,
presentes en K=7, corresponden a los clusters 3, 4 y 2 respectivamente, presentes
cuando K=4. Asimismo, el cluster 7, establecido como el cluster hibrido, presenta

menores diferencias con los clusters 2 'y 6 que con el resto de los clusters (Fig. 22).
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Figura 19: Andlisis discriminatorio de componentes principales (DAPC) para K=2.
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Figura 20: Analisis discriminatorio de componentes principales (DAPC) para K=4.
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Figura 21: Analisis discriminatorio de componentes principales (DAPC) para K=7.
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Figura 22: Esquema de la relacion entre los clusters formados para cada valor de K.
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6.6. Asociacion entre la estructuracion genético-poblacional de P. vivaxy
las caracteristicas epidemioldgicas de los habitantes de la comunidad

De las 103 muestras incluidas en los analisis de diversidad y estructuracién genética,
solo 96 presentaron datos epidemiolégicos completos para realizar el analisis de
asociacion. De estas 96 muestras, 50 (52%) correspondieron a varones, mientras
que 46 (48%) correspondieron a mujeres. De ellas, el 39% (38/96) correspondi6 a
ninos entre 0 y 5 afnos, el 42% (40/96) a nifos entre 6 y 15 afos y el 19% (18/96) a

personas mayores a 15 afos.

Solo el 27% de las muestras (26/96) correspondieron a personas con 2 afios o
menos como habitantes de Santa Emilia, mientras que el 73% (70/96)
correspondieron a personas con 3 0 mas anos en la comunidad. El 57% (55/96) de
muestras fue proporcionado por personas cuya ocupacién principal se desarrollaba
dentro de la comunidad (estudiantes y amas de casa principalmente), mientras que
el 43% (41/96) fue proporcionado por personas que salian de la comunidad para

realizar sus labores (agricultores, madereros, pescadores, comerciantes, etc.).

La mayor proporcién de muestras correspondié a infecciones asintomaticas vy
subpatentes. Especificamente, solo el 26% (25/96) de ellas estuvo acompanada con
episodios febriles el dia de la toma de muestra, mientras que el 74% (71/96) no
presento dicho sintoma. Asimismo, solo el 28% (27/96) de dichas infecciones fueron
detectables por microscopia y PCR, mientras que el otro 72% (69/96) solo pudo ser

detectado por el diagnéstico molecular.

El modelo final fue evaluado solo para K=2 y K=4 debido a que al subdividir la
poblacién en 7 (K=7) el nUmero de muestras en cada cluster era muy pequefio y por

ende no habia suficiente poder estadistico. El analisis asumiendo K=2 revel6 que no
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habia asociacion significativa de ninguna de las variables con la estructuracién
genético-poblacional, reafirmando la falta de una diferenciacién ostensible entre los

clusters formados.

En el modelo final de la regresion logistica multinomial para K=4 solo se incluyé al
sexo, el tiempo en la comunidad y la ocupacion como co-variables. La edad no fue
incluida debido a que generaba mucha subdivisiéon en la poblacion, lo cual reducia
el poder estadistico del andlisis; mientras que la sintomatologia (fiebre) y el estado
de patencia no llevaron a evidenciar diferencia alguna entre los grupos poblacionales
del parasito debido a la notable predominancia de casos asintomaticos y
subpatentes en cada uno de ellos, por lo cual estas 2 variables también fueron

descartadas.

En este andlisis se encontré asociacion significativa de las variables sexo vy
ocupacion con clusters particulares (Tabla 5). Especificamente, al tomar el cluster 1
como base, se encontré que los varones tenian 3.68 veces (IC 95% = 1.04 — 12.98;
p=0.043) la probabilidad de las mujeres, de ser infectados por parasitos del cluster
2; mientras que las personas cuya ocupacion se lleva a cabo dentro de la comunidad
tenian 8.21 (IC 95% = 1.07 — 63.36; p=0.043) veces la probabilidad de los que

laboraban fuera de ella, de ser infectados por parasitos pertenecientes al cluster 4.
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K4 Caracteristicas RRR [Int. Confianza 95% p
Cluster 1 (Base)
Sexo (M/F) 3.68 1.04 12.98 0.043*
Tiempo en la comunidad
Cluster 2 (€2/23) 3.62 0.72 18.3 0.120
Ocupacioén (Dentro / Fuera) | 1.80 0.44 7.34 0.411
Sexo (M/F) 1.64 0.57 473 0.360
Tiempo en la comunidad
Cluster 3 (<2/23) 1.80 0.44 7.37 0.412
Ocupacion (Dentro / Fuera) | 1.11 0.35 3: 57 0.860
Sexo (M/F) 3.70 0.81 16.79 0.091
Tiempo en la comunidad
Cluster 4 (€2/23) 5.24 0.68 40.19 0.1
Ocupacioén (Dentro / Fuera) | 8.21 1.07 63.36 0.043*
Tabla 5: Asociacion de la estructuracion genética con los datos epidemioldgicos.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se realizé un analisis exhaustivo de la genética poblacional
de P. vivax en Santa Emilia, una comunidad localizada en la Amazonia Peruana a
la cual solo es posible acceder por via fluvial (144 km) después de recorrer
previamente la totalidad de la carretera lquitos-Nauta (98 km). Tras la ausencia
prolongada de programas de control de malaria en la comunidad, debido
principalmente a su aislamiento geografico, resulta sumamente valioso generar
conocimiento acerca de la diversidad genética y estructuracién genético-poblacional
del paréasito, para entender su diversificacion, identificar caracteristicas de la
transmisién local y reconocer factores asociados con la presencia de subpoblaciones

genéticas especificas.

7.1. Multiplicidad de infeccion

La MOI promedio encontrada en Santa Emilia fue 1.45, sin embargo, existen
distintos escenarios a partir de los cuales podria explicarse este valor. Por ejemplo,
la presencia de un pequefo porcentaje de infecciones policlonales con una elevada
MOI podria generar el mismo resultado que la contribucién equitativa entre
infecciones monoclonales e infecciones policlonales con un valor moderado de MOI
(Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Delgado-Ratto et al. 2016). En el caso
de Santa Emilia, la presencia de una proporcidén significativa de infecciones
policlonales (41%), con una MOI media de 2.1, revel6 que el nimero promedio de
parasitos distintos (distinto haplotipo) presentes en una persona infectada de esta

comunidad varia entre 1 a 2.
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7.2. Diversidad genética

Analizar la diversidad genética de P. vivax de manera aislada no tendria ningun valor
para aquellos responsables de la implementacién de politicas y estrategias para el
control de la malaria en la Amazonia Peruana, por lo cual es importante contrastar
los resultados de este estudio con aquellos obtenidos en distintos contextos de

transmision.

La heterocigosidad promedio en este estudio fue calculada a partir de 3 paneles de
marcadores distintos. No obstante, solo aquellos propuestos por Karunaweera
habian sido evaluados previamente en la Amazonia Peruana (Van den Eede, Van
der Auwera, et al. 2010; Van den Eede et al. 2011; Delgado-Ratto et al. 2014,
Delgado-Ratto et al. 2016). Los niveles de diversidad genética encontrados en Santa
Emilia a partir de estos marcadores fueron menores a aquellos reportados en la
localidad de Moronacocha (Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010), conformada
por un conjunto de comunidades urbanas y periurbanas ubicadas en la parte norte
de Iquitos, y levemente menores en comparacion a aquellos encontrados en la
jurisdiccién de Mazan (Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010), ubicada 20 km
al noreste de la ciudad (de Iquitos) y accesible mediante un viaje de solamente 45
minutos en bote. Las diferencias encontradas fueron similares cuando se realiz6 la
comparacion considerando el panel completo de marcadores utilizados en cada

estudio (Tabla 6).

Sin embargo, la diversidad genética de P. vivax encontrada en Santa Emilia fue
mayor a la hallada en Manacamiri, Lupuna, Fray Martin, San Pedro y Santa Rita
(Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Van den Eede et al. 2011), un conjunto
de comunidades ubicadas a pocos kildmetros (3-7 km) al noreste de Iquitos, a las

cuales es posible acceder a través del rio Nanay. Al ser comunidades vecinas, los
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estudios acerca de la genética poblacional de P. vivax suelen considerarlas dentro
de una misma area o zona de estudio y calcular la heterocigosidad promedio a partir
de las 5. Las diferencias encontradas fueron menores cuando se realizd la
comparacion considerando los paneles completos de marcadores, siendo la

heterocigosidad de Santa Emilia ligeramente mayor que la de las 5 comunidades.

Al comparar los valores de diversidad genética de Santa Emilia con los encontrados
en San Carlos, una comunidad aislada en el bosque, ubicada a 10 km de la carretera
lquitos-Nauta (Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Delgado-Ratto et al.
2014), se hall6 que los primeros fueron mayores. Las diferencias se incrementaron
al considerar paneles completos de marcadores, siendo la diversidad genética de
Santa Emilia notablemente mayor a la encontrada en San Carlos. Si bien San Carlos
es una comunidad que también presenta aislamiento geogréfico, es preciso resaltar
que el acceso a Santa Emilia es incluso mas dificil, situacion que limitaria
significativamente el flujo génico entre esta Ultima y otras localidades de la
Amazonia. Sin embargo, en oposicién al grado de aislamiento, San Carlos presento

menores valores de diversidad genética.

La ausencia de programas de control de malaria en Santa Emilia hasta el afio 2013
cumplié un rol importante en el mantenimiento de la poblacién parasitaria en la
comunidad y nos proporciona una explicacién plausible para los niveles de
heterocigosidad encontrados. Las poblaciones de P. vivax tienden a ser mas
diversas en comparacion con las de otras especies como P. falciparum (Arnott,
Barry, y Reeder 2012), por lo cual la falta de intervencion favorece tanto la
propagacion como la diferenciacién del parasito, permitiendo asi la aparicién de
nuevas clonas en la poblacion. Sin embargo, es importante recalcar que a pesar de
haber diversidad de clonas, las diferencias genéticas entre ellas no son grandes

(Figs. 17-19).
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Otro de los factores que mantendria los niveles de diversidad genética en la
poblacién parasitaria en cuestion seria la ocurrencia de desplazamientos por parte
de los habitantes de la comunidad. Si bien queda claro el importante aislamiento de
Santa Emilia con respecto a otras localidades, aun asi, los pobladores se desplazan
a los alrededores y otros ecosistemas dependiendo del tipo de actividad econdmica
que realizan. Los agricultores se movilizan constantemente hacia sus chacras, las
cuales pueden encontrarse tanto en los alrededores de la comunidad como a unos
cuantos kildmetros de distancia. Por su parte, aquellos que trabajan como
madereros suelen internarse alrededor de un mes en el bosque profundo antes de
volver a la comunidad a proveer a sus familias. Asimismo, los pescadores se
desplazan al rio; mientras que un pequefio grupo de pobladores se desplaza cada
cierto tiempo hasta la ciudad de Nauta para la venta de sus artesanias y otros
productos (datos provistos por el personal de campo). En todos los casos
mencionados, las personas ingresan con mayor o menor frecuencia en ecosistemas
diferentes, donde es posible que puedan ser infectados con parasitos genéticamente
distintos a aquellos circulantes dentro de la comunidad. Al retornar a casa portando
estos nuevos parasitos, contribuirian a mantener los niveles locales de
heterocigosidad, en concordancia con lo reportado por otros estudios (Sutton et al.
2009; Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Kosek et al. 2012; Delgado-Ratto
et al. 2016). En efecto, el estudio de la diversidad genética y estructura poblacional
del parasito se constituye como la base para detectar la presencia de “infecciones
importadas”, y en estudios de mayor escala, para intentar rastrear el origen de estas

(Ferreira 'y Rodrigues 2014).

Es asi que los niveles de diversidad genética de P. vivax en Santa Emilia son
comparables a los encontrados en localidades cercanas a la ciudad de Iquitos v,

aquellas comunidades que a pesar de ser accesibles solo por via fluvial, presentan
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reportes de importantes movimientos poblacionales y flujo génico entre ellas
(Delgado-Ratto et al. 2016). La heterocigosidad hallada en Santa Emilia fue mayor
o menor sin que las diferencias lleguen a ser muy grandes, lo cual concuerda con
los distintos niveles de transmision y diversidad genética reportados previamente en
este tipo de comunidades de la Amazonia Peruana (Sutton et al. 2009; Van den
Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Kosek et al. 2012; Delgado-Ratto et al. 2016).
Sin embargo, al comparar Santa Emilia con una localidad con un grado de
aislamiento geogréafico mas o menos similar (Van den Eede, Van der Auwera, et al.
2010; Van den Eede et al. 2011; Delgado-Ratto et al. 2014, Delgado-Ratto et al.
2016), la diversidad genética de la primera fue notablemente mayor, debido a las

causas ya explicadas.

Con respecto a los estudios de diversidad genética de P. vivax en otros paises, los
microsatélites mas usados corresponden tanto al panel de Karunaweera
(Karunaweera et al. 2006; Ferreira et al. 2007; Van den Eede, Erhart, et al. 2010;
Van Hong et al. 2016) como al panel de Imwong (Imwong, Snounou, et al. 2007;
Imwong, Nair, et al. 2007; Kim et al. 2012). En el caso de aquellos que usaron los
marcadores de Karunaweera, los niveles de diversidad genética fueron mayores a
los encontrados en Peru (Tabla 7) debido principalmente a una menor intensidad de
transmisién en nuestro pais. Ciertamente, la cuenca amazénica peruana es
tradicionalmente clasificada a nivel mundial como un escenario de baja transmision
(Alves et al. 2002; Vinetz y Gilman 2002; Roshanravan et al. 2003; Branch et al.
2005; Chuquiyauri et al. 2012; da Silva-Nunes et al. 2012; Rosas-Aguirre et al. 2016).
Por otro lado, hacer la comparacién con los estudios que usaron los marcadores de
Imwong fue mucho mas dificil, ya que la mayoria de ellos no proporcionaba valores
de He para cada uno de los marcadores (Tabla 8). Ademas, los resultados fueron
mucho mas variables, incluso cuando se trataba de la misma localidad, como en el

caso de Calcuta, India (Imwong, Snounou, et al. 2007; Imwong, Nair, et al. 2007; Kim
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et al. 2012) y Bangkok, Tailandia (Imwong, Snounou, et al. 2007; Imwong, Nair, et
al. 2007). Debido a esto, no se pudo encontrar un patrén especifico que explicara

las diferencias entre estas localidades y Santa Emilia.

El panel completo de marcadores reportados por Karunaweera consiste de 14
microsatélites (Karunaweera et al. 2006), de los cuales solo 5 fueron utilizados en
este estudio (MS4, MS6, MS9, MS15 y MS20). Al revisar exhaustivamente la
literatura se puede observar que estos son los marcadores que comunmente
proporcionan los mayores valores de He, tanto en la Amazonia peruana (Van den
Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Van den Eede et al. 2011; Delgado-Ratto et al.
2014, Delgado-Ratto et al. 2016) como en otros paises (Karunaweera et al. 2006;
Ferreira et al. 2007; Van den Eede, Erhart, et al. 2010; Van Hong et al. 2016). En
efecto, los marcadores de este panel fueron los que proporcionaron la mayor He
promedio cuando se evalud los 3 paneles por separado. Por otro lado, el panel
completo de marcadores de Imwong consiste de 9 microsatélites (Imwong, Nair, et
al. 2007) de los cuales solo 4 fueron utilizados en este estudio (3.502, 11.162,
13.239 y 14.297) segun lo recomendado por Sutton (Sutton 2013). Si bien este panel
fue el que proporcioné la menor He promedio entre los 3 paneles, solo 2 de sus
marcadores (3.502 y 13.239) presentaron baja diversidad mientras que los otros 2
presentaron valores similares al de la He promedio total de este estudio (Tabla 2).
En el caso del panel de marcadores nuevos, solo 2 de ellos presentaron baja
diversidad (Ch14.2986 y 14.3021) mientras que los otros 5 (Ch2.121, Ch2.122,
Ch2.152, Ch14.2981 y Ch14.3010) presentaron mayor polimorfismo, obteniendo un
valor de He promedio ubicado en medio de los obtenidos por los 2 paneles

anteriores.

Desde una perspectiva critica, no se puede decir que se recomienda descartar

aquellos marcadores con baja diversidad para futuros estudios, ya que, si bien
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presentaron un bajo nivel de polimorfismo en Santa Emilia, podrian presentar una
mayor diversidad en otras localidades. Al ser la primera vez que se evalian en la
Amazonia Peruana tanto los marcadores de Imwong como los recientemente
propuestos, surge la necesidad de complementar estos resultados con los de
estudios posteriores dentro de la regién que incluyan la evaluacién de estos mismos

marcadores.
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Van den Eede et al,

Delgado-Ratto et al,

Delgado-Ratto et al,

Estudio Miranda, 2017 Van den Eede et al ,2010a 2011 2014 2016

Manacamiri, Lupuna, Manacamiri, Lupuna, 25 localidades de la
Localidad Santa Emilia Mazan Moronacocha  Fray Martin, San ~ San Carlos Fray Martin, San San Carlos .
) i Amazonia Peruana
Pedro, Santa Rita Pedro, Santa Rita

He (MS4) 0.48 0.73 0.81 0.36 0.55 0.44 0.65 0.70

He (MS6) 0.67 0.83 0.67 0.64 0.59 0.62 0.61 0.86

He (MS9) 0.72 0.56 0.69 0.74 0.59 0.77 0.66 0.82

He (MS15) 0.79 0.81 0.89 0.51 0.57 0.51 0.59 0.85

He (MS20) 0.78 0.77 0.89 0.75 0.59 0.72 0.65 0.88

Promedio (5 marcadores) 0.69 0.74 0.79 0.60 0.58 0.61 0.63 0.82

Promedio (todos los 0.61 0.66 0.69 0.55 0.44 0.56 0.49 0.74

marcadores del estudio)

Tabla 6: Comparacion de la diversidad genética (He) de Santa Emilia y la de otras localidades de la Amazonia Peruana utilizando los
marcadores reportados por Karunaweera.
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Estudio Miranda,22017 | Karunaweeraet al, 2006 | Ferreiraet al, 2007 | Van den Eede et al, 2010b |Nguyen Van Hong et al, 2016
Localidad SantaEmiliad Provincias dell sury 4 ciudadesdel Egtado Comunidad rural en Vietnam 4 comunldgdes ruralesen
noroeste de Sri Lanka de Acre, Brasil Vietnam
He (MS4) 0.48 0.75 - 0.87 0.73
He (MS6) 0.67 0.83 - 0.91 0.66
He (MS9) 0.72 0.8 - 0.88 0.31
He (MS15) 0.79 0.86 - 0.91 0.53
He (MS20) 0.78 0.91 - 0.81 0.68
Promedio (5 marcadores) 0.69 0.83 - 0.88 0.58
Promedio (todos los 061 0.79 0.71 0.86 0.68

marcadores del estudio)

Tabla 7: Comparacién de la diversidad genética (He) de Santa Emilia y la de otros paises utilizando los marcadores reportados por
Karunaweera.
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Estudio Miranda, 2017 Imwong et al, 2007a Imwong et al, 2007b Kim et al, 2012
5
Localidad Santa Emilia l?awell- Bapgkok- Calcgta- localidades Calcgta- Ba_ngko.k- Phalanxay Calcuta - India
Birmania Tailandia India de India Tailandia - Laos
Colombia
He (3.502) 0.39 0.17 0.12 0.18 - - - - 0.86
He (11.162) 0.62 - - - - - - - 0.63
He (13.239) 0.47 - - - - - - - -
He (14.297) 0.63 0.23 017 0.19 - - - - 0.85
Promedio (4 marcadores) 0.53 0.20 0.15 0.19 - - - - 0.78
Promedio (todos los 0.61 0.18 0,14 0.20 0.79 072 0.76 0.75 0.77
marcadores del estudio)

Tabla 8: Comparacién de la diversidad genética (He) de Santa Emilia y la de otros paises utilizando los marcadores reportados
por Imwong.

63




7.3. Desequilibrio de ligamiento

El alto nivel de desequilibrio de ligamiento encontrado en este estudio es similar al
encontrado en otras poblaciones de P. vivax tanto de la Amazonia Peruana (Van
den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Van den Eede et al. 2011; Delgado-Ratto et
al. 2014, Delgado-Ratto et al. 2016) como de otras localidades de Sudamérica
(Imwong, Nair, et al. 2007; Ferreira et al. 2007; Orjuela-Sanchez et al. 2009; Chenet
et al. 2012; Batista et al. 2015; Koepfli et al. 2015). En base a las caracteristicas de
la poblacion parasitaria presente en Santa Emilia, surgen 2 posibles explicaciones

para los niveles de desequilibrio encontrados: endogamia e importacion de clonas.

Como se mencion6 anteriormente, la ausencia prolongada de programas de control
de malaria en la comunidad ha favorecido la diferenciacion del parasito, permitiendo
la aparicién de nuevos haplotipos que, sin embargo, no presentan mucha distancia
genética entre ellos (Figs. 16-18). Ademads, la MOI encontrada reveld la poca
probabilidad de encontrar clonas distintas del parasito en una persona infectada. Es
asi que, cuando los mosquitos ingieren constantemente gametos masculinos y
femeninos del parasito que son genéticamente idénticos o muy similares entre si,
ocurriria el fendbmeno de endogamia (Anderson et al. 2000). Esta situacion
mantendria el desequilibrio de ligamiento entre loci no ligados fisicamente por varias
generaciones, a pesar de la ocurrencia de reproduccion sexual, y por ende

recombinacion, entre los parasitos (Karunaweera et al. 2008).

Por otro lado, también se mencion6 la “importacion de clonas” como una
consecuencia importante de las actividades econdmicas de los pobladores de Santa
Emilia. Entonces, cuando un pequefio grupo de nuevas clonas es introducido en la

comunidad y entra en contacto con una poblaciéon local que es mucho mas
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numerosa, es improbable que puedan mezclarse de manera integra, debido al efecto
de la deriva génica sobre los alelos de las clonas introducidas (Ohta 1982). La
presencia de 2 poblaciones genéticas no relacionadas, y que no han tenido el tiempo
suficiente para homogenizarse es una causa comun de desequilibrio de ligamiento
(Anderson et al. 2000). En otras palabras, cuando se analiza la totalidad de parasitos
presentes en la comunidad, se encuentra asociacion significativa entre un grupo de
alelos pertenecientes a la poblacion local y entre otro grupo de alelos
correspondiente a las clonas importadas, incrementando asi los niveles de
desequilibrio de ligamiento. Esta segunda explicacion es respaldada por distintos
estudios de la genética poblacional de P. vivax en la Amazonia que reportan una
alta diversidad genética y una marcada diferenciacion entre distintas localidades
(Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Kosek et al. 2012; Delgado-Ratto et al.

2016).

7.4. Estructuracion genético-poblacional

El analisis de estructuracion genética reveld la presencia de al menos 2 clusters en
la poblacién de estudio. Sin embargo, la separacién entre estos no queda
completamente manifiesta cuando se realiza el DAPC para K=2. Por su parte,
cuando K=4, se observa una mejor separacién de los clusters en el DAPC; mientras
que cuando K=7, la distribucion de clusters parece no reflejar correctamente la

estructura genética subyacente en la poblacién.

La excesiva cercania entre los clusters 1 y 5 cuando K=7 sugiere que el grado de
subdivisién esta sobreestimado. Es probable que estos 2 conformen realmente un
solo cluster que esta experimentando un fendémeno de expansion clonal, proceso

mediante el cual se da una diferenciaciébn incompleta entre 2 o mas clonas
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relacionadas, de manera que no llegan a constituirse como nuevas subpoblaciones
genéticas (Balloux, Lehman y de Meels 2013). Adem@s, la proporcién de individuos
con ascendencia mixta resulta ser excesiva (aprox. 40%) cuando se asume la

presencia de 7 clusters (Fig. 14).

Por otro lado, los andlisis de diversidad genética y desequilibrio de ligamiento
respaldan la idea de que, si bien existen niveles de polimorfismo tales que no pueden
ser explicados asumiendo la presencia de solo 2 subpoblaciones genéticas, las
diferencias no son lo suficientemente grandes como para llegar a constituirse en 7.
El analisis de asociacion con factores epidemiolégicos reafirmé que no existen
diferencias significativas entre los clusters cuando K=2, mientras que el analisis para
K=7 carece de poder estadistico debido a la subdivisién excesiva de la poblacién

muestral.

En base a los motivos expuestos anteriormente, se descart6 la posibilidad de que
existan 2 6 7 subpoblaciones genéticas en Santa Emilia. Se propone que el nimero
real de subpoblaciones presentes en la comunidad seria 4, las cuales provendrian
de 2 linajes genéticos ancestrales. La ocurrencia de expansiones clonales por parte
de haplotipos particulares seria responsable de la aparicion de los 7 clusters

detectados por el programa Structure.

7.5. Asociacion de la estructuracion genético-poblacional con las
caracteristicas epidemioldgicas

Considerando la existencia de 4 subpoblaciones genéticas en Santa Emilia, se
encontrd asociacion significativa entre los parasitos de la subpoblacion 2 y los
varones de la comunidad, mientras que los parasitos de la subpoblacion 4 se

asociaron con las personas que laboraban dentro de la comunidad. Ambas
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observaciones se respaldan mutuamente puesto que, en Santa Emilia, de acuerdo
a las costumbres de la poblacion, las mujeres cumplen principalmente el rol de ama
de casa, mientras que los varones son aquellos responsables de proporcionar el
sustento a su familia. Por lo tanto, las mujeres pasan la mayor parte del tiempo
dentro de la comunidad, mientras que los varones son quienes se desplazan
constantemente fuera de ella para ejercer sus oficios. En base a estas premisas,
podemos deducir que la subpoblacion 2 estaria conformada principalmente por
clonas importadas, mientras que la subpoblacion 4 corresponderia principalmente a

parasitos locales.

Diversos estudios destacan el importante efecto que ejercen las actividades
econémicas de una comunidad sobre la diversidad genética y estructuracion
genético-poblacional de P. vivax (Sutton et al. 2009; Van den Eede, Van der Auwera,
et al. 2010; Kosek et al. 2012; Delgado-Ratto et al. 2016). Desde una perspectiva
mas holistica, las actividades econémicas realizadas a la intemperie, junto con los
constantes desplazamientos humanos entre sitios endémicos, juegan un rol
fundamental en el mantenimiento de la transmision de malaria en la Amazonia

Peruana (Chuquiyauri et al. 2012).

7.6. Santa Emilia y la transmision de P. vivax en la Amazonia Peruana

La gran proporcién de infecciones asintomaticas y subpatentes detectadas en Santa
Emilia se asemeja a la encontrada en numerosos estudios tanto en la Amazonia
peruana (Roshanravan et al. 2003; Van den Eede et al. 2011), como en la Amazonia
Brasilena (Alves et al. 2002; Suarez-Mutis et al. 2007; Barbosa et al. 2014) y en otros

lugares del mundo (Mehlotra et al. 2000; Steenkeste et al. 2009; Kaisar et al. 2013).
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En el caso especifico de la Amazonia Peruana, donde la transmisién de P. vivax
tiende a ser local y estructurada (Van den Eede, Van der Auwera, et al. 2010; Kosek
et al. 2012; Delgado-Ratto et al. 2016), las infecciones constantes con clonas
idénticas o muy similares conducirian al desarrollo de inmunidad adquirida en las
personas (Longley et al. 2016; Mueller et al. 2013), modulando las cargas
parasitarias a niveles que no son capaces de generar sintomatologia ni son

detectables por microscopia (Bousema et al. 2014).

En este contexto, si en algin momento los portadores asintomaticos de Santa Emilia
(los cuales normalmente no son detectados ni reciben tratamiento) deciden migrar
hacia otras comunidades, estos transportarian clonas del parasito ante las cuales
los nuevos pobladores no han estado previamente expuestos, representando un
riesgo importante para la reintroduccién y mantenimiento de la enfermedad en otras

localidades de la Amazonia (da Silva-Nunes et al. 2012).

Esta situacién resalta la importancia de incluir a Santa Emilia en estudios de gran
escala sobre la genética poblacional de P. vivax en la Amazonia Peruana, de manera
que se pueda hacer una comparacién directa de las clonas presentes en cada
localidad. Identificar el origen y posibles rutas de transmisién de las distintas clonas
del parasito es crucial para elaborar estrategias apropiadas de contencion de la
enfermedad (Escalante et al. 2015). Asimismo, interrumpir la transmisién a niveles
locales seria importante para prevenir la constante reintroduccién del parasito a lo

largo de toda la region.
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CONCLUSIONES

e Existe una alta diversidad genética de P. vivax en Santa Emilia, en el
contexto de la Amazonia Peruana, debido a la ausencia prolongada de

programas de control de malaria y a la constante importacién de clonas.

e La ocurrencia de endogamia y la presencia de clonas importadas en la
poblacién parasitaria de Santa Emilia mantendrian los niveles significativos

de desequilibrio de ligamiento encontrados en este estudio.

e En base a los diversos andlisis realizados, el nimero mas probable de

subpoblaciones genéticas de P. vivax presente en esta comunidad es 4.

e Las actividades econdmicas realizadas por los habitantes de Santa Emilia, y
los desplazamientos poblacionales que implican, juegan un rol importante en

la estructuracién genético-poblacional de P. vivax en esta comunidad.

e La alta proporcion de infecciones asintomaticas, junto con la clonalidad de la
poblacion parasitaria, sugieren que Santa Emilia representaria un riesgo
importante para la reintroduccion y mantenimiento de la transmisién de

malaria en la Amazonia Peruana.
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9.

LIMITACIONES

La ausencia de deteccion activa de casos (DAC) en el mes abril redujo el
tamano de la poblacién muestral, sin embargo, para los objetivos planteados
en esta investigaciéon no era primordial un seguimiento longitudinal tan
riguroso, puesto que no se pretendia hacer una comparacion de la diversidad
genética a nivel mensual. Ademas, los cambios en la diversidad genética
durante el desarrollo de los programas de intervenciéon de malaria se dan de

manera lenta.

La incapacidad técnica de amplificar ADN proveniente de muestras con baja
parasitemia conllevé a una reduccion importante (del 43%) del numero de
muestras analizadas, por lo cual no se pudo incluir la temporada “Alta

Transmision 2014”.

El decaimiento de la intensidad de transmision junto con el efecto del
tratamiento proporcionado fueron causantes de una reduccion considerable
(del 46%) en el numero de infecciones correspondiente a la segunda mitad

del periodo de estudio (con respecto a la primera mitad).
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10. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar estudios longitudinales de diversidad genética y
estructuracién genético-poblacional en Santa Emilia, de tal manera que
permitan:

- Analizar el reemplazo de clonas o subpoblaciones genéticas a lo largo
del tiempo.

- Evaluar la respuesta inmune en los hospederos de acuerdo a cambios en
la estructura genético-poblacional del parasito.

- Evaluar cambios en la diversidad antigénica del parasito.

- Evaluar el efecto de los programas de control de malaria en la comunidad.

e Se recomienda ademas incluir a localidades aisladas de la Amazonia
Peruana en estudios genético-poblacionales a gran escala, de manera que
permitan hacer una comparacién directa de las clonas presentes en cada
localidad, asi como dentificar el origen y posibles rutas de transmisién de las

distintas clonas del parasito
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12. ANEXOS
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i)
£ % £ UNIVERSIDAD PERUANA
| CAYETANO HEREDIA

Vicerrectorado de Investigacion
Direccién Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologfa - DUICT

CONSTANCIA

El quel(;usc:ibe, Presidente del Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia certifica que luego de haberse realizado las modificaciones solicitadas en sesién
del CIE de fecha 18 de setiembre del 2012 al Proyecto de Investigacién titulado: “Transmisién de
12 malaria en comunidades lejanas de la Regién Amazénica del Perd” Versién recibida en
fecha 12 de setiembre del 2012, cédigo de inscripcién 60429, presentado por los Investigadores
‘ Principales, Raul Chuquiyauri Haro, Alejandro Llanos Cuentas, Joseph Vinetz.
Considerando que:
1. El protocolo de investigacion sigue los lineamientos cientificos y éticos, con balance
favorable entre riesgos y beneficios.
2. El equipo investigador se encuentra calificado para su ejecucion.
3. Los Consentimientos Informados y Asentimientos brindan la informacién necesaria de
manera adecuada y permiten el enrolamiento voluntario de los participantes.

4. Estin contemplados mecanismos de confidencialidad de los datos.

De acuerdo a los estandares propuestos por la Universidad.

Por lo tanto, el CIE acuerda iEXPEDIR LA APROBACION, en fecha 23 de octubre del 2012
por seguir las Guias @%%Jenas Pricticas Clinicas.
Documentos incluidoj ‘en esta aprobacién:
e.“ v Protocolo de iﬁvcstigacién, versién 2.0 de fecha 24 de setiembre 2012
v Consentimiento Informado para participantes Adultos, versiéa 2.0, de fecha 24 de
setiembre 2012.
v Consentimiento Informado para padres de participantes menores de 18 afios,
version 2.0 de fecha 24 de setiembre 2012
v Asentimiento Informado para participantes de 7 a 12 afios, versién 2.0 de fecha 24
de setiembre 2012
v Asentimiento Informado para participantes de 12 a 17 afios, versién 2.0 de fecha
24 de setiembre 2012
Cualquier enmienda al protocolo original, asi como la ocurrencia de alguna eventualidad que

afecte adversamente a los participantes, deberé ser reportada en breve plazo a este Comité.
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Anexo 1: Constancia de aprobacién del Comité de Etica.
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Grupo MS Motivo Cromosoma Primer forward Primer reverse T.bp {[] nm| T°a | Dilucion ABI Reportado

v v v v v v v
1 11.162 ATAC Py_Sall_chrll 6FAM-TTTGTTAGGAGATCCGTCTG TAAATGACACTTTGGCTTCC 167-215 | 200 60 1:10 Imwong et al 2007
1 Ch2.121 TTA Py_Sall_chr02 -CCTTGCTCTCCTGGCTCTTC GTATGAGTGACCACCCTGGC 157-199 | 200 67 1:10 Laboratorio malaria UPCH
1 14.297 AAG Py_Sall_chr14 PET-TACACCCTTTAGGTCCTCGT TGAAAAATGTTCCGCTACTT 191-215 | 200 57 1:10 Imwong et al 2007
2 Ch14.3021 TA Pv_Sall_chr14 6FAM-GCATTTGTTACATTGTTTTCGT GCAAGATGTGTCCTTTACA 203259 [ 400 57 1:20 Laboratorio malaria UPCH
2 Ch14.2986 AT Py_Sall_chr14 “TTCCTAAATAAAGCACCATG ACCATTCTGTTAAAATGTATGT 165-171 [ 200 57 1:20 Laboratorio malaria UPCH
2 Ch14.3010 AT Py_Sall_chr14 PET-GATAAGATAAAACAACAAATGCG AGGATGCTTCGGTTTGCT 198-235 | 200 60 1:10 Laboratorio malaria UPCH
3 Ms9 (6GA)18 Py_Sal1_chr08 6FAM-AGATGCCTACACGTTGACGA CTGTCTTGAAGCTGCCCATGTGGTAAT 148-181| 200 57 1:20 Karunaweera et al 2006
3 13.239 TITA Pv_sall_chr13 -CAACAACAAAATGAATGACG CCTACCTTTACGCGTTTTTA 182-194 | 200 58 1:20 Imwong et al 2007
3 Ch14.2981 AT Py_Sall_chr14 PET-CGATGAATCATTTTCGTCCGCA ACTCTTCTTTCAGCACTTTTTGCC 126-158 | 400 63 1:20 Laboratorio malaria UPCH
3 MS6 ‘ch'zgfrzi(fggfémlz Py_Sall_chr11 VIC-GGTTCTTCGGTGATCTCTGC CTGTCTTGGAGGACATCAACGGGATT 209245 200 57 1:15 Karunaweera et al 2006
4 MS15 (TcT)10 Py_Sal1_chr05 -TGTTTGCAAAGGAATCCACA CTGTCTTCGGCCAGATGAAAAGGATAA 217295 400 57 1:10 Karunaweera et al 2006
4 3502 AACGGATG Pv_sall_chr3 PET-GTGGACCGATGGACCTAT TCCTACTCAGGGGGAATACT 136-176 | 400 55 1:20 Imwong et al 2007
4 Ms20 (GAA)?:EQT\((E:Q;B(CM Py_Sall_chr10 VIC-GCACAACAAATGCAAGATCC CTGTCTTGTGGCAGTGGCTCATCTTCT 200-240 [ 200 60 1:20 Karunaweera et al 2006
5 ch2.122 ATA Py_Sall_chr02 -AGCTGGATTGCCCTAACTGC CGCATCATCGCATACGCTTG 188-209 [ 200 60 1:20 Laboratorio malaria UPCH
5 Ms4 (AGT)18 Py_Sal1_chr06 PET-CGATTTACTGTTGACGCTGAA CTGTCTTCAAAGGAACATGCTCGATGA 187-220 | 200 57 1:20 Karunaweera et al 2006
5 ch2.152 AAT Py_Sall_chr02 VIC-GTCATTTTCTAGGCAAAGACAGE TACGTTTCGCCATGTTCCTG 104-211| 400 63 1:20 Laboratorio malaria UPCH

Anexo 2: Lista de marcadores y primers utilizados para la amplificacién de microsatélites de P. Vivax.

89




Locus N° Alelos He Uniformidad
Ch2.121 6 0.73 0.79
Ch2.122 3 0.47 0.68
Ch2.152 10 0.80 0.73

3.502 4 0.36 0.55

MS15 8 0.79 0.81
MS4 5 0.53 0.57
MS9 7 0.75 0.80

MS20 6 0.76 0.85
MS6 5 0.68 0.74

11.162 5 0.67 0.80

13.239 2 0.50 0.98

14.297 6 0.66 0.69

Ch14.2981 4 0.63 0.86
Ch14.2986 2 0.35 0.76
Ch14.3010 6 0.72 0.75
Ch14.3021 3 0.47 0.83

Promedio 5.12 0.62 0.76

Anexo 3: Diversidad genética por locus en la temporada “Alta

Transmisién”.
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Locus N° Alelos He Uniformidad
Ch2.121 7 0.76 0.79
Ch2.122 4 0.62 0.78
Ch2.152 8 0.81 0.78

3.502 3 0.42 0.71

MS15 5 0.79 0.92

MS4 5 0.39 0.49
MS9 3 0.66 0.94
MS20 7 0.82 0.87
MS6 5 0.66 0.69

11.162 5 0.48 0.57

13.239 2 0.39 0.80

14.297 4 0.59 0.69

Ch14.2981 3 0.60 0.85
Ch14.2986 2 0.29 0.68
Ch14.3010 5 0.63 0.66
Ch14.3021 4 0.47 0.68

Promedio 4.50 0.59 0.74

Anexo 4: Diversidad genética por locus en la temporada “Baja
Transmision”.
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Anexo 5: Distribucién de clusters por mes asumiendo K=2.
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Anexo 6: Distribucion de clusters por mes asumiendo K=4.
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13. GLOSARIO

Alelo: Estado hereditario en el que puede estar un locus. En diploides, cada
individuo tiene dos alelos por locus, los que pueden ser idénticos (homocigotos)

o diferentes (heterocigotos).

Clona: Cada una de las diferentes cepas de un parasito definida por el haplotipo

que presenta.

Cluster: Agrupamiento de individuos en base a sus similitudes genéticas.

Codominante: Describe un marcador genético donde todos los heterocigotos son

reconocibles de todos los homocigotos.

Deriva genética: Describe el proceso por el cual las frecuencias alélicas cambian
de una generacion a otra como resultado del muestreo aleatorio de individuos
(cigotos 0 gametos que forman cigotos/adultos) que sobreviven para formar la

siguiente generacion en una poblacién de tamano finito.

Desequilibrio de ligamiento: Asociacion no aleatoria entre diferentes loci
(generalmente en pares). Muchos factores diferentes (estructura de la poblacién,
sistemas cerrados de apareamiento, seleccion, etc.) pueden generar y mantener

asociaciones estadisticas entre los loci.

Diploide: Organismo o célula con dos juegos de material genético nuclear

(cromosomas), a excepcién de los cromosomas sexuales cuando los hay.
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Endogamia (consanguinidad): Apareamiento entre individuos de ascendencia
comun ya sea por comportamientos propios de estos o por tamanos
poblacionales limitados. Esto genera una proporcion significativa de alelos

idénticos por descendencia en los individuos.

Estructuracion genético-poblacional: 'Se refiere a la distribucién de la diversidad
genética (genotipos, alelos, o haplotipos) en el espacio y tiempo, dentro y entre
las poblaciones de una especie. Esta determinada por procesos genéticos como
la seleccion, recombinacién, mutacién, deriva génica y flujo génico. 2Fenémeno
en el cual existen suficientes diferencias genéticas para definir la presencia de 2

0 mas subpoblaciones en un grupo de individuos.
Fenotipo: La expresidén de un caracter (por ejemplo, el color de los 0jos), el cual
puede estar determinado tanto por la informacién genética que porta un individuo

(genotipo) como la influencia que ejerce el ambiente sobre este.

Genotipo: Conjunto completo de alelos mostrados por un individuo en un locus

especifico o un conjunto especifico de loci (cuando se especifica).

Haploide: Organismo o célula con un solo juego de material genético nuclear

(cromosomas).

Haplotipo: Conjunto de alelos pertenecientes a distintos loci que le brindan un

caracter diferencial a un individuo a nivel molecular.

Heterocigoto: Se refiere a un locus en un individuo diploide para el cual los dos

alelos son diferentes.
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Homocigoto: Se refiere a un locus en un individuo diploide para el cual los dos

alelos son idénticos.

Locus: Describe una porcion de ADN en una posicién especifica en el genoma.

No corresponde necesariamente a un gen.

Loci: Plural de locus.

Multiplicidad de infeccion: Numero de parésitos distintos (distinto haplotipo) que

se encuentran infectando un individuo.

Mutacion: Proceso en el cual se comete un error durante la duplicacion del

ADN.

Neutral: Se aplica a un locus cuyo polimorfismo no se encuentra bajo ningun tipo

de presion selectiva.

Patente: Infeccion que puede ser detectada tanto por microscopia como por

diagndstico molecular.

Polimorfismo: Condicién que describe la variacion genética (presencia de mas

de un alelo) en un locus determinado.

Poblacion: Conjunto de individuos que comparten los mismos parametros
demograficos (regulacion de la poblacion) y que muy probablemente comparten
una ascendencia comun en comparacion con los miembros de otras poblaciones

de este tipo, con excepcion de los migrantes.
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Propagacion clonal: Reproduccion en la que la descendencia es idéntica a los

individuos parentales.

Subpatente (Submicroscopica): Infeccion que solo puede ser detectada por

diagnéstico molecular y no por microscopia.
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