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RESUMEN

A pesar de los avances en la reduccion de la malaria en Pert, medir la exposicion
en areas de baja transmision es crucial para alcanzar su eliminacion. Este estudio
se enfocd en dos areas de transmision muy baja en Loreto y tuvo como objetivo
evaluar la relacion entre la exposicion a malaria y la proximidad a establecimientos
de salud. Se recolectaron datos en 38 comunidades de Indiana y Belén, incluyendo
4000 individuos con hogares georreferenciados y muestras sanguineas analizadas
mediante microscopia, PCR y serologia. Se aplicoé un modelo de regresion de
Poisson multinivel con errores robustos y efectos aleatorios para establecimiento
de salud, comunidad y hogar, a fin de estimar razones de prevalencia entre la
seropositividad a malaria (reciente e histérica) y las variables de estudio.
Asimismo, se utilizé un modelo de regresion lineal segmentada para identificar
cambios en las tendencias de seropositividad por grupo etario. La estadistica local
Getis-Ord Gi* detectd agrupamientos de hogares con tasas altas (puntos calientes)
o bajas (puntos frios) de exposicion. La seropositividad fue de 2.5% (IC95%: 2.0%
- 3.0%) para P. falciparum y de 7.8% (I1C95%: 7.0% - 8.7%) para P. vivax,
indicando exposicion reciente o historica. La regresion segmentada mostrd
reducciones en la exposicion a P. vivax en el grupo de 40 - 50 afios (B1 = 0.043, p
=0.003) y a P. falciparum en el grupo de 50 - 60 afos (1 = 0.005, p=0.010). Las
personas que residian en el cuartil mas alejado de los centros de salud presentaron
mayor exposicion a P. vivax (RP reciente = 15.29, IC95%: 5.52 - 42.35, p<0.001;
RP historica = 6.95, 1C95%: 3.35 - 14.40, p<0.001) en comparacioén con quienes

vivian en el cuartil mas cercano. Este estudio evidenci6 la seropositividad de



malaria en dos areas de transmision muy baja y confirmo el patréon espacial de

puntos calientes a medida que aumenta la distancia de las comunidades.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT

Despite progress in reducing malaria in Peru, measuring exposure in low-
transmission areas remains crucial to achieving elimination. This study focused on
two very low transmission areas in Loreto and aimed to assess the relationship
between malaria exposure and proximity to health facilities. Data were collected
in 38 communities of Indiana and Belen, including 4000 individuals with
georeferenced households and blood samples analysed by microscopy, PCR, and
serology. A multilevel Poisson regression model with robust errors and random
effects for health facility, community, and household was applied to estimate
prevalence ratios between malaria seropositivity (recent and historical) and study
variables. In addition, a segmented linear regression model was used to identify
changes in seropositivity trends across age groups, and the local Getis-Ord Gi*
statistic detected clusters of households with high (hotspots) or low (coldspots)
exposure rates. Seropositivity was 2.5% (95% CI: 2.0 - 3.0) for P. falciparum and
7.8% (95% CI: 7.0 - 8.7) for P. vivax, indicating recent or historical exposure.
Segmented regression showed reductions in exposure to P. vivax among
individuals aged 40 - 50 years (f = 0.043, p =0.003) and to P. falciparum among
those aged 50 - 60 years (B = 0.005, p = 0.010). Individuals living in the most
distant quartile from health facilities had higher exposure to P. vivax (PR recent =
15.29, 95% CI: 5.52 - 42.35, p<0.001; PR historical = 6.95, 95% CI: 3.35 - 14.40,
p<0.001) compared with those living in the nearest quartile. This study
documented malaria seropositivity in two very low transmission areas and
confirmed the spatial pattern of hotspots increasing with greater distance from

health facilities.
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I. ARTICULO PUBLICADO

www_nature.com,‘scientificreports

scientific reports

OPEN

Malaria seroepidemiology
in very low transmission settings
in the Peruvian Amazon

Bryan Fernandez-Camacho!™, Brian Pefia-Calero?, Martina Guillermo-Roman?,

Jorge Ruiz-Cabrejos?, Jose Luis Barboza?, Lucia Bartolini-Arana’, Antony Barja-Ingaruca?,
Hugo Rodriguez-Ferrucci?, Veronica E. Soto-Calle?, Luca Nelli**, Isabel Byrne®, Monica Hill®,
Elin Dument®, Lynn Grignard®, Kevin Tetteh*, Lindsey Wu*, Alejandro Llanos-Cuentas?,
Chris Drakeley*, Gillian Stresman*’ & Gabriel Carrasco-Escobar’®

Despite progress towards malaria reduction in Peru, measuring exposure in low transmission areas

is crucial for achieving elimination. This study focuses on two very low transmission areas in Loreto
(Peruvian Amazon) and aims to determine the relationship between malaria exposure and proximity
to health facilities. Individual data was collected from 38 villages in Indiana and Belen, including
geo-referenced households and blood samples for microscopy, PCR and serological analysis. A
segmented linear regression model identified significant changes in seropositivity trends among
different age groups. Local Getis-Ord Gi* statistic revealed clusters of househelds with high {(hotspots)
aor low (coldspots) seropositivity rates. Findings from 4000 individuals showed a seropositivity level

of 2.5% (95%CI: 2.0%-3.096) for P. falciparum and 7.8% (95%Cl: 7.09-8.7%) for P. vivax, indicating
recent or historical exposure. The segmented regression showed exposure reductions in the 40-50
age group (B1=0.043, p=0.003) for P. vivax and the 50-60 age group (B1=0.005, p=0.010) for P.
faleiparum. Long and extreme distance villages from Regional Hospital of Loreto exhibited higher
malaria exposure compared to proximate and medium distance villages (p < 0.001). This study showed
the seropositivity of malaria in two very low transmission areas and confirmed the spatial pattern of
hotspots as villages become more distant.

Between 1955 and 2021, a total of 40 countries were certified by the World Health Organization (WHO) as
malaria-free. This status is achieved when endemic countries report zero indigenous cases of malaria for at least
three consecutive years'. Paraguay, Argentina, and El Salvador obtained this certification in Latin America during
that period®. The consistent progress in eliminating malaria in this region can be attributed to the implementation
of international strategies such as the WHO Global Technical Strategy against Malaria™*.

According to the 2022 World Malaria Report, Peru reduced its estimated malaria cases by 17,000 between
2019 and 2021°. The prevalence of malaria cases in the country is concentrated in the department of Loreto,
located within the Peruvian Amazon, where 86% of all recorded cases were found in 2021°. Over the past two
decades, two national malaria control initiatives were established, with Loreto as the main site of action. The
Andean Countries Border Malaria Control Project (PAMAFRO in Spanish), implemented between 2006 and
2010, achieved an 80% reduction in cases. However, after the conclusion of PAMAFRO activities, there was an
increase in the number of cases’. In Loreto specifically, the number of malaria cases surged from 25,084 in 2012
to 54,342 in 2016. Nevertheless, implementing the Zero Malaria Plan (PMC in Spanish) from 2017 to 2021 led
to a significant decline in cases, resulting in a reduction of 75% by 202087,

In January 2022, the Peruvian Ministry of Health (MINSA in Spanish) approved the plan to eliminate malaria
in Peru for 2022-2030. The plan set two important goals: reducing cases by 90% by 2030 and eliminating residual
malaria from the country by 2045'. The initial phase of this plan focuses on controlling the spread of the disease

*Health Innovation Laboratory, Institute of Tropical Medicine "Alexander von Humbaldt”, Universidad Peruvana
Cayetano Heredia, Lima, Peru. *Universidad Nacional de La Amazonia Peruana, Loreto, Peru. *Institute of
Tropical Medicine "Alexander von Humbaoldt”, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Peru. “Department
of Infection Biology, London School of Hygiene and Tropical Medicine, London, UK. *Schoal of Biediversity, One
Health and Veterinary Medicine, University of Glasgow, Glasgow, UK. *University of Surrey, Guildford, UK. "College
of Public Health, Epidemiology Concentration, University of South Florida, Tampa, FL, USA. ®Scripps Institution of
Oceanagraphy, University of California San Diego, San Diego, CA, USA. “‘email: bryan.fernandez.c@upch.pe
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through reactive case detection in remote areas with low transmission. Factors related to malaria persistence in
these areas include Plasmodium species (spp) circulating, hEa]lhcaIE-sev_kinF behavior, vector diversity, vector
dynamics, sociodemographic determinants, and human mobility pﬂtem.s'_" -13

In Loreto, there is a high heterogeneity of malaria transmission at the district level, where districts function
as the third-level administrative subunits, with areas of both high and low transmission'". In regions with high
malaria transmission, factors such as climate variables, low levels of treatment adherence, social factors, and
limited access to health services contribute to an increased incidence rate of malaria®. Similarly, in semi-isolated
villages with low malaria transmission, variables such as age, circulating Plasmodium spp., and previous positive
diagnoses are key factors in malaria transmission'’. Furthermore, in low transmission settings or areas where
elimination efforts have been implemented, human movement plays a crucial role' "7,

Serological assays, which detect antibodies to malaria parasites, are considered a robust tool for identifying
recent or historical malaria exposure'’. Antibodies that correlate to recent (within one year) and historical expo-
sure (within 20 years) to B falciparum and B vivax have been characterised'*-*!, providing a sensitive method to
assess transmission. Estimating recent exposure within a population can be particularly useful in low transmis-
sion areas where traditional methods of diagnosing malaria, such as microscopy or rapid diagnostic tests, may
not be sensitive enough to detect low numbers of infections. Serology offers insight into a wider timeframe than
traditional diagnostics capturing active infections™.

This study aims to evaluate malaria exposure through a panel of serological markers and examine factors such
as village proximity to healthcare establishments as an indicator of healthcare accessibility, household spatial
distribution, and seropositivity patterns across different age groups in two very low transmission areas of Loreto.

Methods

Study design

A cross-sectional analytical study was conducted in two districts, Indiana and Belen, located in the Loreto depart-
ment. A total of 38 villages within the study area were selected using a three-stage random sampling method
as described in Supplementary Methods. From October to December 2021, a full census of inhabitants in the
selected households was conducted, and data such as geographic coordinates, structured questionnaires, and
blood samples were collected.

Study area and population

The department of Loreto covers an extensive area of approximately 374000 square kilometers, accounting
for over 28% of the total territory of Peru. It is divided into eight provinces and 53 districts, with Iquitos as its
capitalﬂ, According to the 2017 census, the estimated population of Loreto was 883510 inhabitants. In 2021,
33.1% of the population lived in poverty, while 6.9% experienced extreme poverty. Additionally, less than 50%
of households had access to basic services such as electricity and water sanitation™".

Very low transmission areas (< 100 cases per 1000 population Annual Parasite Incidence [API])* within the
Loreto department were identified as target areas (Supplementary Fig. 1). Following the initial assessment, the
districts of Indiana and Belen were selected as the study area (Fig. la).

According to the 2017 census, Indiana district has a population of 10134 inhabitants, with 62.3% residing
in rural areas. Among the population aged 15 years and older (N=5963), 44.2% had primary education, while
1.6% had complete university studies™. The district experienced peaks of P. falciparum API in 2003, 2008 and
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Figure 1. Study area and malaria Annual Parasite Incidence (API) per 1000 people in Indiana and Belen,
2000-2021. The (a) map shows 21 villages belonging to Belen district (dots on the left) and 17 villages belonging
to Indiana district (dots on the right}, the (b) APT per 1000 people was calculated between 2000 and 2021 in
Belen and Indiana for P falciparum and P. vivax. The map was generated with QGIS software v3.28.3 (QGIS
Development Team, 2016. QGIS Geographic Information System. Open Source Geospatial Foundation Project.
http://www.qgis.org/). The line plot was generated with R software v.4.1.2 (R Development Core Team, R
Foundation for Statistical Computing, Austria. http://www.R-project.org/).
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2013, as well as peaks of B vivax in 2010 and 2014 (Fig. 1b). However, both species showed a decreasing trend
of APL The villages in the study area were accessible via the Mazan River, requiring 2-7 h of travel from Iquitos.

In Belen district, the total census population is 64488 inhabitants, with 87.6% in urban areas. Among indi-
viduals aged 15 years and older (N =42727), 23.6% had primary education and 7.7% had complete university
studies®. Peaks in P. falciparum API occurred in 2003, 2007, and 2014 while P. vivax peaks were observed in
2010 and 2014, maintaining similar values until 2015 (Fig. 1b). Both species exhibited decreasing trends in
APL Villages in this district were accessible via the Canta Gallo road and the Itaya River, with travel times of
approximately 1-6 h from Iquitos.

During the pandemic, numerous health activities in Loreto were impacted by the redirection of resources
from other diseases to address COVID-19. This resulted in delays in reporting confirmed and tested malaria
cases, which affected data availability for decision-making. Furthermore, malaria control efforts, including active
detection and vector control, were postponed due to COVID-19%.

Sampling strategy

A stratified three-stage cluster sampling design (Supplementary Fig. 2) was used to select the study subjects. The
districts served as strata, and clusters were randomly selected at three levels. In the first stage, the health facilities
in each district were classified into four categories of distance (proximate, medium, long, and extreme distance)
from the Regional Hospital of Loreto (RHL) and one health facility was randomly selected in each category.
Additionally, we defined the health facility catchment area according to their health care report. One health
facility in Indiana was excluded as its catchment area had a combined population of less than 400, a prerequisite
for inclusion. In the second stage, the health facilities were classified as big or medium-size, according to the
population in their catchment area, to identify the number of villages to be sampled in each health facility. In
the third stage, households and individuals were censused in those villages with less than 500 inhabitants, while
in villages with 500 or more inhabitants, a random selection of households was applied, and all individuals in
the selected houses were sampled, following proportional allocation based on the sample size. Furthermore, one
village in the health facility “Soledad de Villa Belen” and an entire health facility “Belen de Villa Belen” with four
villages in its catchment area were added due to access and availability issues with the initially chosen sample.
We included all participants older than three months of age after completion of written informed consent or
assent, and excluded individuals younger than three months old because parents may have considered the blood
collection procedures inappropriate for this age group. All villages were located within the catchment area of the

health facilities of Indiana and Belen.

Data collection

Standardized questionnaires and georeferencing

Household questionnaires were administered to the head of household or immediate caregiver. The questionnaire
had one section dedicated to gathering household information and living conditions, such as the total number of
household members, availability of insecticide-treated bed nets, household type, main water source, possession
of household appliances, and presence of animals.

Individual questionnaires were given to each present household member. The questionnaire consisted of
three sections aimed at collecting information on symptoms, medication usage, and healthcare-seeking behavior;
factors related to malaria transmission; and human mobility patterns.

All households included in the study were georeferenced using a Garmin 66 s Global Position System (GPS)
device.

Blood sample collection

Blood samples were collected through finger prick and stored on slides and filter paper. Thin and thick smears
were performed for samples on slides, while serology was conducted for samples on filter paper. The analysis of
slide samples was performed by the Universidad Peruana Cayetano Heredia fieldwork team, while the London
School of Hygiene and Tropical Medicine analyzed the filter paper samples.

Laboratory procedures

Microscopy

Slides were evaluated by expert microscopists during field work. Thick and thin smears were stained with 10%
Giemsa for 10 min and examined for parasite density by counting the number of asexual parasites per 200 leu-
kocytes (L) and assuming a concentration of 8000 L/pl. A sample was considered negative if no parasites were
detected after examination of 100 microscopy fields™.

Quantitative real-time PCR (gPCR)

Pieces of filter paper with biological samples were cut into ~6 mm?® sections for extraction of parasite genomic
DNA using the EZ.N.A." Blood DNA Kit (Omega Bio-tek®, USA), following the manufacturer’s instructions,
and stored at 4 °C for immediate use in qPCR and at -20 °C for future use. Diagnostic QPCR was performed fol-
lowing the protocol described by Mangold et al*®, which consists of a semi-nested multiplex PCR. (SnM-PCR)
that amplifies the 185 rRNA sequence of Plasmodium species. This procedure was repeated for P vivax as P.
falciparum and quantification of parasitaemia was performed by comparing Ct values with a standard curve
ranging from 2% 10 to 2 x 10° copies. According to current MINSA therapeutic guidelines™, parasite carriers
detected by gPCR were not treated unless they became positive by microscopy within the next few days or weeks.
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Serol,

Disc:g))ii approximately 3 mm in diameter were cut from the dried blood spot samples using a hole puncher
(Rayher 8932400) and each was transferred to an individual well in a 96-well plate (Corning™ 3958, USA). One
day prior to processing, antibodies were eluted by adding 400 pL of elution buffer {1 x Phosphate-buffered saline
(PBS), 0.05% Tween, 0.5% bovine serum albumin {BSA), 0.02% sodium azide, 0.5% polyvinyl alcohol (PVA),
0.5% polyvinyl pyrrolidone (PVP), 0.1% casein, 15.25 ug/mL E.coli lysate) to each well (1/400 dilution), and the
plates were incubated for 18 h at 4 °C with shaking (Stuart™ microtitre plate shaker; 500 RPM).

A previously optimised panel of four P vivax and seven P. falciparum blood-stage antigens associated with
historical and recent malaria exposure (Supplementary Table 1) were coupled to Luminex { Luminex Corporation,
Austin, TX, USA) MagPlex" microspheres. Glutathione S-transferase (GST) and tetanus toxoid were included as
controls. IgG antibody responses were measured using the Luminex serological assay as described previously*!.
Briefly, antigen-coupled microspheres were co-incubated with 50 pL of eluted samples (1/400 dilution) for
90 min. Two control curves comprising 5-point, fivefold serial dilutions (1/50, 1/250, 1/1250, 1/6250, 1/31,250)
of pooled sera from hyper-immune individuals in Kenya (CP3) and Peru (51) were added to each plate as P
falciparum and P. vivax positive controls, respectively. The WHO reference reagents for anti-malaria human
serum, 10/198 (P. falciparum) and 19/198 (P vivax), were also included as positive controls (1/400 dilution).
Serum samples from Public Health England (PHE) European blood donors were included as malaria-naive
controls (1/400 dilution). Wells exclusively containing elution buffer served as blanks in each plate for removal
of background signal. Following sample incubation, plates were washed with 1xPBS/Tween and incubated with
1/200 AffiniPure Goat Anti-Human IgG R-Phycoerythrin-conjugated secondary antibedy (Jackson Immune
Research Laboratories, USA). After a final wash, 100 pL of 1xPBS was added and median fluorescence Intensity
(MFTI) values were recorded using the MAGPIX® instrument.

Classification of seropositivity

Individuals were classified as seropositive or seronegative for long-term (historical) and short-term (recent)
exposure to P falciparum and P. vivax based on their MFI values for the antigens listed in Supplementary Table 1.
These antigens were chosen based on their known immunogenicity and longevity in the immune system. Pf/
PvM3P119 and PffPvAMALI persist in the blood for up to 20 years post-exposure, serving as a proxy for histori-
cal exposure in an individual’s lifetime. On the other hand, Etramp5.Agl and PvRBP2b are shorter-lived in the
blood and are used to represent recent exposure within the past 6-12 months'®'%*,

To classify individuals as seropositive or seronegative for exposure, unsupervised machine learning K-means
clustering algorithms were applied to the MFI values of each antigen independently. This method of classifying
MFI values has been used in neglected tropical diseases and malaria studies”". The method partitions data into
a predetermined number of clusters, and the optimal number of clusters for each antigen was determined using
within-cluster sum of squares and average silhouette testing”. For a specific antigen, individuals grouped within
the cluster of higher MFI values were classified as seropositive, and individuals within the cluster of lower MFI
values were defined as seronegative. If an individual was seropositive to Etramp5Agl or PvRBP2b, they were
defined as seropositive for recent exposure to P, falciparum or P. vivax, respectively. Historical exposure to P
falciparum was determined by seropositivity to PEMSP119 and/or PEAMAL. Similarly, seropositivity to PvMSP119
and/or PvAMAL indicated historical exposure to B vivax.

Data management

We obtained a total sample of 4000 individuals and 980 households through data collection using the REDCap
survey manager application on mobile devices. The data underwent rigorous cleaning using R software v4.1.2
(R Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Austria), which involved processes of data
cross-validation, in-range value checks, duplication of information and others (Supplementary Fig. 3).

All villages in the study were classified into four distance categories according to the district to which they
belong: proximate distance (Belen range 144-747 m; Indiana range 766-2382 m), medium distance (Belen
range 877-2206 m; Indiana range 2755-4467 m), long distance (Belen range 7162-30,716 m; Indiana range
4588-5916 m), and extreme distance (Belen range 31,354-42,830 m; Indiana range 7138-13,101 m). This clas-
sification was based on the distances from each village to two key locations: their health facility or the RHL. The
shortest calculated distance to either location was recorded for each village. The villages were then ordered from
smallest to largest distance, ensuring an equal number of villages in each category.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed with the R software v.4.1.2 and QGIS software v3.28.3 was used to generate
the study area map.

Categorical descriptive variables were presented as cross-tabulations with district or malaria positivity, and
associations were examined using the Fisher test with p-value calculation through Monte Carlo simulation.
Numerical variables were summarized using the median and the Interquartile Range (IQR), and differences
between calculated medians were assessed using the Mann-Whitney U test. Descriptive plots were generated to
observe changes in malaria seropositivity across village, district, and distance categories.

When evaluating the seropositivity through the age groups graphically, a probable change of trend was
observed in some age points, therefore, it was considered to complement it with an analysis technique that allows
evaluating more than one regression adjustment at the same time in the data, such as segmented regression™.
This analysis was applied to determine the age group at which a change in seropositivity trend occurs for each
Plasmodium spp,” Prior to the analysis, the eight age groups were recoded taking values from one to eight, in
order to be able to estimate the appropriate breakpoint, and subsequently relocate the age group to which it
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belongs. The breakpoint was determined iteratively, aiming to maximize the likelihood function and improve the
model's fit to the observed data. If the age is below an estimated breakpoint (U'1,4,), the original linear regression
equation and its coefficients are used. Conversely, a modified equation is derivegfur age variables exceeding the
estimated breakpoint (Ulagt).

For age = Ulgg :

Seropositivity = B0+ B1 x age + £
For age = Ul@, :
Serapositivity = (B0 + 1 x Ulgg) + (81 + BUL) + (age — Ulyge) + ¢

where 0 represents the intercept, f1 represents the slope before the breakpoint (age < Ulage), SU1 represents
the change in slope after the breakpoint (age > Ulag), and & represents the random error term.

Additionally, the exposure to malaria in different distance groups was evaluated using the Kruskal Wallis test.
Subsequently, multiple comparisons were conducted using the post-hoc Dwass-Steel-Critchlow- Fligner (DSCF)
method, which incorporates a single-step correction for p-values.

Spatial analysis

To identify local patterns and clusters of high- and low-level malaria seropositivity rate in the Indiana and
Belen districts, we conducted a local spatial autocorrelation analysis using the Getis-Ord Gi* statistics in the
spdep package in R*. Prior to the analysis, neighboring households were identified on the basis of geographic
coordinates and the maximum distance between them in each district was determined. Then, neighbors were
recalculated within an interval from zero to the maximum distance and spatial weights were calculated to assess
the importance of close neighbors in each reference household. From that previous evaluation, the Getis-Ord
Gi* statistic was calculated, estimated in Z values with their respective 90%, 95%, and 99% confidence levels to
identify hotand cold spols” 4 This identification allows us to evaluate the grouping of observations (households)
that share common characteristics with respect to their malaria seroprevalence and the geographic position
where they are located. Thus, hot spots are made up of households which are geographically close together with
higher seropositivity, and cold spots are made up of households which are close together and have low or zero
seropositivity values.

Ethics approval

The study protocol was registered and approved by the Ethics Committee of Universidad Peruana Cayetano
Heredia (approval number 201615) and the London School of Hygiene and Tropical Medicine (approval num-
ber 19167) prior to implementation. The study adhered to the ethical principles outlined in the Declaration of
Helsinki.

All participants provided written informed consent, and for individuals falling below the age of 18 years but
exceeding three months, informed assent and consent from a parent or guardian were obtained. Participants
had the right to veluntarily withdraw from the study and have their samples removed at any time. All data col-
lected from primary sources was anonymised and devoid of identifiers. The geographic coordinates were used
exclusively for analysis purposes and underwent a dispersion procedure thereafter.

Results

Characteristics of study population

A total of 4000 individuals were included in the analysis. The participants, who were predominantly men (51.7%),
had a median age of 20 years (IQR: 9.3-45.0). The most frequent education level was primary education (48.2%)
and the main economic activities were being a student (28.7%), forest related (26.2%), none (21.7%), and house-
wives (16.8%). Significant differences (p <0.001) were observed between the two districts for trip in the last
month, frequency of never using mosquito nets, self-reported symptoms of muscle or joint pain and self-reported

malaria (Table 1).

Laboratory and questionnaire findings
All samples were negative for malaria in microscopy and gPCR. However, we found an overall seropositivity rate
of 2.5% for P. falciparum and 7.8% for P vivax (Table 1).

Regarding the rate of P vivax seropositivity, recent (4.7%) and historical (5.4%) groups of exposure showed a
small difference. Furthermore, significant associations (p <0.001) were found for variables such as sex, district,
age groups, and distance categories. In contrast, traveling (trip in the last month) and mosquito nets used were
not associated with the P vivax seropositivity rate (p=0.875 and p =0.409, respectively) (Table 2).

In the case of B falciparum, the seropositivity rate was low for recent and historical exposure (0.5% and 2.1%,
respectively). In the recent exposure group, none of the variables were associated with malaria seropositivity,
while in the historical exposure group, significant associations (p <0.001) were found for distance categories,
economic activity, district, age groups and self-reported malaria (Table 2).

Considering the sociodemographic characteristics subdivided by age group, it can be seen that in the youngest
group (0 to 20 years old), the number of positive malaria cases is considerably lower than in the general popula-
tion. Overall, most of the participants are students or have no reported economic activity (93.2%), with some
level of education (66.1%). In contrast to the group of adults {20 years and older), where the majority have the
economic activity of forest related (49.9%) and housewives (30.7%) and up to 95.9% associated with some level
of education (Supplementary Table 2).
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Sex

Male | | 1024 (50.5%) [ 1045 (53.0%) | 2069 (51.7%) |

Female | 000 [ 1005 (49.5%) | 926 (47.0%) | 1931 (48.3%) | 0107
Age groups

(0-10) S44(26.9%) 547 (27.8%) 1091 (27.4%)

(10-20) 453 (22.4%) 471(24.0%) 924 (23.2%)

(20-30) 206 (10.2%) 174 (8.9%) 380 (9.5%)

(30-40) 217 (11.2%) 208 (10.6%) 435 (10.9%)

(40-50) Sl Freyeren 181 (9.2%) 363 (9.1%) oo
(50-60) 172 (8.5%) 174 (8.9%) 346 (8.7%)

(60-70) 117 (5.8%) 103 (5.2%) 220{5.5%)

(70+} 122 (6.0%) 107 (5.4%) 229 (5.7%)

Education level

No schooling 382 (18.8%) 383 (19.4%) 765 {19.1%)

Primary schaol 971 (47.9%) 957 (48.6%) 1928 (48.2%) B
Secondary school Sl rrreE) 588 (29.8%) 1206 (30.2%) o
Higher education 56 (2.8%) 42 (2.1%) 98 (2.5%)

Economic activities

None 458 (22.6%) 410 (20.8%) 868 (21.7%)

Forest related 456 (22.5%) 591 (30.0%) 1047 (26.2%)

“Trader 87 (4.3%) 17 (0.9%) 104 (2.6%)

Housewife el FeiTe 294 (149%) 673 (16.8%) o0t
Student 542 (26.7%) 606 (30.8%) 1148 (28.7%)

Others 105 (5.2%) 52 (2.6%) 157 (3.9%)

‘Trip in the last month

No 1925 (949%) | 1684 (85.5%) 3609 (90.3%)

Yes 3996 [ 100(4.9%) 281 (14.3%) 381 (9.5%) <0.001
Don't know/no answer 4(0.2%) 4(0.2%) 8 (0.2%)

Usual places ta bathe

Bathroom inside the dwelling 392 (19.4%) 63 (3.2%) 455 (11.4%)

Bathroom outside the dwelling 278 (13.7%) 99 (5.0%) 377 (9.5%)

In the countryside/river 988 1327 (65.6%) 1710/(87.0%) 3037 (76.2%) oot
Other 26 (13%) 93 (4.7%) 119 (3.0%)

Place to sleep last night

Inside the dwelling 2018 (39.6%) 1961 (99.6%) 3979 (99 6%)

Outside the dwelling 3995 (8 (0.4%) 7 (0.4%) 15 (0.4%) =0.999
Don't know/don't answer 1(0.0%) 0(0.0%) 1(0.0%)

Mosquito net 3990 | 1995 (385%) 1960 (99.8%) 3955 (99.1%) <0.001
Frequency of Mosquito Net

Never 83 (4.1%) 18 (0.9%) 101 (2.5%)

Every day oss |120058%) [ 19420990%) 3883 (97.4%) ool
Sometimes 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0(0.0%)

Dont know/dont answer 2(0.1%) 2(0.1%) 4(0.1%)

Self-reported malaria

No 1352 (66.7%) 1466 (74.5%) 2818 (70.5%)

Yes 3995 | 652(32.2%) 498 (25.3%) 1150(28.8%) <0.001
Don't know/no answer 22(1.1%) 5 (0.3%) 27 (0.7%)
Symptoms or signs in the last month

Fever 3995 | 218(10.8%) 159 (8.1%) 377 (9.4%) 0.004
Headache 4000 | 210{10.3%) 206 (10.5%) 416 (10.4%) 0918
Muscle or joint pain 4000 | 110 {5.4%) 166 (8.4%) 276 (6.9%) <0.001
General malaise 4000 | 110(5.4%) 162 (8.2%) 272 (6.8%) <0.001
B falciparum exposure**
Negative |4 | 1954 (96.3%) { 1947 (98.8%) |3§m (97.5%) | o001
Pasitive | | 75 (3.7%) \ 24 (1.2%) |99 (2.5%) | .
E vivax expasure™
Continued
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Negative 1822 (B9.8%) | 1865 (94.6%) 3687 (92.2%)
000 <0.001

Positive | | 207 (10.2%) [ 106 (5.4%) | 313 (7.8%) |
Distance category to the regional hospital or health facilities
Proximate distance 685 (33.8%) 664 (33.7%) 1349 (33.7%)
Medium distance 366 (18.0%) 326 (16.5%) 692 (17.3%)

4000 0.285
Long distance 500 (24.6%) 531(26.9%) 1031 (25.8%)
Extreme distance 478 (23.6%) 450 (22.8%) 928 (23.2%)

Table 1. Characteristics of study subjects. Fisher’s Exact Test for count data is applied. Continuous data are
presented as median (interquartile range) and Mann-Whitney U test. *Some variables could not sum 4000
individuals due to missing data. **Overall Plasmodium species exposure was determined by the presence of a

serological marker of recent or historical exposure.

When analyzing the seropositivity rate by types of exposure (recent and historical) for both Plasmodium
spp. with the use of antimalarial drugs and whether the person would go to the health facility in case of malaria
infection, only a statistically significant association was observed between drug intake and recent P vivax sero-
positivity (x*=4.50, p=0.034) as outlined in Supplementary Table 3.

Similar patterns of malaria seropositivity were observed in households for both Pla. dium spp. in Indi-
ana and Belen. The houscholds located farthest from the RHL exhibited the highest levels of seroposit
rates (Fig. 2). When stratifying by age group and distance category, we found a rise in malaria seropos
ity rate as age increased and villages were situated farther away from their health facilities or the RHL. Fur-
thermore, Indiana exhibited lower levels of seropositivity for both types of exposure in the proximate and
medium distance categories compared to Belen villages (Fig. 3). We also compared the exposure to any type of
malaria (recent or historical) according to the distance level classifications in the villages. Higher exposure was
observed in long and extreme distance villages against those classified as proximate (DSCF,D,,* =16.29,p<0.001;
DSCF yreme distance = 18-86, p < 0.001) and medium distance (DSCF ;= 1048, p <0.001; DSCF cyreme distance = 12.53,

<0.001).
P In both Plasmodium spp., age groups were found associated with the trend of malaria seropositivity in the
segmented linear regression model. In the age group of 40-50 years, there was a significant decline in the sero-
positivity trend of B vivax (B1=0.043, Ul =— 0.015, p=0.003). Similarly, the trend of P falciparum showed
a downward inflection point in the age group of 50-60 years (f1=0.005, U1 = - 0.003, p=0.010) (Table 3).

In Belen, Santa Martha is the village with more individuals exposed to £ vivax in both recent and historical
exposure groups. On the other hand, no exposure has been registered in Mohena Cafio individuals for both
Plasmodiwm spp. (Fig. 4a). While in Indiana, high levels of seropositivity are observed in Recreo in both recent
and historical exposure to B vivax. Otherwise, San Pedro de Manati was the village with non exposed individuals
to both, P vivax and P. falciparum (Fig. 4b).

Spatial analysis

Spatial autocorrelation analysis was run on the seropositivity rate at recent P. falciparum exposure according to
the district. [n both districts, Belen and Indiana, 90.1% and 97.4% of households did not show significant patterns
of high or low malaria seropositivity rate clustered spatially (Fig. 5a and Supplementary Fig. 4).

In contrast, recent P vivax had a completely different result. In Belen, 47.2% of the households were identi-
fied as cold spots with a 99% confidence level. Particularly, all households, in 6 of 21 villages, were categorized
as cold spots located in the center of the district (Fig. 5b and Supplementary Fig. 4). Additionally, hotspots are
identified in 30.1% of the remaining households, most of which are found on the district’s edge and are farther
from the RHL. In Indiana, the proportions of hot and cold spots are lower. About 20% of the households are
categorized as hot spots and are located mainly behind the Amazon River, while about 37% of the remaining
households are associated with low or absence of P vivax exposure, being considered as cold spots (Fig. 5b and
Supplementary Fig. 4).

For historical exposure, similar results have been found. In Belen and Indiana, 47.6% and 41.9% of the
households were identified as hot spots, respectively. For P vivax, 26.5% of households were classified as hot
spots and 45.0% as cold spots. P. falciparum had similar outcomes, with 18.6% of households being categorized
as cold spots and 24.8% as hot spots (Fig. 5¢,d).

Discussion
This study makes a valuable contribution to the limited literature on malaria epidemiology in low-transmission
settings in the Amazon Region. By analyzing serological markers of P vivax and P. falciparum, the study con-
firmed minimal malaria transmission in the Belen and Indiana districts. However, in long and extreme distance
villages, higher seropositivity rate patterns were observed. Furthermore, a pattern of higher seropositivity with
increasing age was found for both recent and historical exposure. Additionally, a significant association was
identified between seropositivity for P vivax and behavioral malaria risk factors, such as engaging in forest
activities and bathing in rivers or countryside. Spatial analysis supported these findings, demonstrating that the
hot spots were situated in the most remote regions of both di
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Belen |19m(49.9%} |125 (67.2%) | . |1n9n (so.w1||39(54.1%} | . |2017(50.?%} |12(53.2%1 | n35?||964(5:u.1fat,] |55 (79.3%) \ om0l
Indiana |1m (50.1%) |51 (32.8%) ] . |1593 (50.0%) [?s (35.9%) | : |196¢ (49.3%) |7(35.s%) | ||954 (49.9%) |1?(207%) \ .
Sex
Male | 1922 (50.4%) | 147 (79.0%) | |1919 (50.7%) [ 150 (69.1%) | |znsa (51.7%) | 11 (57.9%) | |201s (51.5%) |5| (62.2%) ‘
Female |1s72 (49.6%) |39 (21.0%) | =oaot | 1864 (49.3%) | 67 (30.9%) | oo | 1923 (48.3%) |nuz.|%) | pest | 1900 (48.5%) |3| (37.8%) \ oss
Age groups
(0-10) 1090 (28.7%) | 1(0.5%) 1091 (28.9%) | 0 (0.0%) 1081 (27.2%) | 10 (35.6%) 1086 (27.8%) | 5 (6.1%)
(10-20) 920 (242%) | 4(2.2%) 916 (24.3%) | 8(3.7%) 922(23.2%) | 2 (1L.1%) 907 (23.2%) | 17 (20.7%)
(20-30) 367 (97%) | 13 (7.0%) 370 (9.8%) | 10 (4.6%) 378(95%) | 2(1L1%) 374(96%) | 6(7.3%)
(30-40) 408 (10.7%) | 27 (14.6%) 397 (10.5%) | 38 (17.5%) 434(109%) | 1(5.6%) 425(109%) | 10(122%)
(40-30) Tmeew |moesm | e [wam | P Gres 2o e FEY e T FEYTEr T B
(50-60) 305 (80%) | 41(22.2%) 308 (8.2%) | 38 (17.5%) 346 (87%) | 0(0.0%) 332(85%) | 14(17.1%)
(60-70) 197 (52%) | 23 (124%) 187 (5.0%) | 33 (15.2%) 220(55%) | 0(0.0%) 212(5.4%) | 8(9.8%)
(70+) 188 (49%) | 41(222%) 186 (49%) | 43 (19.8%) 228(57%) | 1(5.6%) 220(56%) | 91(11.0%)
Economic activities
Nane 856 (22.5%) | 12 (6.5%) 854 (22.6%) | 14 (6.5%) 861 (21.6%) | 7 (36.8%) 862 (22.0%) | 6(7.4%)
Forest related [ 910 (23.9%) | 137 (73.7%) 905 (23.9%) | 142 (65.4%) 1042 (26.2%) | 5 (26.3%) 1005 (25.7%) | 42 (51.9%)
Trader 100(27%) | 3(1.6%) 101(27%) | 3(1.4%) 103(26%) | 1(5.3%) 101 (26%) | 3(3.7%)

<0.001 <0.001 0.509 <0.001
Housewife | 648 (17.0%) | 25 (13.4%) 632 (16.7%) | 41(18.9%) 671(16.9%) | 2 (10.5%) 659 (16.8%) | 14(17.3%)
Student 1144 (30.0%) | 4(2.2%) 1140 (30.2%) | & (3.7%) 1144 (28.8%) | 4 (201%) 1133 (28.9%) [ 15 (18.5%)
Others 152(20%) | 5(27%) 148 (39%) |9 (4.0%) 157 (39%) | 0(0.0%) 156 (40%) | 1(1.2%)
Trip in the last month
No 3439 (90.2%) | 170 (91.4%) 3423 (90.5%) | 186 (85.7%) 3590 (90.2%) | 19 (100.0%) 3532(90.2%) | 77 (93.9%)
Yes 365 (9.6%) | 16 (3.6%) 075 1350 93%) [310143%) o0 |81 06%)  [0(00%) 0260 [ 378 0% [5161%) 0463
Iﬂ’:xm‘” 8(0.2%) 0(0.0%) 8(0.2%) 0(0.0%) 8(0.2%) 0(0.0%) 8(0.2%) 010.0%)
Usual places to bathe
Bathroom
insidethe | 446 (11.7%) | 9 (4.8%) 438 (116%) | 17 (7.8%) 455 (115%) | 0(0.0%) M7 (114%) | 8(9.8%)
dwelling
Bathroom
outsidethe | 368 (9.7%) | 9 (4.8%) 360 (9.5%) |17 (7.8%) 377(95%) | 0(0.0%) 370 (9.5%) | 7(8.5%)
dwelling <0.001 0017 0.130 0972
In the
countryside/ | 2872 (75.5%) | 165 (88.7%) 2655 (75.7%) | 182 (83.9%) 3019 (76.1%) | 18 (94.7%) 2972 (76.1%) | 65 (79.3%)
river
Other 16 (3.0%) | 3(1.6%) 18 (3.0%) | 1(0.5%) 18 (30%) | 1(5.3%) 107 (30%) | 2(24%)
Mosquito Net | 3769 (99.1%) | 186 (100.0%) | 0.409 [ 3739 (99.1%) | 216 (995%) | >0999 | 3936 (99.1%) | 19 (100.0%) | »0.999 | 3875 (99.2%) | 80 (97.6%) 0.161
Symptoms or signs in the last month
Fever 347 (91%) | 30 (16.1%) 0.003 [ 349 (9.2%) | 28 (12.9%) 0.093 [ 375 (9.4%) | 2(105%) 0.699 | 364 (93%) | 13 (159%) 0.054
Headache | 380 (10.0%) |36 (19.4%) | <0.001 |380(10.0%) |36(16.6%) 0.004 | 415 (104%) | 1(5.3%) 0713 | 399 (102%) | 17 (20.7%) 0.005
I‘::‘f;:; 251 (66%) | 25(134%) | <0001 [252(67%) | 24(11.1%) 0018 | 276 (69%) | 0 (0.0%) 0637 | 267 (68%) | 9(11.0%) 018
a:l“::: 247 (65%) | 25(134%) | <0001 249 (6.6%) | 23(106%) 0036 | 272 (68%) | 0(0.0%) 0636 | 266 (6.8%) | 6(7.3%) 0823
Self-reported malaria
No 2786 (73.1%) | 32 (17.2%) 2786 (73.7%) | 32 (14.7%) 2805 (70.5%) | 13 (68.4%) 2793 (71.4%) | 25 (30.5%)
Yes 1000 (26.3%) [150 (s0.%) | o oo [oss (256%) [1s2is3om) | oo (1144 (28.8%) [6 3Le%) T T
Iﬂ’;:‘;:‘:ﬂ’ 23(0.6%) | 422%) 24(06%) | 3(14%) 270.7%) | 0(00%) 26(0.7%) | 1(12%)
Distance category to the regional hospital or health facilities
Eﬁ’c’:" 1343 (35.2%) | 6(3.2%) 1335 (35.3%) | 14 (6.5%) 1345 (33.8%) | 4(20.1%) 1338 (34.2%) | 11(13.4%)
T:‘.;L"éi‘ 685 (18.0%) |7 (3.8%) 683 (18.1%) | 9(4.1%) 688 (17.3%) | 4(21.1%) 683(174%) | 9(11.0%)

<0001 <0.001 0.605 <0.001
fﬁi“' 957 (25.1%) | 74 (39.8%) 940 (24.8%) | 91 (41.9%) 1026 (25.8%) | 5 (26.3%) 1004 (25.6%) | 27 (32.9%)
Ed’;:’c’: 829 21.7%) | 99(53.2%) 825 (21.8%) | 103 (47.5%) 922(23.2%) | 6(31.6%) 893 (22.8%) |35 (42.7%)
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Table 2. Characteristics of study subjects by Plasmodium species and types of exposure. Fisher’s Exact Test for
count data is applied. Continuous data are presented as median (interquartile range) and Mann-Whitney U
test. *Some variables could not sum 4000 individuals due to missing data.
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Figure 2. Malaria seropositivity rate by households. Ratio of seropositivity in households for (a) recent
exposure and (b) historical exposure across Belen and Indiana districts represented as dashed lines. Points

are households and range in color according to seropositivity ratio, with those in red being households with
100% of their members with historical or recent exposure. The Maps were generated with R software v4.1.2 (R
Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Austria. http://www.R-project.org/).

In other Loreto areas, research on Pl dium spp. itivity using serological exp markers (SEM)
has been done. In a cross-sectional study carried out in 2018 high seropositivity rate for P, vivax in Iquitos and
Mazan was found (38.2% and 56.5%, respectively) . However, SEM use is suggested for regions with low malaria
transmission, since it is probably less efficient in regions with high transmission**. Despite yielding zero posi-
tive cases through conventional microscopy and gPCR, we were able to ascertain levels of seropositivity. This
enabled us to investigate transmission, underscoring the utility of SEM as a useful tool for malaria surveillance
in regions characterized by very low transmission rates, particularly in settings where traditional methods such
as microscopy, rapid dla;nosuc tests, or gPCR may lack the sensitivity required to detect low-level infections
or asymptomatic cases™*"

In this study, the villages located in long and extreme distance from their health facilities or the RHL reported
higher levels of malaria seropositivity rate than those located in the proximate distance category. Timely access
to health facilities for malaria diagnosis and t ins an obstacle for people living in remote areas. In
2016, both northern and southern Amazonia were described as having limited accessibility to health services’.
Exclusively river-based transportation, boat availability, lengthy trip periods, and transportation-related expen-
ditures were some of the obstacles to reaching the most remote study villages. Failure to cover these factors could
lead to fragile sustainability of health programs during the malaria elimination phase®.

Hot spots of malaria cases are areas where the prevalence of malaria is particularly high*". The spatial analysis
conducted in this study supported the seropositivity rate pattern observed for both Plasmodium species in the
Belen and Indiana districts. When stratified by exposure, it was observed that, in both recent and historical
exposure, hot spots were located in the most remote areas of the districts. These areas are prone to factors that

the breeding of Anopheles spp. qui and conditions that increase the risk of infection. Specifi-
cally, malaria hotspats in the study villages may arise due to local variables such as poverty, limited healthcare
access, inadequate health infrastructure, travel to high-risk regions, and other preventive measures.

Our study revealed distinct inflection points in age-related seropositivity for P. vivax and P. falciparum at
ages 40-50 and 50-60, respectively. In the context of recurrent exposure to the malaria parasite among older
individuals, acquired immunity may play a crucial role in diminishing seroprevalence, potentially leading to
a reduction in symptom severity and a decrease in seropositivity for malaria-specific antibodies*. Moreover,
behavioral and environmental changes in older age groups, such as increased indoor activity and mosquito
bed net usage, contributed to reduced exposure to malaria vectors, leading to a decline in seroprevalence. The
fluctuations observed within the 40-50 age group can be attributed to a complex interplay of factors, including
acquired immunity, changes in exposure, waning immunity, age-related variations in immune responses, and
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Figure 3. Seropositivity according to time of exposure to malaria by district and distance category of the
villages to the Regional Hospital of Loreto (RHL) or their health facilities on a Sampling Basis. Line plot of
seropositivity for both types of exposure in the different age groups and categories of distance: proximate,
medium, long and extreme distance. The line plots were generated with R software v.4.1.2 (R Development Core
Team, R Foundation for Statistical Computing, Austria. http://www.R-project.org/).

P vivax
Intercept ~006 |0023 [-2.628 [0.058

Agegroups | 0043 | 0007 |6318 |0.003 |40-50 0.946
U1 ~0015 0017 |-0.882

P falciparum

Intercept 0008 [0004 [2328 [008

Agegroups | 0005 0001 [457 |001 |50-60 0.899
U1 -0003 0003 |-1.206

Table 3. Segmented linear regression model of malaria seropositivity rate by Plasmodium species according
to age group. U1 shows the change in slope after breakpoint, 40-50 and 50-60 age groups for P. vivax and P.
falciparum, respectively.

demographic and environmental factors. Given the descriptive purpose of the study, a multivariate analysis is
needed to uncover the precise causes of age trends.

The COVID-19 pandemic caused disruptions in the delivery of health services, including malaria prevention
and treatment interventions. In Peru, there have been delays in the distribution of insecticide-treated bed nets
and interruptions in the supply chain of antimalarial drugs, leading to an increase in malaria-related morbidity
and mortality””. In the year of study (2021), reported cases were lower than in 2019. This may have been possible
due to movement restrictions during the pandemic'. However, these restrictions may also have affected access
to care, reducing cases reported from health facilities. The study showed that historical exposure frequencies
were slightly different from recent exposure, indicating that cases remained stable despite the pandemic in very
low transmission areas.

The limitations of this study are related to recall bias, due to the fact that some variables are self-reported.
To overcome this bias, the time window of the questions was reduced to one month. Additionally, P. vivax
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Figure 4. Malaria seropositivity rate by type of exposure and Plasmodium species. Bar plot showing malaria
serology results according to Plasmodium species (P. falciparum or P. vivax) and time of exposure (recent or
historical) in each village for (a) Belen and (b) Indiana. Villages are ordered according to the distance to their
health facility or the Regional Hospital of Loreto (RHL). The bar plots were generated with R software v.4.1.2 (R
Development Core Team, R Foundation for Statistical Computing, Austria. http://www.R-project.org/).

antigens associated specifically with markers of relapse infection had not yet been identified, limiting the ability
to differentiate recent P. vivax exposure as novel or relapse infection. Furthermore, not accounting for malaria
recrudescent cases in the study may und imate the ongoing tr ission risk, as these cases can contribute
to the persistence of the disease in the population. Finally, results from spatial analysis of historical exposure
are less definitive. As we define historical exposure as any exposure within the past 20 years, mapping becomes
difficult as we cannot tease apart whether exposed individuals are likely to have been exposed within the village
they now live, or somewhere else.

In conclusion, the seropositivity rate of P. vivax and P. falciparum found in Belen and Indiana was consistent
with what was expected for areas of very low transmission. In addition, the higher concentration of malaria expo-
sure found in the most remote villages in each district can have important consequences for elimination efforts.
These include challenges in accessing and treating affected individuals due to limited resources and infrastructure,
and impeding distribution of mosquito nets, indoor residual spraying, and antimalarial medication. Additionally,
there is a risk of reintroduction of the disease from neighboring areas with higher transmission rates, even after
successful elimination in the region. Thus, ensuring the establishment of effective malaria surveillance and the
implementation of malaria control strategies in remote villages can play a crucial role in advancing the efforts
towards malaria elimination.

Scientific Reports |

(2024) 14:2806 | https://doi.org/10.1038/s41598-024-52239-5 nature portfolio

11



www.nature.com/scientificreports/

a b
34°S 34°8
3.6°S 36°S
38°s 38°s
4.0°S 4.0°S
Local Indicator of
Spatial Association
* Cold spot: 99% confidence
42°s 42°8
* Cold spot: 95% confidence
73.4°W 732°W 73.0°W 728'W 734°W 73.2°W 73.0°W 728°W -
" d « Cold spot: 90% confidence
* Not significant
3.4°S 34°8 Hot spot: 90% confidence
* Hot spot: 95% confidence
* Hot spot: 99% confidence
3.6°S 36°S
38°S 38°S
40°s 40°S
42°S 42°S
734°W 73.2°W 73.0°W 72.8°W 73.4°W 73.2°W 73.0°W 728°W
Figure 5. Spatial analysis by type of exposure and Plasmodium species. Map showing the locations of
households based on the results of the spatial analysis that identifies hot spots and cold spots (with different
confidence intervals) for (a) Recent P. falciparum, (b) Recent P, vivax, (c) Historical P, falciparum and (d)
Historical P. vivax. The Maps were generated with R software v.4.1.2 (R Development Core Team, R Foundation
for Statistical Computing, Austria. http://www.R-project.org/).
Data availability
The datasets used in this study to create the maps and perform the spatial analysis will not be available due to
ethics considerations. The seropositivity dataset will be available at https://github.com/healthinnovation/ffi_
malaria_seroepidemiology.
Code availability
Codes to generate tables and figures can be accessed at https://github.com/healthinnovation/ffi_malaria_seroe
pidemiology.
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II. DISCUSION

El presente estudio proporciona evidencia relevante sobre la exposicion reciente a
la malaria en entornos amazonicos con muy baja transmision, especificamente en
los distritos de Indiana y Belén, en Loreto, Pert. Utilizando marcadores
serologicos y técnicas espaciales, se logrd caracterizar los patrones de exposicion
reciente a P. falciparum y P. vivax, identificando puntos calientes o hotspots
claramente delimitados. Estos resultados permiten comprender mejor las
dindmicas locales que podrian impedir o retrasar la eliminacion definitiva de la
malaria en estas zonas. Si bien también se analizaron marcadores de exposicion
historica, estos resultados poseen implicancias practicas mas limitadas, dado que
tales exposiciones pudieron haber ocurrido previamente en otros lugares o
periodos de tiempo, generando incertidumbre sobre su relevancia espacial y
temporal. El analisis demostro de forma consistente que, aunque la transmision
generalizada se ha reducido considerablemente gracias a esfuerzos nacionales, la
exposicion al parasito persiste en focos especificos, particularmente aquellos més
alejados de la capital del departamento, revelando una heterogeneidad espacial

significativa.

Las variaciones en la seropositividad entre los diferentes grupos de edad indican
patrones cambiantes de exposicion, posiblemente debido a diferencias en la
inmunidad, comportamiento o riesgos ocupacionales (1-3). La relacion entre la
distancia a los establecimientos de salud y la mayor exposicion resalta el papel de

la accesibilidad en el control de la malaria, ya que las comunidades mas alejadas
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son susceptibles a mayores eventos de exposicion, lo que destaca la necesidad de

intervenciones especificas en estas zonas (4,5).

Hotspots de exposicion reciente

La identificacion de hotspots de exposicidon reciente representa uno de los
principales aportes de este estudio y constituye un insumo critico para la
planificacion operativa de intervenciones antimaldricas en contextos de
transmision baja. A diferencia de los marcadores de exposicion histdrica, los
marcadores serologicos utilizados para detectar exposicion reciente capturan
infecciones ocurridas durante los ultimos 6 a 12 meses (6). Este aspecto es
especialmente relevante en contextos como el de Loreto, donde los registros
clinicos y parasitologicos subestiman la circulacion del parésito debido al alto

numero de infecciones subclinicas o asintomaticas (7).

Nuestros hallazgos mostraron tasas elevadas de seropositividad reciente,
particularmente para P. vivax, superiores al 20% en comunidades especificas,
especialmente en aquellas ubicadas mas lejos de los centros de salud principales.
Estas observaciones resaltan la necesidad urgente de mantener y posiblemente
intensificar las intervenciones dirigidas en estas zonas especificas, incluso si estan
clasificadas como de baja transmision segun criterios clinicos o parasitoldgicos
tradicionales. Estas clasificaciones no suelen capturar infecciones subclinicas o de
baja parasitemia, lo cual enfatiza la importancia de los hallazgos seroldgicos

recientes para una vigilancia epidemiologica mas sensible y precisa (8,9).
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Estas areas, identificadas como hotspots mediante técnicas de estadistica espacial
local (Getis-Ord Gi*), concentran individuos recientemente expuestos y por tanto
deben considerarse como puntos prioritarios para intervenciones de control,
vigilancia intensificada y diagndstico temprano. Ademas, el caracter focal de estos
hotspots recientes sugiere que la transmision residual en contextos de baja
endemicidad no es homogénea, sino que se agrupa en territorios especificos y

frecuentemente invisibilizados por sistemas de vigilancia tradicionales (10,11).

Resultados derivados del modelo multinivel

Los modelos multinivel de regresion de Poisson ajustados en este estudio aportan
evidencia adicional sobre factores individuales y estructurales asociados
especificamente a la exposicion reciente. Las distancias lejanas y extremas a
centros de salud emergieron como factores significativos para exposicion reciente
a P. vivax, fortaleciendo la interpretacion espacial obtenida mediante hotspots y
confirmando que ciertos grupos poblacionales y comunidades especificas se
encuentran bajo un riesgo diferencial significativo. En contraste, la exposicion
reciente a P. falciparum mostrd resultados menos concluyentes, con ninguna
asociacion estadistica clara probablemente debido al bajo niimero de casos
positivos, sugiriendo una distribucidon mas homogénea y menos focalizada del

riesgo en esta especie particular.

Significado clinico de la regresion lineal segmentada

El andlisis de la regresion lineal segmentada aporta un valor clinico y

epidemioldgico adicional al identificar puntos de quiebre en la relacion entre edad

17


https://www.zotero.org/google-docs/?gdRLOr

y seropositividad, lo cual refleja transiciones bioldgicas y conductuales u
ocupacionales en la exposicion a malaria. En el caso de P. vivax, la reduccion en
la seropositividad observada entre los 40 y 50 afios puede interpretarse como el
resultado combinado de varios procesos. Por un lado, la consolidacion de la
inmunidad adquirida tras afios de exposicion repetida, que disminuye la
probabilidad de nuevas infecciones detectables (12,13), y por otro, posibles
cambios en los patrones ocupacionales y sociales de este grupo etario (14), quienes
podrian participar con menor frecuencia en actividades de mayor riesgo (viajes
prolongados para actividades relacionadas con el bosque), en comparacién con
adultos mas jovenes, aunque mantengan ocupaciones agricolas con riesgo
intermitente. Para P. falciparum, el cambio identificado hacia los 50 y 60 afios
podria reflejar tanto una declinacion progresiva de la inmunidad protectora con la
edad, como la persistencia de exposiciones ocupacionales en subgrupos de adultos
que contindlan desempefiando actividades en areas de transmision residual (15).
Adicionalmente, estos hallazgos sugieren que los puntos de inflexion por edad no
deben interpretarse inicamente como eventos inmunoldgicos, sino también como
el reflejo de variaciones en los patrones de riesgo vinculados a ocupacion,
movilidad y roles comunitarios (16-18). En consecuencia, la regresion
segmentada no solo identifica transiciones estadisticas, sino que también orienta
la focalizacion de intervenciones diferenciadas. Por ejemplo, prevencion y
deteccion temprana en grupos jovenes, consolidacion de medidas de proteccion en
adultos en edad productiva y estrategias especificas de vigilancia en adultos

mayores, en quienes la inmunidad puede disminuir y el riesgo clinico aumentar.

18


https://www.zotero.org/google-docs/?Ib6jyw
https://www.zotero.org/google-docs/?2aagCL
https://www.zotero.org/google-docs/?0ay5tw
https://www.zotero.org/google-docs/?sfi06S

Contexto sociodemografico de los hallazgos

Las diferencias sociodemograficas y geograficas entre Indiana y Belén pueden
haber influenciado los patrones de exposicion observados en el estudio. Indiana es
un distrito caracterizado por ser rural (62% de la poblacién) con menor nivel
educativo y comunidades de dificil acceso, generalmente por via fluvial. En
contraste, Belén, cuenta con una mayor cantidad de poblacion ubicada en zonas
urbanas (87.6%), mejor escolaridad promedio y conexidn cercana a Iquitos por
carretera o rio (19). Consecuentemente, la poblacion de la zona urbana central de
Belén tuvo una exposicion baja a malaria, mientras que la transmision residual se
concentr6 en comunidades periféricas y rurales de ambos distritos.
Aproximadamente el 50% de los hogares muestreados en Belén se identificaron
como coldspots o puntos frios y se ubicaron en la zona céntrica, mientras que los
hotspots de exposicion reciente se localizaron hacia los bordes mas alejados del
distrito. En Indiana, al ser més rural y disperso, una proporcién menor de hogares
estuvo libre de la exposicion (37% de hogares clasificados como coldspots) y se
detectaron hotspots en las areas mas aisladas tras el rio Amazonas.

Por otro lado, las diferencias entre los patrones espaciales de P. falciparum 'y P.
vivax sugieren la influencia de factores no medidos. La exposicion serologica a P.
falciparum resultd mucho mas reducida que la de P. vivax (2.5% vs 7.8%). En
nuestros andlisis, factores como el cuartil de distancia y actividades forestales
explicaron menos la variabilidad de P. falciparum. Esto indica que la movilidad
poblacional podria estar desempefiando un papel importante en la transmision
local de P. falciparum. Estudios en Loreto han sefialado que mas del 85% de los

casos de malaria en Pert ocurren alli y que la movilidad interna, principalmente
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por motivos ocupacionales, es responsable de mantener la endemicidad y
reintroducir parasitos en areas receptivas (16). Por ejemplo, se ha encontrado que
ser varon, trabajar al aire libre y viajar a campamentos rurales por trabajo se asocia
con mayor probabilidad de infeccién por malaria en individuos moviles (16). Un
estudio de modelamiento estim6 que eliminar las actividades laborales fuera de la
comunidad reduciria en alrededor de 22 puntos porcentuales la seroprevalencia de
malaria reciente, y destaco que los hombres adultos que trabajan temporalmente
lejos de sus comunidades rurales aportan desproporcionadamente a la transmision
residual (15). En conjunto, estos hallazgos sugieren que algunos hotspots de
exposicion a malaria reciente identificados podrian deberse a infecciones

importadas o movilizacion de personas hacia zonas endémicas.

Relevancia para el contexto de la malaria en el Peru

Durante las ultimas décadas, el Peru ha venido realizando acciones importantes en
la lucha contra la malaria, obteniendo reducciones significativas en su incidencia
general, especialmente en la Amazonia, donde se concentra la mayoria de casos
reportados a nivel nacional, teniendo como epicentro de la enfermedad al
departamento de Loreto (20). A pesar del éxito de programas como PAMAFRO
(Control de la malaria en zonas fronterizas de la region Andina), implementado
entre 2006 y 2010, y posteriormente el Plan Malaria Cero (2017-2021), los
resultados evidenciaron que al interrumpirse estas acciones, el numero de casos
vuelve a incrementar (21,22). Esta fragilidad en los logros obtenidos subraya la
importancia de estrategias sostenibles ajustadas a contextos locales especificos.

Por lo tanto, es crucial considerar métodos de vigilancia alternativos que puedan
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descubrir patrones de transmision que los sistemas de vigilancia epidemioldgica

tradicionales no logran identificar.

En particular, la medicion de la exposicion a la malaria mediante pruebas
serologicas presenta ventajas significativas en contextos de baja transmision, dado
que las técnicas convencionales de deteccion parasitaria suelen identificar solo un
nimero reducido de individuos con infecciones activas debido a las bajas
densidades parasitarias caracteristicas de estas areas. Las pruebas serologicas, en
cambio, permiten detectar individuos expuestos al parasito en periodos del pasado
(9), ofreciendo asi una vision integral del historial de exposicion. En este contexto,
nuestros hallazgos, que evidencian una seroprevalencia reciente superior al 20%
en determinadas comunidades, se alinean con estudios previos realizados en el
ambito local (23) y resaltan la importancia de implementar estrategias oportunas

de tamizaje y diagndstico temprano, incluso en contextos de baja transmision.

Implicancia de los hallazgos en politicas publicas de salud en Peru

En ese contexto, los resultados de este estudio aportan evidencia relevante para la
revision y el fortalecimiento del Plan Nacional hacia la Eliminacion de la Malaria
en el Peru 2022-2030, aprobado por el Ministerio de Salud (MINSA). Dicho plan
establece como objetivos la reduccion en un 90% de los casos para el afio 2030
(24). Las tasas de seropositividad observadas en este analisis, alin en un escenario
de transmision globalmente baja, destacan la necesidad de mantener una vigilancia
epidemioldgica continua incluso en regiones clasificadas como de menor riesgo

de transmision (25-27). Esta vigilancia sostenida es importante para la deteccion

21


https://www.zotero.org/google-docs/?npaD6L
https://www.zotero.org/google-docs/?ePtYIL
https://www.zotero.org/google-docs/?813SSE
https://www.zotero.org/google-docs/?CIk8gX

oportuna de zonas emergentes o focos residuales que podrian comprometer el
logro de las metas nacionales de eliminacion. Precisamente, en este estudio se
evidencid que las comunidades mas alejadas de la capital presentaron tasas mas
altas de seropositividad frente a ambas especies de Plasmodium y en ambos tipos
de exposicion (reciente e historica), lo cual subraya la necesidad de ajustar las
estrategias de eliminacidn vigentes para garantizar la efectividad del plan nacional

de eliminacion.

Ademas, este estudio resalta el papel determinante de la accesibilidad a los
servicios de salud en la exposicion a la malaria. Las regiones amazodnicas,
caracterizadas por grandes distancias de viaje, aislamiento geografico y limitadas
opciones de transporte (28), presentan desafios estructurales que afectan la
capacidad de respuesta ante la enfermedad. Las comunidades mdas remotas
evidenciaron mayores niveles de exposicion, lo que enfatiza la necesidad de
priorizar la accesibilidad como componente clave en las politicas publicas. En
consecuencia, los responsables de la formulacion de politicas y los tomadores de
decisiones pueden utilizar estos hallazgos para ajustar las estrategias de
eliminacion de la malaria mediante enfoques mas focalizados y contextualmente
pertinentes. Por ejemplo, las areas identificadas como hotspots pueden requerir
intervenciones intensificadas, tales como un incremento en la frecuencia de
medidas de control vectorial, el fortalecimiento de la infraestructura sanitaria local
y la implementacidon de programas comunitarios que promuevan activamente la

busqueda oportuna de atencion médica (29-31).
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La identificacion de puntos criticos de seropositividad, asi como de
subpoblaciones vulnerables en zonas de baja transmision, permite optimizar la
asignacion de recursos y focalizar las intervenciones a las dreas mas afectadas
(31,32). En este tipo de contextos, los casos tienden a concentrarse
geograficamente, lo que resalta la importancia de traducir estos hallazgos en
estrategias que fortalezcan el sistema de vigilancia epidemiologica. Tal sistema
debe evolucionar hacia una herramienta operativa esencial, capaz de identificar
agrupamientos de casos, caracterizarlos adecuadamente y permitir la eliminacion

focalizada de las infecciones (33,34).

Adicionalmente, la expansion de la infraestructura sanitaria en zonas remotas, ya
sea mediante la construccion de nuevas instalaciones o el fortalecimiento de la
capacidad operativa de las ya existentes, puede reducir significativamente el
tiempo y la distancia requeridos para acceder a servicios médicos (35-37). Este
factor es fundamental para garantizar diagnosticos y tratamientos oportunos, los
cuales son determinantes clave en la interrupcion de la cadena de transmision de

la malaria (38,39).

De la misma forma, la participacion activa de las comunidades en las iniciativas
de control y eliminacion de la malaria, a través de actividades de educacion,
vigilancia participativa y prevencion puede contribuir sustancialmente a mejorar
los resultados en salud (40—42). En este contexto, los agentes comunitarios de
salud (ACS) desempefian un papel estratégico, al facilitar el acceso a la atencion

médica y actuar como difusores de informacion clave en sus respectivas
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comunidades. Diversas experiencias han mostrado que la incorporacion efectiva
de ACS en programas antimaldricos fortalece la deteccion temprana de casos
febriles, mejora el acceso oportuno a tratamientos, incrementa la adherencia a
intervenciones preventivas y favorece la vigilancia epidemiologica comunitaria,

aspectos importantes para avanzar hacia la eliminacion de la enfermedad (43—45).

Finalmente, la integracion de las acciones de vigilancia y tratamiento de la malaria
con otros servicios de salud podria permitir una utilizaciéon mas eficiente de los
recursos disponibles, ademas de potenciar los beneficios en términos de salud
publica. Por ejemplo, las actividades de tamizaje para malaria podrian articularse
con chequeos médicos rutinarios u otros programas de control de enfermedades,

promoviendo asi un enfoque integral y sinérgico en la atencion primaria.

Uso de métodos espaciales y muestreo estratificado

Desde una perspectiva metodoldgica, este estudio aportd significativamente al
utilizar un disefio de muestreo estratificado que integré factores espaciales y
sociodemograficos. El empleo de herramientas propias de la epidemiologia
espacial fue fundamental para describir con precision la distribucion de la
exposicion a la malaria, asi como para identificar agrupaciones locales de alta y
baja seropositividad. La epidemiologia espacial facilita la visualizacion y el
andlisis de patrones geograficos complejos, revelando informacion clave que
podria pasar inadvertida al utilizar Unicamente métodos epidemiologicos

tradicionales (46—48).
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Especificamente, la aplicacion del analisis espacial mediante la estadistica Getis-
Ord Gi* permitio identificar patrones locales de transmision (49,50), lo cual
facilita el disefio de intervenciones dirigidas. Esta técnica presenta diversas
ventajas, destacando la precision con la que se detectan areas especificas de alto
(hotspots) y bajo riesgo (coldspots). Esto permite que las autoridades sanitarias
dirijan sus esfuerzos y recursos hacia aquellas zonas en las que las intervenciones
son mas necesarias, asegurando asi un uso mas eficiente y focalizado de los
recursos disponibles. Comparada con otras técnicas de autocorrelacion espacial
local, como el indice de Moran [/ local, el estadistico Getis-Ord Gi* tiene la
particularidad de identificar especificamente conglomerados espaciales con
valores significativamente altos o bajos, proporcionando informacion detallada
acerca de los patrones locales en diferentes escalas geograficas. Otra ventaja
adicional del Getis-Ord Gi* es su flexibilidad estadistica, ya que no requiere
estrictamente que los datos cumplan con supuestos de normalidad debido al uso
de una distribucion de referencia generada por permutaciones aleatorias (51).
Asimismo, esta metodologia destaca por su facilidad interpretativa, ya que
presenta directamente valores Z acompaiados de niveles claros de significancia
estadistica (p-valor), permitiendo una identificacion rapida y precisa de patrones

espaciales no aleatorios (52).

La epidemiologia espacial también contribuye significativamente revelando
patrones influenciados por factores ambientales, comportamientos humanos o la
ecologia del vector (53-55). Dicho entendimiento resulta crucial para disefiar

estrategias efectivas de control y evaluar la eficacia de las intervenciones a lo largo
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del tiempo. Por ejemplo, la identificacion precisa de hotspots con alta exposicion
a la malaria permite dirigir recursos y acciones sanitarias hacia estas zonas
prioritarias. Ademas, el conocimiento detallado sobre la distribucion espacial
puede facilitar la evaluacion del riesgo de resurgimiento de la enfermedad y
favorecer una planificacion adecuada para respuestas rdpidas en dreas

potencialmente vulnerables en el futuro (56,57).

Por otro lado, el muestreo estratificado constituy6 otro aspecto clave del disefio
metodologico de este estudio. Al considerar la distancia geografica respecto al
Hospital Regional de Loreto, esta estrategia asegurd una representacion adecuada
de la poblacion en diferentes niveles de accesibilidad a servicios de salud,
permitiendo capturar con precision variaciones en la exposicion a la malaria
asociadas con factores geograficos y sociodemograficos. La division en cuartiles
segun distancia permitid extraer conclusiones especificas sobre la relacion entre
accesibilidad sanitaria y exposicion a la enfermedad. El muestreo estratificado
garantizO asi una representacion equilibrada de diferentes subgrupos
poblacionales, contribuyendo a obtener resultados mas generalizables y robustos

(58,59).

La integracion de la epidemiologia espacial y el muestreo estratificado permitid
aumentar la calidad y fiabilidad de los datos recopilados, generando conclusiones
mas solidas y recomendaciones mejor fundamentadas (46,60). Ademads, esta
combinacion metodoldgica facilita el desarrollo de intervenciones especificas que

responden directamente a las necesidades particulares de diversas subpoblaciones,
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proporcionando a los tomadores de decisiones informacion precisa y accionable
para formular e implementar estrategias eficaces orientadas al control y eventual

eliminacion de la malaria.

Desafios para el control de la malaria

Uno de los principales desafios identificados en este estudio radica en la elevada
seroprevalencia de malaria en entornos caracterizados por una baja transmision, lo
cual constituye una barrera significativa para alcanzar los objetivos de eliminacion
de esta enfermedad. Este fenomeno plantea interrogantes importantes que
requieren una investigacion mas profunda, tales como determinar si una alta
seroprevalencia en contextos de transmision baja es un patréon comun en otras
regiones donde también se implementan programas orientados hacia la
eliminacion de la malaria. En este sentido, el presente estudio proporciona una
aproximacion inicial al describir e identificar las caracteristicas especificas de
estas poblaciones, aportando conocimientos que constituyen una base para el

planteamiento de nuevas hipdtesis y futuras lineas de investigacion.

Un desafio adicional lo representan los individuos portadores asintomaticos,
quienes pueden desempefiar un papel clave en el mantenimiento de altos niveles
de seroprevalencia, dado que generalmente no buscan tratamiento y contintian
participando de manera silenciosa en la transmision del parésito (61,62). Este
problema se ve agravado por la limitada disponibilidad de recursos econdmicos y
logisticos, situacion especialmente critica en paises de bajos y medianos ingresos,

lo cual compromete la sostenibilidad de los programas nacionales para la
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eliminacion de la malaria. Ademas, las barreras geograficas imponen importantes
desafios logisticos para la provision adecuada de servicios sanitarios, la ejecucion
de actividades de vigilancia epidemioldgica y la implementacion efectiva de

medidas de control.

Por otro lado, la alta movilidad humana propia de las comunidades amazdnicas
constituye otro riesgo relevante identificado. La frecuencia con la que estas
poblaciones se desplazan hacia areas con transmision moderada o alta podria
favorecer la reintroduccion periddica del parésito en zonas de transmision baja,

dificultando asi los esfuerzos de eliminacion definitiva (63).

Limitaciones del Estudio

Las limitaciones principales del estudio se relacionan inicialmente con un
potencial sesgo de memoria, dado que algunas variables recogidas provienen
directamente de reportes proporcionados por los propios participantes. Este sesgo
pudo haberse amplificado especialmente en comunidades amazonicas peruanas,
donde el acceso oportuno a diagndsticos confirmatorios y la percepcion local sobre
sintomas especificos pueden variar. Para mitigar parcialmente este problema, el

cuestionario limit6 la indagacion a eventos ocurridos unicamente en el tiltimo mes.

Por otra parte, atin no se han identificado antigenos especificos del parasito P.
vivax asociados claramente a infecciones recurrentes (recaidas). Esta situacion
limita la capacidad del estudio para distinguir si una infeccion reciente corresponde

auna exposicion inicial o es una reactivacion latente, aspecto especialmente critico
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en la Amazonia peruana, donde las recaidas por P. vivax son frecuentes y pueden
confundirse facilmente con nuevas exposiciones al vector. Para abordar esta
limitacion en futuros estudios, seria clave desarrollar investigaciones centradas en
la identificacion y validacion de marcadores seroldgicos especificos de recaidas
por P. vivax, particularmente en la Amazonia peruana. Esto podria realizarse
mediante estudios longitudinales con cohortes bien definidas, en las cuales se
realice un seguimiento de individuos infectados con este Plasmodium, analizando
patrones inmunologicos y antigénicos que permitan diferenciar claramente una

infeccidon nueva de una recaida.

Una limitacién metodologica se relaciona con el cuestionario empleado para la
recoleccion de datos. Si bien fue traducido, adaptado y piloteado en campo antes
de su aplicacion definitiva, no se realizé una validacion formal mediante pruebas
de concordancia, confiabilidad interna o analisis psicométricos estructurados. Esta
omision es especialmente relevante para variables sujetas a interpretacion
subjetiva o conocimiento previo del encuestado, como el autorreporte de episodios
febriles o el uso habitual de mosquiteros, lo que podria haber introducido cierto
grado de sesgo en los modelos. Para futuros estudios se recomienda la
implementacion de evaluaciones formales como pruebas piloto con mediciones
repetidas, analisis de alfa de Cronbach o pruebas de validez de contenido y

consistencia interobservador.

Desde el punto de vista estadistico, otra limitacion importante fue la baja

frecuencia de exposicion reciente a malaria, particularmente a P. falciparum, lo
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cual limito la deteccion de asociaciones con covariables poco frecuentes. Aunque
el tamafio muestral total fue amplio, la escasez de eventos positivos en algunas
combinaciones de variables gener6 intervalos de confianza amplios y modelos que
no siempre convergieron, como ocurrid al intentar aplicar una regresion lineal
segmentada ajustada por covariables. Esta técnica fue utilizada para evaluar puntos
de inflexion en la exposicidon por grupos etarios; sin embargo, debido a la limitada
cantidad de casos positivos en edades especificas, no fue posible incorporar
términos de ajuste adicionales sin comprometer la estabilidad del modelo.
Adicionalmente, el coeficiente de correlacion intraclase para ambas exposiciones
a P. falciparum fue de 0.038. Este valor debe interpretarse con cautela debido a la
baja prevalencia del desenlace (2.5%) en la muestra evaluada. En contextos con
eventos poco frecuentes, es comun que el ICC subestime el verdadero grado de
agrupamiento (64). Ademas, dado que el disefio del estudio presenta una estructura
jerarquica clara, resulta metodoldgicamente apropiado mantener un enfoque de

modelado multinivel.

Asimismo, la imposibilidad de construir un modelo multivariado ajustado para la
exposicion reciente a P. falciparum constituye una limitacion relevante de este
estudio, con implicancias en distintos niveles. Desde el punto de vista
metodologico, la ausencia de covariables significativas en el analisis bivariado y
la falta de convergencia en modelos alternativos reflejan las dificultades de trabajar
en contextos de muy baja transmision, donde la escasez de eventos puede limitar
la capacidad de identificar asociaciones (65). Desde la perspectiva epidemiologica,

esta limitacion también evidencia la heterogeneidad en la transmision de las
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especies de Plasmodium en la Amazonia peruana (66). Mientras que P. vivax
presentd suficiente nimero de casos para analizar patrones diferenciales de
exposicion, P. falciparum se mantuvo en niveles residuales, lo que puede ser
interpretado como un indicio positivo hacia la eliminacién, pero que al mismo
tiempo dificulta la comprension de los determinantes locales de su persistencia. La
falta de modelos ajustados impide, por ejemplo, precisar si la exposicion a P.
falciparum se concentra en subpoblaciones moviles, en areas de dificil acceso o en
grupos  ocupacionales especificos, informacion clave para focalizar

intervenciones.

Adicionalmente, la interpretacion espacial del andlisis histérico de exposicion
presentd limitaciones adicionales. La definicién utilizada para la exposicion
historica abarco hasta 20 afios previos, dificultando precisar si dicha exposicion
ocurri6 efectivamente en la localidad actual del participante o si sucedid en otra
region. Esto adquiere especial relevancia en el contexto peruano, donde existe alta
movilidad poblacional en la Amazonia debido a actividades econdmicas,
desplazamientos laborales y migracion interna. Estudios futuros, deberian incluir
informacion detallada sobre el historial migratorio y residencias anteriores de los
participantes, ademas de precisar la duracion aproximada de permanencia en cada
localidad. Esto permitiria una mejor asignacion geografica de la exposicion
historica y facilitaria una interpretacion mas precisa y fiable de los resultados

epidemioldgicos.
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Finalmente, la generalizacion de los hallazgos de este estudio debe considerarse
con cautela, dado que la recoleccion de datos se realizd durante la pandemia de
COVID-19. Este periodo estuvo caracterizado por alteraciones en los servicios de
salud, incluyendo retrasos en la distribucion de mosquiteros tratados con
insecticida e interrupciones en la cadena de suministro de medicamentos
antimaléricos (67). Ademas, las restricciones de movilidad pudieron limitar tanto
la exposicion al vector en algunas comunidades como el acceso oportuno a los
establecimientos de salud en otras, generando un escenario atipico respecto a los
patrones habituales de transmision y reporte (68). En consecuencia, aunque los
resultados reflejan la situacion de muy baja transmision en 2021, su extrapolacion
a periodos previos o posteriores debe hacerse con prudencia, ya que, las dindmicas
observadas podrian no ser representativas de contextos sin las restricciones o

escenarios impuestos por la pandemia.

Conclusion

En conclusion, aunque Perti ha avanzado considerablemente hacia la eliminacion
de la malaria, persisten focos residuales de alta exposicion a malaria en zonas
clasificadas como de baja transmision que requieren intervenciones focalizadas,
sostenidas y adaptadas al contexto local. La presencia de hotspots de exposicion
reciente en las comunidades mas alejadas de la capital evidencia la importancia de
considerar la accesibilidad a los servicios de salud como un factor clave en la
transmision. Por ello, es necesario redisefar estrategias orientadas a reducir la

transmision y asegurar el camino hacia la eliminacion sostenible de la malaria.
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Recomendaciones
A corto plazo,
e Fomentar la participacion activa de las comunidades en las iniciativas de
control y eliminacién de la malaria, a través de actividades de educacion,
vigilancia participativa y prevencién puede contribuir sustancialmente a

mejorar los resultados en salud.

e Priorizar intervenciones focalizadas (entrega de mosquiteros, campanas

educativas, tamizaje) en las comunidades identificadas como hotspots.

e Reactivar o reforzar brigadas moviles en zonas de dificil acceso para

diagndstico oportuno y seguimiento serologico.

e Establecer alianzas rapidas con universidades o laboratorios cercanos para

procesar muestras serologicas mientras se desarrollan capacidades locales.

A largo plazo,

e Implementar un sistema de vigilancia epidemioldgica que use pruebas
serologicas como complemento esencial a los métodos diagndsticos
actualmente utilizados, con el fin de monitorear con mayor precision las
tendencias de exposicion a la malaria en la poblacion (9). Esto implicaria
una inversion estratégica en infraestructura de laboratorio, adquisicion e
implementacion de pruebas seroldgicas confiables, y formacion

especializada del personal sanitario encargado del diagndstico y analisis.
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e Promover investigaciones orientadas al desarrollo de pruebas serologicas
tipo point-of-care, que no dependan de una infraestructura laboratorial
compleja, permitiendo asi obtener resultados inmediatos y confiables

directamente en campo.

e Mejorar la infraestructura sanitaria en areas remotas para garantizar un
acceso oportuno al diagnostico y tratamiento adecuado de la malaria. Este
estudio evidencia una disparidad espacial significativa en la
seroprevalencia de malaria, siendo particularmente elevada en aquellas
comunidades ubicadas mas lejos del Hospital Regional de Loreto. Esta
situacion demanda acciones concretas como la construccion de nuevos
establecimientos de salud, el fortalecimiento operativo y estructural de las
instalaciones existentes, y la incorporacion de unidades de salud moviles
destinadas especificamente a brindar servicios médicos en comunidades
aisladas (69). Paralelamente, la mejora en infraestructura de transporte y
comunicacion resulta indispensable para facilitar el acceso oportuno a los

servicios médicos en dichas zonas (70).

e Fortalecer los sistemas de vigilancia epidemiologica para recopilar datos
detallados, precisos y oportunos sobre los casos de malaria es esencial para
el éxito de los programas de eliminacion. Esto incluye la integracion de
tecnologias avanzadas, tales como sistemas de informacioén geogréfica y

herramientas digitales de recopilacion de datos mediante dispositivos
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moviles, las cuales permiten mejorar sustancialmente la exactitud,
eficiencia y rapidez en la obtencién y andlisis de la informacion
epidemioldgica (71,72). En consecuencia, se recomienda que los gobiernos
prioricen el desarrollo e implementacion de herramientas tecnoldgicas
modernas de vigilancia, estableciendo colaboraciones estratégicas con
proveedores tecnoldgicos e instituciones académicas o de investigacion,

para maximizar la efectividad y sostenibilidad de dichos sistemas.

Desarrollar estrategias tecnologicas y de seguimiento longitudinal para
mejorar la medicion de la movilidad humana. Dado que la cobertura
arborea en la Amazonia peruana limita la precision de dispositivos GPS
convencionales y el uso de datos de telefonia moévil, se recomienda el
desarrollo e implementacion de dispositivos GPS optimizados para
entornos selvaticos, con mayor sensibilidad de recepcion satelital y
reduccién de errores de localizacion (73). Estas herramientas deberian
integrarse en disefios de estudio longitudinal, conformando cohortes de
seguimiento compuestas por personas sin infeccion activa al inicio, a
quienes se les pueda entregar estos dispositivos para registrar patrones
reales de movilizacion diaria, estacional o laboral (63). Este enfoque
permitiria correlacionar trayectorias geograficas con datos serologicos o
parasitoldgicos repetidos a lo largo del tiempo, lo que ofreceria una vision
mas precisa sobre la relacion entre movilidad humana y riesgo de
exposicion a Plasmodium spp. Asimismo, esta estrategia seria

especialmente util para identificar rutas criticas de transmision o zonas de
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riesgo importado que escapan a los métodos de vigilancia estaticos

tradicionales.
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IV.  MATERIAL SUPLEMENTARIO

Métodos suplementarios

Cuestionarios de recoleccion de datos

El presente estudio forma parte del proyecto multicéntrico Freedom From
Infection (FFI), una colaboracion internacional liderada por la London School of
Hygiene and Tropical Medicine (LSHTM), implementada en cinco paises con
contextos de transmision de malaria muy baja (74). Como parte de este esfuerzo
conjunto, se utilizaron cuestionarios previamente estandarizados para entornos
similares. Los formularios originales fueron desarrollados en inglés por el equipo
internacional, y posteriormente fueron traducidos al espafiol por el equipo de
investigacion local en Peru. Antes del inicio de la recoleccion oficial de los datos,
se realiz6 un piloto en campo cuyo objetivo fue evaluar la interpretabilidad,
comprension y duracion de la encuesta, asi como verificar la operatividad de la
herramienta en REDCap y REDCap Mobile, instalados en tablets. Este piloto
permitié identificar y corregir errores en la programacion de saltos logicos y flujos
condicionales dentro del formulario, asi como ajustar preguntas que no resultaban
del todo comprensibles para los participantes. Estos procesos aseguraron la

estandarizacion de la recoleccion de datos en el contexto local.

Calculo de la potencia estadistica

Dado que el presente estudio de tesis, se trata de un estudio de datos secundarios,
se calculd la potencia estadistica para detectar diferencias entre los grupos. Debido
a que la variable independiente principal (cuartil de distancia hacia los centros de

salud) fue categorizada en cuartiles, se decidié complementar el andlisis con un
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enfoque de comparaciones por pares entre grupos. Esto permitié aplicar pruebas
especificas de diferencia de proporciones entre dos grupos, facilitando el calculo
de potencia estadistica mediante métodos clasicos y mas conservadores.

En particular, se realizaron comparaciones entre el cuartil de referencia (cuartil de
distancia proéxima, n = 1349, con una prevalencia esperada (PE) del 16.4%) y los
demas cuartiles: distancia media (PE = 42.3%, n = 692), distancia lejana (PE =
46.7%, n = 1031) (75). El célculo de potencia fue realizado en Stata mediante el
comando power twoproportions, asumiendo un nivel de significancia bilateral de

o= 0.05.

Grupos Diferencia Potencia

Distancia proxima vs.
Distancia media (16.4% 0.2590 100.00%

vs 42.3%)

Distancia proxima vs.
Distancia lejana (16.4% 0.3030 100.00%

vs 46.7%)

Estos resultados sugieren que el estudio tuvo una alta potencia estadistica para
detectar diferencias en la prevalencia de malaria. No se calculd la potencia
especificamente para los pares de categorias “distancia proxima” y “distancia muy
lejana”, debido a la falta de referencias en la literatura sobre la frecuencia esperada

en el ultimo grupo. Sin embargo, se asumiria una frecuencia mayor, por lo que no
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se anticipan variaciones importantes en comparacion con los estimados
previamente evaluados.

Ademéds, se estimdé como ejercicio complementario que el estudio tiene una
potencia del 90% para detectar diferencias de hasta 0.0500, lo que demuestra su

capacidad para identificar variaciones del 5%.

Serologia

Como parte del protocolo de laboratorio del estudio multicéntrico FFI, todas las
muestras recolectadas fueron procesadas utilizando el panel estandarizado de
antigenos desarrollado por el equipo de serologia de LSHTM, el cual incluy6
cuatro antigenos de P. vivax y siete antigenos de P. falciparum asociados a
exposicion reciente e historica. Este enfoque respondié a una logica exploratoria,
reconociendo que algunos antigenos pueden no ser informativos en todos los
contextos geograficos, ya sea por falta de reactividad inmunologica (por ejemplo,
por ausencia de circulacion de ciertos linajes de Plasmodium en la zona) o por
colinealidad entre antigenos altamente correlacionados. En la etapa analitica se
aplico un enfoque parsimonioso y estandarizado, priorizando aquellos antigenos
con mayor robustez como marcadores inmunologicos segin su inmunogenicidad
documentada y longevidad de respuesta en el sistema inmune (6,8,76). Por tanto,
aunque los antigenos GLURPR2 (exposicion historica), GEXP18 y HSP40Agl
(exposicion reciente), y RH2.2030 fueron evaluados en laboratorio como parte del
panel completo, no fueron incluidos en el analisis final de seropositividad, con el
objetivo de reducir el ruido estadistico, optimizar la comparabilidad entre sitios y

evitar redundancias analiticas.
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Analisis estadistico

El presente estudio se baso en un diseflo de muestreo multietapico, por lo tanto, se
asumid la existencia de una estructura jerarquica en los datos, con posibles
correlaciones intraestablecimiento, intracomunidad e intrahogar. Por ello, el
analisis estadistico contempl6 la aplicacion de modelos de regresion de Poisson
con estructura multinivel, incorporando interceptos aleatorios para establecimiento
de salud, comunidad y hogar, y empleando errores robustos para garantizar
estimaciones validas ante la correlacion interna de las observaciones. El objetivo
fue estimar razones de prevalencia (RP) tanto crudas como ajustadas. Todos los
analisis se realizaron en el software R, mediante el entorno RStudio, utilizando el

paquete Ime4 para la especificacion de los modelos jerarquicos.

Seleccion de variables

Para la construccion de los modelos multivariados, se siguié un procedimiento
sistematico de seleccion de covariables basado en significancia estadistica en el
analisis bivariado. Inicialmente, se calcularon razones de prevalencia crudas para
cada covariable y desenlace (seropositividad reciente e historica a P. vivax y P.
falciparum) por separado. Aquellas covariables con un valor p<0.05 en el andlisis
bivariado fueron seleccionadas para ingresar al modelo multivariado
correspondiente. Este enfoque se aplicoO de manera consistente a los cuatro
desenlaces evaluados. En el caso de la exposicion reciente a P. falciparum,
ninguna variable alcanz6 significancia estadistica en el analisis bivariado; por lo
tanto, no se identificaron covariables para la construccion de un modelo

multivariado. No obstante, se exploré un modelo alternativo incorporando las
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covariables significativas del andlisis bivariado de la exposicion historica a P.
falciparum, pero los modelos no lograron converger debido al bajo nimero de

eventos positivos.

Regresion lineal segmentada

Se implement6 un andlisis de regresion lineal segmentada con el objetivo de
identificar cambios en la evolucion de la exposicion a la malaria. La eleccion de
esta regresion como método analitico en este estudio respondidé a la necesidad
especifica de identificar puntos criticos o cambios significativos en la

seroprevalencia segun la edad.

Inicialmente se considerd el uso de modelos cataliticos para estimar tasas de
seroconversion, metodologia ampliamente usada en estudios serologicos de
malaria y otras enfermedades infecciosas transmitidas por vectores (76—78). Sin
embargo, debido a la muy baja prevalencia observada en nuestro contexto de
estudio, estos modelos no lograron converger adecuadamente, limitando su
utilidad. Frente a ello, se explor6 visualmente la relacion entre seropositividad y
edad, observandose indicios claros de una relaciéon con puntos de cambio o
quiebre, particularmente en grupos etarios mayores. Por esta razon, se recurrio a
la regresion lineal segmentada, técnica recomendada especificamente para detectar

cambios o puntos de inflexion en relaciones no lineales (79,80).

La regresion con splines ciibicos o naturales podria haber sido considerada como

una alternativa para modelar la relacion entre la edad y la seroprevalencia de
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malaria. Sin embargo, se opto6 por utilizar la regresion lineal segmentada debido a
que nuestro objetivo analitico no era unicamente describir una relacion suavizada
y flexible entre ambas variables, sino especificamente identificar y cuantificar
puntos criticos o breakpoints de cambio en la exposicion a malaria segiin grupos
de edad claramente delimitados. Los modelos spline proporcionan una curva
flexible y suavizada, pero no identifican explicitamente puntos especificos de
cambio o inflexiéon de manera sencilla, lo cual era clave en el contexto de este
estudio, dado que estdbamos particularmente interesados en detectar claramente
edades especificas en las que se presentaba un cambio en la exposicion a la

enfermedad.

56



Resultados suplementarios

En el modelo de regresion de Poisson multinivel, que incorporo efectos aleatorios
a nivel de establecimiento de salud, comunidad y hogar, se identificaron
asociaciones significativas entre la seropositividad a malaria por tipo de
exposicion y la categoria de distancia hacia los centros de salud. El coeficiente de
correlacion intraclase (CCI) para P. vivax reciente y P. vivax historico fue de 0.568
y 0.348, respectivamente, lo que indica una considerable variabilidad atribuible a
la estructura jerarquica de los datos. En el caso de P. falciparum, el CCI para ambas
exposiciones fue de 0.038. Si bien este valor es bajo, se optd por mantener el
enfoque multinivel, ya que el disefio metodolégico del estudio presenta una
jerarquia claramente definida que justifica el uso de este tipo de modelamiento
para ajustar adecuadamente la dependencia entre observaciones.

Al evaluar la exposicion reciente a P. vivax, se confirm6 una asociacion
estadisticamente significativa entre el cuartil de distancia hacia los
establecimientos de salud y la seropositividad. Los residentes del cuartil mas
alejado tuvieron mayor probabilidad de exposicidon reciente en comparacion con
los del cuartil més proximo (RP = 15.29; 1C95%: 5.52 - 42.35; p < 0.001) luego
de ajustar por edad, sexo, actividad econdmica, viaje en el tltimo mes, lugar donde

se bafa y sintomas presentados el ultimo mes (Tabla Suplementaria 1).

Cuando se examind la seropositividad reciente a P. falciparum, no se identificaron

asociaciones estadisticamente significativas con ninguna de las variables incluidas

en el modelo bivariado ni en el ajustado (Tabla Suplementaria 2).

57



En el modelo ajustado para evaluar la seropositividad historica a P. vivax, se
evidencié mayor exposicion en quienes vivian en el cuartil mas alejado hacia
centros de salud en comparacion con el cuartil mas cercano (RP = 6.95; 1C95%:
3.35-14.40; p <0.001) ajustando por sexo, edad, actividad econdmica, viaje en el
ultimo mes y sintomas experimentados en el Ultimo mes. Del mismo modo,
aquellas personas que residian en el cuartil de distancia larga tuvieron mayor
exposicion histérica a P. vivax en comparacion a aquellas personas que residian en
el cuartil de distancia menor (RP = 6.80; 1C95%: 3.33 - 13.90; p < 0.001), luego
de ajustar por las mismas variables. Estos resultados guardan coherencia con los

obtenidos en la exposicion reciente (Tabla Suplementaria 3).

Finalmente, al evaluar la seropositividad histérica a P. falciparum, se observo que
aquellas personas que se encontraban en el cuartil de distancia extrema (RP =2.41;
1C95%: 0.68 - 8.51; p =0.173) y larga (RP = 2.18; 1C95%: 0.83 - 5.70; p = 0.114)
reportaron mayor exposiciéon a malaria en comparacion con aquellos que se
encontraban en el cuartil mas proximo, sin embargo, esta asociaciéon no fue

estadisticamente significativa (Tabla Suplementaria 4).
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Tablas suplementarias

Tabla Suplementaria 1. Anélisis multinivel mediante regresion de Poisson
modificada para la exposicidn reciente a P. vivax.

Variable

Distrito

Belén

Indiana

Sexo

Masculino

Femenino

Edad (afos)

Actividad econémica
Ninguna

Relacionada al bosque
Comerciante

Ama de casa

Estudiante

Otros

Viaje en el ultimo mes
No

Si

Lugar donde se bafa
Bafo dentro de la vivienda
Baiio fuera de la vivienda
En el rio

Otros

Sintomas durante el ultimo
mes

Fiebre

Si

Dolor de cabeza

Si

Dolor de musculos o
articulaciones

Si

Malestar general

Si

Cuartil de distancia hacia los
centros de salud

P. vivax Reciente

Analisis bivariado

Analisis Multivariado*

RP IC 95% p RP IC 95% p
0.28 0.03 252 0.253 - - - -
0.32 023 045 <0.001| 034 020 0.56 <0.001
1.04 1.03 1.05 <0.001| 1.03 1.02 1.04 <0.001
7.79 437 13.88 <0.001| 299 150 5.04 0.001
3.34 096 11.67 0.058 | 295 0.81 10.75 0.101
2.61 1.33 511 0.005| 275 137 653 0.006
0.27 0.09 081 0.019| 043 0.14 1.35  0.148
3.03 1.09 840 0.033( 143 050 4.10 0.507
0.92 0.56 1.53 0.759 - - - -
1.33 0.54 331 0.533 - - - -
2.45 0.63 959 0.198 - - - -
1.39 0.67 288 0379 - - - -
1.73 1.18 254 0.005 | 1.54 1.02 231 0.039
2.19 1.53 3.13 <0.001| 1.09 0.73 1.62  0.666
2.27 1.50 3.43 <0.001| 0.79 0.51 1.24  0.305
2.39 1.58 3.63 <0.001| 1.21 0.77 1.91 0411
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Distancia proxima - - - - -

Distancia media 1.79 057 556 0316 1.71 0.55 5.33 0.355
Distancia larga 10.40 3.54 30.53 <0.001| 8.88 3.20 24.63 <0.001
Distancia extrema 16.76 5.70 4927 <0.001| 1529 5.52 42.35 <0.001

*Regresion de Poisson multinivel ajustada por sexo, edad, actividad econémica, sintomas durante el
ultimo mes y malaria autorreportada.
RP: Razon de Prevalencia, IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.
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Tabla Suplementaria 2. Anélisis multinivel mediante regresion de Poisson
modificada para la exposicion reciente a P. falciparum.

Variable

Distrito

Belén

Indiana

Sexo

Masculino

Femenino

Edad (afos)
Actividad econémica
Ninguna

Relacionada al bosque
Comerciante

Ama de casa
Estudiante

Otros

Sintomas durante el ultimo

mes
Fiebre

Si

Dolor de cabeza
Si

Cuartil de distancia hacia los

centros de salud
Distancia proxima
Distancia media
Distancia larga
Distancia extrema

P. falciparum Reciente

Analisis bivariado

Analisis Multivariado

RP

RP IC 95%

0.55

0.90
0.97

0.47
1.74
0.27
0.36

1.26

0.37

1.54
1.60
2.14

IC 95%
0.06 5.52
0.34 236
0.95 1.00
0.10 2.28
0.08 38.20
0.05 1.59
0.08 1.71
025 6.34
0.04 3.19
0.05 50.72
0.07 36.54
0.11 43.70

0.612

0.832
0.089

0.350
0.726
0.147
0.196

0.783

0.365

0.809
0.770
0.621

RP: Razon de Prevalencia, IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.
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Tabla Suplementaria 3. Anélisis multinivel mediante regresion de Poisson
modificada para la exposicion historica a P. vivax.

Variable

Distrito

Belén

Indiana

Sexo

Masculino

Femenino

Edad (afos)
Actividad econémica
Ninguna

Relacionada al bosque
Comerciante

Ama de casa
Estudiante

Otros

Viaje en el ultimo mes
No

Si

Lugar donde se baia

Baifio dentro de la vivienda
Baiio fuera de la vivienda

En el rio
Otros

Sintomas durante el ultimo

mes

Fiebre

Si

Dolor de cabeza

Si

Dolor de musculos o
articulaciones

Si

Malestar general

Si

Cuartil de distancia hacia los

centros de salud
Distancia proxima

P. vivax Historico

Analisis bivariado

Analisis Multivariado*

RP IC 95% p RP IC 95% p
0.37 0.09 155 0.175 - - - -
0.53 040 0.71 <0.001| 0.59 040 0.89 0.011
1.04 1.03 1.05 <0.001| 1.03 1.02 1.04 <0.001
6.94 4.05 1190 <0.001| 2.66 1.47 451 0.001
2.81 0.82 961 0.100 | 1.85 0.53 6.54  0.338
3.65 2.02 6.60 <0.001| 2.58 137 5.16 0.004
0.44 0.19 1.03 0.057 | 0.75 0.31 1.85  0.537
4.62 2.03 10.52 <0.001| 1.99 086 4.63 0.110
1.66 1.13 245 0.010 | 1.23 0.83 1.82  0.310
1.08 0.55 2.12 0.816 - - - -
0.25 0.03 1.82 0.171 - - - -
0.71 041 1.23 0.221 - - - -
1.31 0.89 195 0.172 - - - -
1.80 1.26 256  0.001 | 1.10 0.76 1.60  0.608
1.73 1.14 262 0.010 | 0.62 039 096 0.034
1.71 .12 2.62 0.013 | 1.08 0.68 1.71  0.748
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Distancia media 1.29 0.52 3.17 0581 | 1.11 046 2.67 0.818
Distancia larga 8.07 3.80 17.15 <0.001| 6.80 3.33 13.90 <0.001
Distancia extrema 7.55 347 1646 <0.001| 6.95 336 14.40 <0.001
*Regresion de Poisson multinivel ajustada por sexo, edad, actividad economica, viaje en el ultimo
mes, condicion de dolor de cabeza, dolor muscular o articular, malestar general y malaria
autorreportada.

RP: Razon de Prevalencia, IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.
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Tabla Suplementaria 4. Anélisis multinivel mediante regresion de Poisson

modificada para la exposicion histérica a P. falciparum.

Variable

Distrito

Belén

Indiana

Sexo

Masculino

Femenino

Edad (afos)
Actividad econémica
Ninguna

Relacionada al bosque
Comerciante

Ama de casa
Estudiante

Otros

Viaje en el ultimo mes
No

Si

Lugar donde se baia

Baifio dentro de la vivienda
Baiio fuera de la vivienda

En el rio
Otros

Sintomas durante el ultimo

mes

Fiebre

Si

Dolor de cabeza

Si

Dolor de musculos o
articulaciones

Si

Malestar general

Si

Cuartil de distancia hacia los

centros de salud
Distancia proxima

P. falciparum Historico

Analisis bivariado

Analisis Multivariado®

RP IC 95% p RP IC 95% p
0.30 0.10 091 0.034 | 031 0.14 0.68 0.004
0.71 045 1.11 0.134

1.02 1.01 1.03 <0.001f 1.02 1.01 1.03  0.006
5.15 225 11.78 <0.001| 246 099 6.08 0.052
4.86 1.25 1892 0.023 | 228 052 992 0.271
2.84 .13 7.11 0.026 | 1.56 0.59 4.12 0.370
2.07 0.83 5.14 0.119 | 2.17 084 563 0.110
1.11 0.15 853 0918 0.54 0.06 4.88 0.582
0.74 029 186 0.515 - - - -
1.26 047 338 0.642 - - - -
1.53 0.32 7.38 0.595 - - - -
0.97 042 221 0.934 - - - -
1.64 0.89 3.02 0.110 - - - -
2.28 1.33 392 0.003 | 1.63 0.93 2.87  0.090
1.81 093 3.51 0.079 - - - -
1.23 0.53 284 0.631 - - - -
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Distancia media 1.19 046 305 0717 1.12 042 296 0.824
Distancia larga 1.91 0.68 535 0217] 218 083 570 0.114
Distancia extrema 1.704 0.56 5224 0.351] 241 0.68 8.51 0.173

*Regresion de Poisson multinivel ajustada por distrito, edad, actividad econdmica, condicion de

dolor de cabeza y malaria autorreportada.
RP: Razon de Prevalencia, IC 95%: Intervalo de confianza al 95%.
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