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Na hora da dor na barriga
Todo mundo corre para o quintal da bisa,
E é no chdozinho que o coc6 mais fica

De quem sé&o esses pezinhos rebeldes?

Os ovinhos ficam no ambiente
Aguardando pacientemente
Estourarem quase de repente

De quem sé&o esses pezinhos rebeldes?

As larvinhas entram no pezinho
Que estdo descalcos sem chinelos a vista
Vermes adultos causam uma preguica

De quem séo esses pezinhos rebeldes?

Autora: Kerla J. L. Monteiro
A turminha dos Cientistas Mirins em: Ciéncia se Faz Todo Dia!
Revista Cientifica Mirim Ciéncia se Faz todo dia



Ministério da Saide

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Estudos Epidemioldgicos e Genéticos das Helmintiases Intestinais em
Humanos e Animais de Produc&o: Abordagem em Satde Unica

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL
Kerla Joeline Lima Monteiro

As comunidades rurais do nordeste do pais apresentam grande vulnerabilidade
em saude, seja pela falta de investimento em saneamento basico e condi¢des de vida
inadequadas quanto pela proximidade com animais domeésticos de criacao de forma
extensiva. Sob essa perspectiva, o objetivo principal do estudo foi explorar ciclos
zoonoticos de transmissdo de nematoides intestinais, em uma abordagem de Saude
Unica em diferentes areas rurais e periurbanas no Brasil. Estudos transversais foram
realizados e revelaram a prevaléncia média de 12% para a infeccdo por
ancilostomideos com o predominio de infeccdes de intensidade leve. Domicilios com
mais de quatro moradores e apresentando piso sem revestimento apresentaram
associacdo com a infeccdo. Quando os animais domésticos (suinos n=72, caprinos
n=25 e ovinos n=17), vivendo no ambiente peridomiciliar, foram avaliados observouse
a presenca de ovos de parasitos nematoides em 72,8% dos animais e ovos de Ascaris
sp. em 20,8% dos suinos. A analise genética dos ancilostomideos humanos, com base
no gene mitocondrial citocromo oxidase 1 (coxl), revelou que a espécie Necator
americanus foi a mais prevalente nas regifes estudadas. As sequéncias brasileiras
mostraram ser estruturadas em subpopulacbes bem definidas, que apresentam
origens genéticas asiaticas e africanas. Essa dicotomia pode ser explicada pelo
padrao de colonizacao do continente americano. Adicionalmente, sequéncias de outra
espécie do género Necator foram identificadas nas regifes estudadas, apresentando
98-99% de similaridade com sequécias de Necator sp., atribuida as espécies N.
gorillae ou N. suillus. Analises Bayesianas revelaram que existiu um ancestral comum
entre esse ancilostomideo e N. americanus ha 300.000 anos. Sete diferentes espécies
de parasitos foram identificadas em animais domésticos (A. suum, Metastrongylus
salmi, Oesophagostomum columbianum, O. quadrispinulatum, O. dentatum,
Trichostrongylus colubriformis e Haemonchus contortus), todas elas apresentando
histérico de infec¢cdes zoonodticas. Apesar disso, ndo foi observada a infeccédo por
esses parasitos em hospedeiros humanos. O sucesso na recuperacdo de DNA de
amostras fecais preservadas em laminas de KatoKatz permitiu a genotipagem de
Ascaris sp. em hospedeiros humanos. A analise genética de parasitos do género
Ascaris provenientes de humanos e de porcos nao diferenciou as espécies A.
lumbricoides de A. suum, e demonstrou que o haplétipo HO1 (coxl) foi o mais
comumemente encontrado. A identificacdo morfoldgica realizada pela microscopia
eletrbnica de varredura da porcao anterior de vermes adultos de Ascaris provenientes
de porcos apontou para a espécie A. suum. Atividades de



Popularizacdo da Ciéncia foram realizadas durante a Semana Nacional de Ciéncia
Tecnologia-2018 com criancas de uma escola municipal no Piaui. A infec¢cdo por
ancilostomideos permanece sendo observada no nordeste do Brasil. Sob uma
perspectiva em salde Unica, destaca-se a importancia de estudos genéticos na
identificacdo de espécies de helmintos de diferentes hopsdeiros com potencial
zoon@tico no pais. Além disso, a contribuicdo para o desenvolvimento de vacinas e o
entendimento dos padrbes de propagacdo da resisténcia aos antihelminticos
contribuem no planejamento de novas estratégias para controle.

Palavras chave: Geo-helmintos; Necator americanus; Ascaris lumbricoides; zoonoses;
Saude Unica; Popularizacdo da Ciéncia.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Kerla Joeline Lima Monteiro

Rural communities in the northeastern of Brazil have high health vulnerability, either
due to the lack of investment in basic sanitation and inadequate living conditions or
their proximity to farmed domestic animals. From this perspective, the main objective
of the study was to explore zoonotic transmission cycles of intestinal nematodes, in a
One Health approach, in different rural and peri-urban areas in Brazil. Cross-sectional
studies were performed and revealed the prevalence of hookworm infection of 12%,
with the predominance of light intensity infections. Households with more than four
residents and presenting uncoated floor showed association with the infection. When
domestic animals were evaluated (swine n=72, goats n=25, and sheep n=17) nematoid
parasites eggs were found in 72.8% of the animals and Ascaris sp. eggs in 20.8% of
the pigs. Genetic analysis of human hookworms based on the mitochondrial
cytochrome c oxidase 1 (cox1l) gene revealed that the Necator americanus species
was the most frequent in the studied regions. Brazilian sequences have been shown
to be structured in well defined subpopulations, which have Asian and African genetic
origins. This dichotomy can be explained by the colonization pattern of the American
continent. In addition, sequences of another species of the genus Necator were
identified in the studied regions, presenting 98-99% similarity to sequences of Necator
sp., attributed to the species N. gorilla or N. suillus. Bayesian analyzes revealed that
there was a common ancestor between this hookworm and N. americanus 300,000
years ago. Seven different species of the parasites were identified in domestic animals,
all of them presenting zoonotic history. Despite this, infection by these parasites was
not observed in human hosts. The success in DNA recovery of faecal samples
preserved in Kato-Katz slides allowed the genotyping of Ascaris sp. in human hosts.
Genetic analysis of genus Ascaris from humans and pigs did not differentiate the A.
lumbricoides species from A. suum and demonstrated that the haplotype HO1 (cox1)
was the most commonly found. The morphological identification by electron microscopy
of the anterior portion of Ascaris adult worms from pigs pointed to A. suum species.
Popularization of Science activities were carried out during the National Technology
Science Week-2018 with children from a municipal school in Piaui. Hookworm infection
continues to be observed in northeastern Brazil. From a One health perspective, the
importance of genetic studies in the identification of helminth species of different hosts
with zoonotic potential in the country is highlighted. In
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addition, the contribution to the development of vaccines and the understanding of the
propagation patterns of resistance to anthelmintics contribute in the planning of new
strategies for control.

Keywords: Geohelminth, Necator americanus; Ascaris lumbricoides; zoonosis; One
Health; Popularisation of Science.
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1 INTRODUCAO
1.1 As geo-helmintiases humanas: contexto global atual

O parasitismo € um fenbmeno complexo que envolve o parasito, o hospedeiro e
o ambiente (Cockbrun, 1963; Cocburn, 1977). A origem do parasitismo intestinal
humano é importante para o entendimento do contexto epidemioldgico atual. Neste
sentido, sabe-se que diferentes espécies de parasitos presentes na espécie humana
vieram de ancestrais africanos do Homo sapiens e se espalharam pelo mundo durante
as grandes migracdes humanas (Araudjo et al., 2008). Nas Américas, 0s parasitos
intestinais foram introduzidos durante o processo de povoamento do continente a partir
das migracdes pelo estreito de Bering, devendo-se considerar também vias
alternativas como a transpacifica ou costeira (Araujo et al., 1988; Confalonieri et al.,
1991). As espécies envolvidas no parasitismo intestinal humano no Novo Mundo &,
portanto, resultado de processos migratorios ancestrais e de fendmenos demograficos
modernos, como a colonizacdo do continente por populacfes europeias e a introducao

de escravos africanos.

As helmintiases causadas por nematoides intestinais em humanos tém, entre os
parasitos envolvidos, os helmintos transmitidos pelo solo (HTS, geo-helmintos) (Hotez
et al., 2008). Esses organismos estdo associados a um grupo de doencas
negligenciadas de alta prevaléncia em muitas regides do mundo, as geo-helmintiases.
Sua ocorréncia € maior em regides pobres, com dificuldades de captacdo e manuseio
da agua, além de saneamento e higiene inadequados, podendo estar presente
também em populacdes vulneraveis de paises desenvolvidos (Hotez et al., 2014). A
infeccdo por esses nematoides pode ocorrer pela via percutanea, através da
penetracdo de larvas infectantes pela pele (ancilostomideos humanos das espécies
Necator americanus, Ancylostoma duodenale, além de Strongyloides stercoralis) ou
ingestdo da mesma (A. duodenale), assim como pela via fecal-oral, na qual ha a

ingestao de ovos de Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura (Bundy et al., 2004).

Estima-se que cerca de um quarto da populacdo mundial (1,5 bilhbes de
pessoas) esté infectada por HTS sendo 820 milhdes de criancas em idade pré-escolar
e escolar, que vivem em condi¢cdes inadequadas e possuem maior chance de
desenvolver infeccdes macicas com sérias consequéncias para a saude (WHO, 2015).

De acordo com Pullan e colaboradores (2014), a ascaridiase ocorre com maior

1



prevaléncia e acomete cerca de 819 milhdes de pessoas. A tricuriase acomete 464,4
milhdes de individuos e é relatada mais comumente entre criancas e adolescentes. J&
a ancilostomiase esté distribuida em 438,9 milhdes de pessoas com maior frequéncia
na populagao adulta (Pullan et al., 2014). Ainda de acordo com Pullan e colaboradores
(2014), as geo-helmintiases contribuiram para 4,98 milhdes de anos vividos com
incapacidade (YLD - Years Lived with Disability) dos quais 65% foram atribuidos a
infeccdo por ancilostomideos, 22% por A. lumbricoides e 13% por T. trichiura. Isto
decorre do fato de que a ancilostomiase, ao contrario da ascaridiase e da tricuriase,
ocorre com maior frequéncia na populacéo adulta (Global Burden of Disease Study,
2015; Stolk et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as geo-helmintiases,
também denominadas helmintiases transmitidas pelo solo, ocorrem em todo o mundo,
sendo endémicas em mais de 100 paises e inclui as regides da Africa Subsaariana,
das Américas e da Asia (WHO, 2006; WHO, 2015). As geo-helmintiases normalmente
nao causam altas taxas de mortalidade especifica, mas levam a infec¢des cronicas e
morbidade a longo prazo (Silver et al., 2018). Infec¢cBes crénicas com esses parasitos
podem causar importantes déficits de crescimento, desenvolvimento e deficiéncias de
micronutrientes em criangas (Kassebaum et al., 2014; de Gier et al., 2016). Anemia
por deficiéncia de ferro é relatada principalmente na ancilostomiase e uma associagao
significativa tem sido relatada quando avaliadas as concentracfes de hemoglobina em
criancas infectadas (Casmo et al. 2014). Além disso, a anemia induzida por esses
parasitos também é relatada em mulheres gravidas (Brooker et al., 2008). A morbidade
relacionada as geo-helmintiases também esta relacionada ao desenvolvimento
econdmico das diferentes popula¢des (Redekop et al., 2017). Trabalhos realizados
entre 1990-2010 sugerem que os anos de vida perdidos de vida saudavel (DALY -
Disability Ajusted Life Year) devido as geo-helmintiases foram decrescentes com o
passar das décadas nos paises com renda média-alta, observando-se maior

concentracdo da carga parasitaria em regides de baixa renda(Stolk et al., 2016).

No Brasil, Katz (2018) demonstrou em um estudo transversal e de abrangéncia
nacional a prevaléncia dos HTS em um universo de 197.564 escolares de 7 a 17 anos.
As taxas de maior positividade foram na regido Norte e Nordeste sendo a infec¢éo por

ancilostomideos distribuida entre 3,14% a 15,79% entre a populacéo estudada. J& a



prevaléncia da ascaridiase e tricuriase foram semelhantes e variavam entre 11,78% a
19,14% e 15,04% a 21,79% respectivamente. Um estudo sobre a distribuicdo espaco-
temporal das geo-helmintiases estimou uma drastica reducdo nas taxas de
prevaléncia da ascaridiase, da ancilostomiase e da tricuriase nos ultimos 20 anos
(Chammartin et al., 2014). No entanto, alguns estudos demonstram que essa realidade
ndo se aplica a todas as regides do pais. Prevaléncias que variam de 8,0% a 53,4%,
no mesmo periodo, tém sido observadas (Carvalho-Costa et al., 2007; Valverde et al.,
2011; Pereira et al., 2012; Gongalves et al., 2016). Na regido norte (bioma Amazonia),
a ascaridiase € mais frequentemente encontrada e apresenta uma prevaléncia que
varia de 19,3% a 53,4% (Boia et al., 2006; Valverde et al., 2011; Gongalves et al.,
2016).

1.2 Potencial zoonoético das helmintiases intestinais

As geo-helmintiases sdo consideradas, classicamente, doencas antroponoticas,
ou seja, transmitidas entre humanos. Desta forma, os parasitos N. americanus, A.
duodenale, A. lumbricoides e T. trichiura sdo organismos que tém a espécie humana
como hospedeiro, apresentando ciclo de vida direto, sem hospedeiros intermediarios.
Considera-se também que ndo apresentam reservatorios animais com importancia
epidemiologica. Entretanto, organismos estreitamente relacionados aos HTS humanos
infectam outros mamiferos, incluindo animais domésticos e silvestres. E o caso de A.
suum, espécie geneticamente relacionada ao parasito A. lumbricoides, mas que tem o
suino como hospedeiro. Podem-se considerar espécies de ancilostomideos
estreitamente relacionadas ao parasito N. americanus, como N. suillus (descrito em
suinos), N. congolensis e N. gorillae (descritos em primatas ndo humanos) (Graber &
Gevery, 1981). O género Trichuris inclui 21 espécies que geralmente sdo especificas
para grupos taxonémicos de hospedeiros e algumas tém como hospedeiro primatas
humanos e ndo humanos (T. trichiura) caes (T. vulpis), suinos (T. suis) e murinos (T.
muris) (Bundy e Cooper, 1989; Klementowicz et al., 2012). Esses parasitos sao

potencialmente zoonéticos e podem ser transmitidos na interface humano-animal.

A importancia epidemiolégica da transmissao zoonoética de geo-helmintos é
pouco conhecida (de Souza et al, 2013). Entre os motivos para este
desconhecimento, o principal é a limitacdo das técnicas de identificacdo dos estagios

diagndsticos, representados pelos ovos eliminados nas fezes. Os ovos dasdiferentes
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espécies, quando ndo idénticos, tém diferencas morfoldgicas sutis, por vezes restritas

ao seu tamanho, o que exigiria a mensuragdo dos mesmos com ocular micrométrica.

Ha espécies de parasitos intestinais de animais domésticos néo relacionadas a
organismos que infectam humanos, mas que sdo também potencialmente zoonaticas.
Ser& dado destaque aos parasitos de animais domésticos - caprinos, ovinos e suinos
- pertencentes ao género Trichostrongylus, representados pelas espécies T.
colubriformis e T. axei. Estes parasitos tém distribuicdo global e altas taxas de
prevaléncia em rebanhos em todos os continentes. S&o transmitidos diretamente pela
ingestéo de larvas que eclodem dos ovos eliminados nas fezes. Sua transmisséo para
humanos ocorre pela contaminacao de alimentos (usualmente hortalicas) com matéria
fecal de animais domésticos, que pode ser reutilizada para producdo de adubo. Ha
relatos de casos de infeccdo humana por Trichostrongylus em diversos paises, 0 que
estad associado ao fato da criacdo de caprinos e ovinos ser praticada em diversas
regides (Cancrini et al., 1982; Lattes et al., 2011; Sharifdini et al., 2017). Um aspecto
importante é que a infeccdo humana por Trichostrongylus é de dificil diagndstico pela
semelhanca dos ovos deste género com os ovos de ancilostomideos humanos. Assim,
guando visualizados nas fezes, podem ser confundidos, levando ao diagndstico
errbneo de ancilostomiase. As diferencas morfologicas séo sutis e também necessitam
da mensuracdo em ocular micrométrica, normalmente néo utilizada em laboratérios de
rotina. Desta forma, é possivel que a tricostrongiliase humana seja endémica em
populacdes vivendo em estreito convivio com caprinos e ovinos, como se observa na

regido nordeste do Brasil. (Souza et al., 2013)

Infeccbes humanas por parasitos do género Oesophagostomum séo endémicas
e em algumas regides africanas (Polderman et al., 1991; Krepel et al., 1994; Polderman
& Blotkamp, 1995; Storey et al., 2000; Krief et al., 2008). Nestas areas a doenca
humana é causada pela espécie O. bifurcum, um parasito que pode ter primatas nao
humanos como hospedeiros, sendo transmitido de forma zoonética (Gasser et al.,
1999; van Lieshout et al., 2005). Outras espécies de Oesophagostomum sao parasitos
de animais domésticos, como suinos, caprinos e ovinos e poderiam ser

acidentalmente transmitidas de forma zoondtica. (Cibot et al., 2015).



Os ciclos de transmissdo zoondtica de helmintos intestinais sdo um tépico que
cada vez mais vém sendo abordados no Brasil. O pais est4 entre os principais
exportadores de carne suina no mundo e o Nordeste é regido brasileira de maior
criacdo de ovinos e caprinos. Embora a suinocultura tenha se desenvolvido de forma
industrial no Brasil, a criacdo de suinos, caprinos e ovinos esta fortemente presente
na agricultura familiar e os animais sao criados, na maioria das vezes, de forma
extensiva (Simplicio et al., 2003; Jesus-Junior et al., 2010). O manejo sanitario muitas

vezes se da de forma inadequada.

1.3 Diagndstico laboratorial e abordagens moleculares das helmintiases
intestinais

O diagnéstico convencional das geo-helmintiases a partir de amostras de fezes
por microscopia de luz permite a identificacdo da presencga de ovos de nematoides e
continua sendo o método mais utilizado para a deteccdo desses parasitos
(Cheesbrough, 2009). O método de Kato-Katz, recomendado pela OMS, é mais
comumente empregado no levantamento epidemioldégico de campo e é capaz de
identificar e quantificar os ovos de helmintos (WHO, 2002; Nikolay et al., 2014). Os
meétodos de concentracao parasitaria com base na flutuagéo ou sedimentacéo também
séo utilizados para a identificacdo de estruturas parasitarias (Amoah et al., 2017). A
recuperacao de larvas de algumas espécies de HTS é preferencialmente realizada
com a utilizacdo de métodos especificos como € o caso das técnicas com base no
termohidrotropismo como a de Baermann-Moraes e a coprocultura de Harada-Mori
(Garcia, 2001).

A aplicacdo de estudos para a avaliacdo de métodos que promovam uma melhor
sensibilidade e especificidade e permitam obter a verdadeira prevaléncia das
geohelmintiases séo relatados (Verweij et al., 2007; Knopp et al., 2014; Phuphisut et
al., 2014). Ao se comparar as técnicas moleculares ao diagnostico parasitologico
convencional, demonstra-se que a sensibilidade é significativamente maior e se da
através da amplificacdo do DNA das espécies de HTS envolvidos (Basuni et al., 2011;
Basuni et al., 2012; Mejia et al., 2013; Phuphisut et al., 2014).

Os métodos diagndsticos moleculares aliados as técnicas parasitologicas vieram

para tornar os resultados mais sensiveis, contribuem para o0 monitoramento do efeito



dos anti-helminticos e das estratégias de controle. Isso inclui a Rea¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR - Polymerase Chain Reaction), também chamada de PCR
convencional, a PCR quantitativa (QPCR), a reacdo de PCR multiplex e alguns mais
recentes como a Amplificagdo Isotérmica de DNA Mediada por Loop (LAMP —
LoopMediated Isothermal Amplification) e microssatélites (Gordon et al., 2011;
O'Connell & Nutman, 2016; Amoah et al., 2017). Os estudos moleculares para a
identificacdo de espécies de nematoides tém sido realizados através de alvos
genéticos do DNA mitocondrial (mtDNA) como os genes cytochrome b (citocromo b -
CytB) e cytochrome c oxidase subunit 1 (citocromo ¢ oxidade 1 - cox1l) e do DNA
nuclear, como as regides espacadoras internas transcritas do DNA ribossomal (ITS —
Internal Transcribed Spacer) (Loftus et al. 1994; Giuffra et al., 2000; Gasser et al. 2008;
Jex et al., 2010).

Outro fator que agrega vantagem ao se trabalhar com ferramentas moleculares
€ o aprofundamento de assuntos que envolvam estudos genéticos relacionados a
taxonomia molecular, filogenia, diversidade genética, filogeografia assim como
também estudos relacionados a resisténcia aos anti-helminticos e a historia dos
helmintos através da paleoparasitologia (Seo et al., 2016; Peng et al., 2017; Muchiut
et al., 2018; Phosuk et al., 2018).

O conhecimento spbre a taxonomia dos nematoides constitui um desafio se
realizado através das ferramentas classicas de diferenciacdo de ovos nas fezes, visto
gue a morfologia deles é similar e suas medidas se sobrepdem (Boreham et al., 1995;
Yong et al., 2007). Nesse contexto, trabalhos relatam, por exemplo, possiveis
infeccBes zoondticas por parasitos do género Trichostrongylus e Oesophagostomum
gue poderiam ter sido facilmente confundidas com ancilostomideos numa rotina
laboratorial. Um trabalho realizado em Laos alerta para a ocorréncia da
tricostrongiliase humana por T. colubriformis a partir da triagem de amostras fecais
humanas pelo método de Kato-Katz e confirmacdo das amostras suspeitas pela
técnica da PCR (Watthanakulpanich et al., 2013).

Estudos filogenéticos e de diversidade genética contribuiram para a
compreensdo do cenario epidemioldgico das geo-helmintiases. Referindo-se aos
ancilostomideos, estudos demonstraram que esses parasitos, assim como outras

espécie de nematoides, podem compor um grupo de espécies cripticas e infectar
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hospedeiros diferentes (Anderson et al., 1998; Blouin, 2002; Leignel et al., 2002; Grillo
et al., 2007; Ghai et al., 2014). Além disso, o0 enfoque para estudos em composicao
genética de N. americanus auxilia na formacéo de estratégias e controle desses
parasitos (Hu et al., 2008). A utilizacao de alvos mitocondriais como cox1 tem permitido
explorar as estruturas genéticas das populacdes de ancilostomideos (Hu et al., 2008;
Moser et al., 2007). A taxonomia molecular de membros do género Necator foi
analisada e observou-se o agrupamento em trés diferentes grupos filogenéticos, onde
N. americanus foi incluido no grupo A e outras espécies deste mesmo género no grupo
B e C (Hasegawa et al., 2014).

Em relagdo a caracterizacdo molecular de Ascaris, Anderson e colaboradores
(1993), através da PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism,
polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo), contribuiram para os
primeiros estudos sobre a similaridade genética de A. lumbricoides e A. suum. O
objetivo foi estudar populacbes simpatricas de Ascaris a fim de explorar ciclos de
transmissdo em uma area da Guatemala onde humanos e porcos viviam
proximamente. A caracterizacdo molecular dessas duas espécies permitiu concluir
gue existiam duas populacdes reprodutivas diferentes com pouco ou nenhum fluxo
génico entre elas, e concluiram que A. suum nao tem carater zoonético na regiao
(Anderson et al., 1993; Anderson & Jaenike, 1997). Por outro lado, evidéncias
moleculares de infec¢des zoondticas por Ascaris tém sido relatadas (Anderson et al.,
1995; Nejsum et al. 2005; Ifiguez et al., 2012). Estudo mais recente, com a utilizacéao
de microssatélites de DNA, identificou que entre 4 e 7% dos Ascaris encontrados na
China e Guatemala, respectivamente, sdo hibridos e apontou para a possibilidade de
infeccBes cruzadas entre suinos e humanos vivendo em contato proximo (Criscione et
al., 2007).

Evidéncias moleculares também forneceram um caminho para a identificacéo de
Trichuris entre primatas humanos e ndo humanos, além de revelar uma potencial
transmissado zoondtica entre os hospedeiros. Através da utilizacao de alvos nucleares,
(ITS, ITS1-5.8S, ITS2), Ravasi e colaboradores (2012) encontraram duas espécies
distintas de Trichuris ocorrendo em humanos e babuinos. Além disso, existemrelatos
sobre a identificacdo de uma provavel nova espécie de Trichuris sp. em primatas nao

humanos, através de genes mitocondriais (cox1, nad5 e rrnL) (Liu et al., 2013). Em



trabalhos sobre a diversidade genética de Trichuris através de andlise das regibes
coxl e ITS, os autores sugeriram a existéncia de sete subgrupos geneticamente
diferentes, encontrados em primatas, incluindo humanos, pertencendo provavelmente

a um complexo de espécies (Xie et al., 2018).

1.4 Tratamento e estratégias de controle: desafios da quimioterapia preventiva
em populacdes de risco

Em 2013, a OMS publicou um documento abrangente com o objetivo de controlar
as doencas tropicais negligenciadas até 2020. Para as geo-helmintiases
especificamente, foi estabelecida a meta de atingir 75% de cobertura de administracao
de medicamentos em massa MDA (mass drug administration - MDA) (anti-helminticos)
em todos os paises endémicos (WHO, 2006; WHO, 2013). Esta iniciativa foi reforcada
na declaracdo de Londres, com o compromisso de empresas farmacéuticas e outras
organizacfes ndo governamentais em apoiar os esforgcos globais para controlar ou
eliminar dez doencas tropicais negligenciadas especificas, incluindo as
geohelmintiases. A fim de garantir 0 uso otimizado desses recursos e obter reducéo
significativa da transmissdo destas parasitoses, seria essencial direcionar as
intervencdes para as comunidades de maior endemicidade. Tem se considerado,
portanto, que a morbidade exercida por essas doencas pode ser controlada pela
guimioterapia preventiva com albendazol e mebendazol. A eliminac&o ou erradicacao
estaria estreitamente ligada ao fornecimento de saneamento béasico para as
populacdes de risco (Gabrielli et al., 2011; WHO, 2015).

Essa importante intervencao de saude publica fornece mais de 1 bilhdo de
tratamentos individuais todos os anos (1,5 bilhdo em 2016) e é endossada por uma
série de resolucdes da Assembleia Mundial da Saude - incluindo as de 2001, 2012 e
2013 - e uma série de consultas informais e relatérios do Comité de especialistas. No
Brasil, algumas regides do pais foram consideradas prioritarias para essas acdes
estratégicas de controle, tendo sido o “Plano Integrado de Agdes Estratégicas 2011-
2015” implementado no pais pelo Ministério da Saude em 2011 (Brasil, 2012). Esse
plano, que inclui a Campanha Nacional de Geo-helmintiases, tem como alvocriancas
de 5 a 14 anos e envolve a administracdo de dose Unica oral de 400 mg de albendazol
anualmente em municipios de alto risco (prevaléncia acima de 20%) para as

geohelmintiases. A politica de tratamento em massa pode apresentar limitacdes, entre
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elas reconhecer a real prevaléncia das geo-helmintiases, o impacto dessas
parasitoses nos diferentes grupos populacionais submetidos a distintos cenérios
ecoepidemiolégicos e a contribuicdo para a subutilizacdo dos laboratérios de
coproparasitologia. Em consonéancia a isso, o tratamento coletivo pode induzir a uma
possivel reducdo na efetividade desses medicamentos e desenvolvimento de
resisténcia dos parasitos aos benzimidazolicos. Além disso, foi observado que ha
diferencas na eficacia dos anti-helminticos frente a diferentes espécies de nematoides
(Albonico et al., 2003; Webster et al., 2014). Deve-se ainda considerar que o carater
cronico e assintomatico das geo-helmintiases, associado as precarias condices de
higiene e saneamento, ainda observadas nessas regides, favorecem a reinfeccéo
(Anderson et al., 2014).

1.5 Helmintiases intestinais: uma abordagem na Saude Unica

A “Saude Unica” (One Health) é definida como um esforco integrador, no qual
profissionais de diferentes especialidades, em abordagem multidisciplinar, atuam no
planejamento e implementacdo de programas, politicas e legislacbes capazes de
promover a saude humana, animal, ambiental e consequentemente melhores
resultados para a saude publica (WHO, 2017). Essa proposta foi idealizada em 2008
e envolveu a OMS, a Organizacdo Mundial para a Saude Animal e a Organizacdo das

Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (OIE, 2013).

A ascencdo sobre a importancia de temas relacionados a Satde Unica tem sido
muito discutida, mesmo ndo sendo uma iniciativa nova. Nos ultimos dez anos, sua
concretizacdo foi mediada na tentativa de contencdo de doencas emergentes de
impacto mundial como a Febre do Nilo Ocidental e a Sindrome Respiratdria do Oriente
Médio (Savi¢ et al.,, 2014). No entanto, ndo atua somente na esfera das doencas
infecciosas de carater zoonatico. Pode ser englogada na area de seguranca ambiental
e na resisténcia aos antibiéticos (WHO, 2017). O sucesso dessa integracdo
interdisciplinar depende da propagacéo deste conceito e para isso, a qualificacdo dos
profissionais da area, estudantes e populacdo e a aplicacdo deve ser continuo e de

maneira interdisciplinar (Gibbs, 2014).

A abordagem Saude Unica se aplica ao controle das helmintiases intestinais,
uma vez que alguns organismos podem ser transmitidos de forma zoondtica na

interface humano-animal. A caracterizac¢do de ciclos de transmissao zoonatica,
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avaliando a presenca de parasitos simultaneamente em humanos e animais
domeésticos, pode contribuir para o aperfeicoamento das estratégias de controle das
helmintiases intestinais. Deve-se considerar que os ciclos de transmissao zoonotica
sdo bidirecionais, ou seja, tanto a espécie humana pode adquirir a infec¢ao a partir de
animais como pode transmitir a esses 0s organismos patogénicos. A caracterizacao
de rebanhos de animais domésticos como “reservatérios” de helmintos capazes de
infectar humanos pode mudar a forma de interpretar as parasitoses intestinais em

regides de criacao extensiva.

1.6 A importancia da popularizacdo da ciéncia no contexto da salde publica

O que é ciéncia? Netto (2008) explica que ciéncia é o auge da expressao da
capacidade racional do ser humano em como definir os fendmenos naturais, sociais e
humanos. Tomando como ponto de partida o século XVII até o presente momento,
pode-se perceber que antes nao havia cientistas profissionais e as pessoas
interessadas em estudar a natureza tinham que despertar a atencdo de aristocratas

gue pudessem |he fornecer apoio financeiro (Bowler, 2009).

O conhecimento cientifico ndo deve interagir com a sociedade passivamente,
mas sim de forma bidirecional, entre a comunidade cientifica e o publico comum. No
final do século XX, desenvolvimentos recentes mostraram novamente a comunidade
cientifica que € necessario envolver o publico no impacto da ciéncia aplicada (Bowler,
2009). Os estudiosos da ciéncia discutem sobre como esta dialoga com a cultura

popular.

O conhecimento cientifico, quando colocado no contexto social, torna-se
relevante para a sociedade e sua importancia sai do ambito académico para ser de
interesse comum (Morales, 2018). Em um cenario no qual as pessoas consideram
ciéncia como algo que ndo faz parte do cotidiano, de dificil entendimento e
aplicabilidade, vé-se a importancia de se discutir acdes de popularizacéo da ciéncia.
Além disso, existe a necessidade de mais profissionais agirem na motivacdo da

sociedade neste debate sobre ciéncia (Diniz & Germano, 2015).

A escola é um espaco que deve ser igualitario e capaz de motivar os alunos na
pesquisa com questionamentos voltados para como fazer ciéncia. Por isso, Candotti

(2002) reforca que no ambiente escolar a popularizagéo da ciéncia pode ser mais bem
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aplicada, por se tratar de um universo com diversidades multiplas e condi¢cbes
favoraveis de aprendizagem. O ambiente escolar deve priorizar a vivéncia que o aluno
traz, com base em suas experiéncias particulares e, juntamente com estratégias
desenvolvidas por educadores e profissionais da saude, promover movimentos sociais

direcionados a transformacéao da realidade (Candau, 2013).

A Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia (SNCT) é um evento anual que
ocorre em todo o pais desde 2004. A SNCT acontece sempre no més de outubro, sob
coordenacao do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo e sob a tematica “Saude
e Ambiente”, estd em consonancia com o ODS 10, da agenda 2030.

O evento tem como objetivo promover, principalmente em criancas e
adolescentes, o interesse pela ciéncia e tecnologia e a discussédo do impacto dessas

acOes, assim como possibilitar suas aplicacdes no dia a dia (Schall et al., 2012).

1.7 Justificativa

O trabalho parte do principio que ha necessidade de gerar conhecimento novo
sobre fendbmeno do parasitismo intestinal, em abordagem multidisciplinar, integrando
a epidemiologia, a parasitologia e a genética molecular, com a perspectiva de
contribuir para o aperfeicoamento das medidas de controle. Embora o parasitismo
intestinal seja um problema de saude publica milenar, novas abordagens tém
emergido em diversos topicos do tema, incluindo o impacto clinico e nutricional, o
potencial zoonadtico das infeccdes e a sua relagdo com a variagdo genética dos
parasitos. Nos ultimos anos, as estratégias de controle tém evoluido na direcao da
“‘quimioprofilaxia” coletiva, os tratamentos em massa, referidos na literatura como
ADM. Com relacéo as geo-helmintiases, topicos como a epidemiologia molecular, a
genética evolutiva e a caracterizacdo de potenciais ciclos zoonéticos de transmissao

precisam ser mais estudados no Brasil.

N&o ha dados, no pais, sobre a diversidade genética dos ancilostomideos em
infeccbes humanas, sendo necessario identificar o perfil de espécies envolvidas nos
ciclos de transmissdo em areas endémicas. Isto inclui a necessidade de identificar, por
DNA barcoding, parasitos zoonéticos da ordem Strongylida (atualmente classificada

por ordem Rhabitidida), como Trichostrongylus spp. e Oesophagostomum
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spp. em humanos e animais domésticos, além de estimar a sua prevaléncia, a

distribuicdo e descrever os fatores associados nas areas endémicas.

Sao escassos também os dados sobre a diversidade genética de Ascaris
lumbricoides / Ascaris suum circulantes em humanos e suinos vivendo em estreito
convivio em areas rurais no Brasil. H4 possibilidade de transmissédo zoonética, que
pode ser identificada por andlises em epidemiologia molecular. Para tanto, também é
necessario o estudo da prevaléncia, da distribuicdo e dos fatores associados a
ascaridiase em areas endémicas, com énfase na caracterizacdo da transmisséo

zoonotica.

Dentro deste contexto, é importante a conscientizacdo e integracdo da
populacéo. O estudo das parasitoses intestinais sob a perspectiva de Saude Unica
nos permite o entendimento da dinamica de transmissao dos parasitos entre diferentes
hospedeiros e no planejamento de novas estratégias para controle.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Explorar ciclos zoonadticos de transmissdo de nematoides intestinais, em uma

abordagem de Satde Unica, em diferentes areas rurais e periurbanas no Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

« Estimar a prevaléncia, a carga parasitaria, a distribuicdo e os fatores associados
as geo-helmintiases em populacdes rurais do estado do Piaui;

» Caracterizar as espécies de ancilostomideos identificados em humanos em
populacdes rurais dos estados do Piaui e Ceara através de ferramentas de
taxonomia molecular;

+ Realizar inferéncias filogenéticas e evolutivas sobre os ancilostomideos que
infectam populacdes rurais nos estados do Piaui e Ceard;

» Caracterizar as espécies de nematoides identificados em animais de producéo
em comunidades rurais nos estados do Piaui e Ceard através de ferramentas de
taxonomia molecular;

» Desenvolver uma nova abordagem para a recuperacdo de DNA parasitario a

partir de laminas de Kato-Katz;
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+ Realizar inferéncias filogenéticas sobre os parasitos do género Ascaris em
populagbes humanas e animais de producdo obtidos nos estados do Piaui,
Ceara, Amazonas e Rio de Janeiro;

« Envolver os participantes na problematizacéo sobre a transmissao dos parasitos

intestinais e sua prevencdo através de atividades de popularizacdo da ciéncia.

13



3. RESULTADOS
3.1. Focal persistence of soil-transmitted helminthiases in impoverished areas
in the State of Piaui, Northeastern Brazil
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ABSTRACT

This study aims to describe the prevalence, distribution, and factors associated with
soil-transmitted helminthiases (STHs) inrural localities in Piaui, Brazil. Two cross-sectional
surveys (n=605 subjects; 172 families) were carried out in order to obtain socio-demographic,
anthropometric, spatial and parasitological data. Parasites were evaluated using Kato-Katz
and centrifugal sedimentation techniques. Eggs were measured to assess infection with
zoonotic Strongylida parasites. Kernel maps were constructed with Q-GIS. The prevalence
of hookworm infection was 12.4% (75/605). Other helminthes found were Trichuris
trichiura (n=1; 0.2%) and Hymenolepis nana (n=1; 0.2%). The hookworm positivity rate was
significantly lower among subjects who had used albendazole when compared with individuals
who had not used anthelmintics or had used antiprotozoal drugs in the last 6 months (8/134
[6.0%] vs. 59/415 [14.2%]; p=0.009). A total of 39/172 (22.7%) families had at least one
infected member. The association between the number of dwellers and hookworm positivity
in the family was present in a logistic regression multivariate model. Assessment of worm
burdens showed 92.2% light, 6.2% moderate, and 1.6% heavy infections. Hookworm eggs
(n=34) measured 57.2 - 75.4 pm in length and 36.4 - 44.2 ym in width (mean + SD = 65.86
+4.66 pm L and 40.05 = 1.99 um W), commensurate with human hookworms. Hotspots
suggest that transmission has a focal pattern. STHs persist in impoverished rural areas in
Northeastern Brazil where currently available control strategies (mass drug administration)
apparently do not allow the elimination of the infection.

KEYWORDS: Soil-transmitted helminthiases. Hookworm. Prevalence. Epidemiology.
Northeast Brazil.

INTRODUCTION

Soil-transmitted helminthiases (STHs) are neglected, poverty-related diseases
with higher prevalence in developing countries. These parasites require passage
through the soil for the maturation of their infective stages. Among the geohelminths,
Ascaris lumbricoides and Trichuris trichiura are transmitted by ingestion of eggs,
while the infective larvae of the hookworms actively penetrate the skin of the host.
They cause insidious damage to the host, leading to growth and development deficits
and micronutrient deficiencies'?. Global STH prevalence estimates demonstrate that
ascariasis is the most common STH, with 819 million infected subjects, followed
by trichuriasis with 464 million, and hookworm infection with 438 million®,
Moreover, hookworm infection is associated with 3.2 million disability-adjusted
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life years (DALY's) and iron-deficiency anemia in tropical
regions®. The relationship between intestinal helminthiases
and malnutrition has been demonstrated. Depending on
the worm burden, acute complications occur. Ascariasis is
associated with intestinal obstruction, and trichuriasis with
rectal prolapse.

In developing countries, the current control strategy
for STHs is based on mass drug administration (MDA)
in preschool- and school-aged children®. MDA has been
successfully performed in high-prevalence countries in
Asia, sub-Saharan Africa, and Latin America, leading to
a reduction in both the prevalence and worm burden®”. In
Brazil, MDA is implemented in schools, targets children
aged 5-14 years and involves the periodic administration
of a single oral dose of 400 mg albendazole by teachers
in selected high-risk municipalities. In Brazil, virtually
all children aged 5-14 years attend schools. In the
municipalities not targeted by school-based MDA programs,
anthelmintics are freely distributed by the primary health
care system often without performing parasitological
analyses. However, this policy presents limitations,
such as differences in drug effectiveness against distinct
parasite species with a possible reduction in drug activity,
development of resistance and reinfections®'".

Considering the hypothesis that STH transmission can
persist in impoverished areas despite the implementation
of control measures, the purpose of this study was to
assess STH prevalence, spatial distribution, and associated
risk factors in a predominantly rural area of Piaui State,

Northeast Brazil, a region where hygiene, access to clean
water, and sanitation are inadequate.

MATERIALS AND METHODS
Ethics statement

This study was approved by the Ethics Research
Committee of the Oswaldo Cruz Institute/Oswaldo
Cruz Foundation (FIOCRUZ), license N° CAAE:
12125713.5.0000.5248. Written informed consent was
obtained from participants or their guardians (parent/
guardians provided written informed consent on behalf
of any child participants under the age of 18 years). In
addition, assent was obtained from participants aged less
than 18 years. All data used in the study were anonymized.

Study area

The study was carried out in the municipality of Nossa
Senhora de Nazare (NSN) in Piaui State, located in Northeast
Brazil (04° 56’24 S and 37° 58" 33" W) comprising an area
of 356,264 km? (Figure 1) and the population is estimated
at4,556 inhabitants. It is distant from the capital (Teresina)
about 140 km and the municipality exhibits a low (0.586)
human development index (Brazilian Institute of Geography
and Statistics IBGE, census 2010)'2. The population of the
study region is predominantly rural (rural population=70%
[3,193/4,556]) living in close contact with domestic sheep,
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Figure 1 - Geographic location of Nossa Senhora de Nazare in Piaui State and aspect of two visited houses
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goats and pigs. The public primary health care system
covers the entire local population.

Study design, sampling strategy, and characteristics
of sampled population

A cross-sectional survey (27 localities; 172 families/
houses; n=605 subjects) was carried out in two steps, the
first from August to September 2014 (n=298; 81 families/
houses, dry season) and the second from May to July 2015
(n=307; 91 families/houses, rainy season) (Figure 2). In
each year, the sampling strategy was designed to include
all families with children of the selected localities within
the municipality. The localities were selected based on the
possibility of access by car, since some are geographically
isolated. The number of localities corresponds to 1/3 of the
total number in the municipality. This way, in each year
we were able to include around 6.5% of the municipality
population. Age distribution of the sampled population
was as follows: 0 — 14 years, n=217 (35.9%); 15 - 21
years, n=70 (11.6%); 22 — 45 years, n=180 (29.7%);
46 — 60 years, n=75 (12.4%); > 60 years, n=54 (8.9%):;
unknown age, n=9 (1.5%). Concerning sex, 327/605
(54%) were female. From the sampled population, 134
subjects (22.1%) had used albendazole and 54 (8.9%) had
used mebendazole in the last six months. With respect to
education, from 373 adults, 77 (20.6%) were illiterate, 226
(60.6%) had up to four years of education. and 70 (18.8%)
had five or more years of education. From 172 families,
107 (62.2%) performed open defecation, 27 (15.7%) lived

ses in impoverished areas in the State of Piaui, Northeastern Brazil

in houses with uncoated clay floor and 38 (22.1%) were
extremely poor (monthly per capita familiar income less
than 1 USD). The studied municipality is not included in
Brazilian MDA programs.

Members of the research team visited the houses in
order to distribute plastic bottles without preservatives
for the collection of fecal samples and to gather socio-
demographic, anthropometric and sanitation data through
face-to-face interviews. Fecal samples where recovered 24 h
or 48 h after the bottles were distributed, in a second visit
and third visit, if necessary. After the study, the research
team conducted health education practices, which involved
health care (prevention and correct drug administration
measures) and talks for schools (data not shown).

Anthropometric measurements

In order to estimate the impact of STHs on the physical
development of children, weight and height measurements
were obtained from individuals aged up to 14 years.
Weight was measured to the nearest 0.1 kilogram using
a digital floor scale. Standing height was measured with
a steel measuring tape coupled to a steel framing square.
Standard deviation scores (Z-scores) (height-for-age
[HAZ], weight-for-height [WHZ], and weight-for-age
[WAZ]) were calculated using the NutStat module in Epi
Info™ 2000 (Centers for Disease Control and Prevention
[CDC], Atlanta, USA) and the World Health Organization
(WHO) growth chart'®. Stunting (chronic malnutrition),
wasting (acute malnutrition), and underweight (undefined

Cross-sectional surveys in
the state of Piaui
(2=27 localities)
605 subjects
2014, n=298
2015, n=307
(172 famdies’houses)
Kato-Katz and Ritchie
techniques vorm i i
= Kol Nuidonal staus
Hooloworm infection Kty saars assessmentin children
positivity rate aged less than 14 years
75/605 [12.4%)] ik
l_Iﬁ | [ { 1
[ | ] ing(HAZ <-2) [ Underweight (WAZ<2) | Wasting(WHZ <-2)
2014 2015 Heavy Moderate Light Hookwom-positive || H, positive 331 | Hookwonn-positiv
n=35208 2= 407307 (24,000 epg) (2000 —3.999 epg) | (1-1999 epg) 4530 [13.3%] 9-7%] 021
1117%) (13.0%) n=1[1.6%) n=4[62%] =59 [922%] Hookwonn-negative ativ H gative
131181 [7.2%] 24/191 [126%) 4139 [2.8%)]

Figure 2 - Flowchart depicting sample size and main results of the cross-sectional surveys performed in Nossa Senhora de Nazare,
State of Piaui, Brazil. Legenda: EPG: eggs per gram of feces; HAZ: height-for-age z-scores; WHZ: weight-for-height z-scores; WAZ:

weight-for-age z scores
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malnutrition) were defined by HAZ, WHZ, and WAZ < -2,
respectively, in the reference population™.

Laboratory procedures

Parasitological examinations were performed by the
formalin-ethyl acetate centrifugation method (modified
Ritchie technique) and the quantitative Kato-Katz thick
smear technique (Helm Test® kit, LabHouse, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil)'>'®. The parasitic load
was estimated using the Kato-Katz technique (eggs per
gram - epg of feces). The hookworm infection intensity was
classified into light (1-1,999 epg), moderate (2,000-3,999
epg), or heavy (24,000 epg)'’. The sucrose spontaneous
flotation technique was performed for hookworm-positive
individuals in order to facilitate egg measurement. An
ocular micrometer was used to measure the eggs. These
measures were used to aid the differentiation and provide
initial information about the possibility of infection with
the zoonotic Strongylida Trichostrongylus sp. As reference
measures, we used the following: i) 63-80 pm x 35-49
um for Necator americanus, ii) 60-77 pm x 35-45 um for
Ancylostoma duodenale, and iii) 75-95 pm x 40-50 pm for
Trichostrongylus sp.'®'®. The R program v.3.2.3 was used
for the descriptive statistics of egg measurements.

The results of the parasitological examinations were
delivered to each study participant, and a treatment was
performed with a 3-day course of mebendazole (100 mg
twice a day) for STHs.

Spatial analyses

The base map was acquired from IBGE (Brazilian
Institute of Geography and Statistics). The coordinates
of the sampling sites were determined using a hand-held
Global Positioning System (GPS) receiver and were
recorded in the SAD 69 datum (South American Datum
1969) geodetic coordinate system. For exploration and
modeling, the maps were analyzed for spatial point patterns
using the Kernel method. A quartic analysis method was
used to allow spatial variation in the point densities,
evaluating only the first-order effects. The spatial data
were analyzed in a (Geographic Information System) (GIS)
platform using the open-source (Quantum GIS) QGIS
(version 2.14.3 Essen) a free and open source geographic
information system software.

Statistical analyses

Two distinct analytic approaches were performed. At
the individual level, we compared the positivity rates by
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season, by anthelmintic use, and by sex with Fisher’s exact
test. Positivity in distinct educational levels and age groups
were compared with chi-square test for linear trend. The
frequencies of distinct forms of malnutrition (i.e. acute,
undefined or chronic, see description below) were compared
in the hookworm-positive and hookworm-negative groups
of children with Fisher’s exact test. At the family level,
positivity rates (i.e. at least one positive person in the house)
by site of defecation, type of floor, number of inhabitants,
presence of extreme poverty, and presence of pigs, goats,
sheep and type of soil were compared with Fisher’s exact
test. A multivariate analysis was performed through logistic
regression. In the multiple logistic regression model, the
outcome was hookworm positivity. The predictors, assessed
simultaneously, were season, number of dwellers living in
the domicile, type of floor, type of soil, site of defecation,
presence of extreme poverty, and presence of goats, pigs
and sheep in the peridomicile. The correlation between the
intensity of infection (eggs per gram [epg]| of feces) and
age was assessed through partial correlation, assessing the
Spearman’s (Rho) coefficient and its statistical significance.
Comparison of egg counts in the rainy and dry seasons were
performed with the Kruskall-Wallis test). For all analyses,
alpha-level was set at 5% (p<0.05). Statistical analyses were
performed with SPSS® (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

RESULTS

The overall prevalence of hookworm infection was
12.4% (75/605). There was no infection by Ascaris
lumbricoides. Other helminth infections were found to
a lesser extent: Trichuris trichiura (n=1; 0.16%) and
Hymenolepis nana (n=1; 0.16%). The prevalence rates
of hookworm infection in the dry (2014) and rainy
(2015) seasons were 11.7% (35/298) and 13% (40/307),
respectively (p=0.631) (Table 1). Prevalence reached
12.1% and 14.8% among preschool (0 - 5 years-old) and
school (6 - 14 years-old) aged children and positivity
rates were similar in distinct age groups (Table 1). The
positivity rate was similar among males (40/278 [14.4%])
and females (35/327 [10.7%]), p=0.170. In addition,
hookworm positivity was not significantly different
among adults with less than four study years (illiterate
11/77 [14.3%] and 1-4 study years 31/226 [13.7%] vs.
> 4 study years 3/70 [4.3%]; p=0.052; Table 1). The use
of antiparasitic drugs up to 6 months prior to this study
was evaluated: 188 (31.07%) subjects used anthelmintic
drugs (134 [22.14%] used albendazole and 54 [8.9%]
used mebendazole), and 267 (44.3%) subjects used
antiprotozoal drugs (252 [41.7%] used metronidazole and
15 [2.5%] used secnidazole). The hookworm positivity
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rate was significantly lower among subjects who had used
albendazole when compared with individuals who had
not used anthelmintics or had used antiprotozoal drugs
in the last 6 months (8/134 [6.0%] vs. 59/415 [14.2%];
p=0.009). Positivity rates in subjects previously treated
with mebendazole were not significantly different from
those of individuals treated with albendazole (p=0.078).

Table 1 - Hookworm positivity rates in distinct age groups,
genders and seasons in Nossa Senhora de Nazare, State of
Piaui, Brazil, 2014-2015

Hookworm
positivity rate P Vel

Season
D 11.7% (35/298
F{a?i'ny 13% (4(10/307)) 0631
Age in years™
0-5 12.1% (11/91)
6-14 14.8% (22/149)
15-21 19.2% (9/47)
22-45 10.6% (19/180) 0.144
46-60 12.0% (9/75)
> 60 7.4% (4/54)
Unknown 11.1% (1/9)
Use of antihelmintics in the last 6 months™*
Albendazole 6.0% (8/134)
Mebendazole 14.8% (8/54)
None or only antiprotozoal drugs 14.2% (59/415)
Unknown 0.0% (0/2)
Sex
Male 14.4% (40/278)
Female 10.7% (35/327)
Education in adults
llliterate 14.3% (11/77)
1-4 study years 13.7% (31/226)  0.052
> 4 study years 4.3% (3/70)

*Chi-square for linear trend **Albendazole vs. none or only
antiprotozoal drugs

Considering hookworm positivity in the family, a total of
39/172 (22.7%) families had at least one infected member
(Table 2). In the univariate analyses, houses with more
than four subjects presented higher hookworm positivity
when compared to houses with four or less inhabitants.
In addition, positivity in families living in houses with an
uncoated clay floor and in those families possessing sheep
was significantly higher. Positivity was similar in houses
situated in sandy and clayey soil (Table 2). The association

Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 2018:60:¢24

between the number of dwellers and hookworm positivity
in the family was also present in the logistic regression
multivariate model (Table 2).

In 85.3% (64/75) of hookworm-positive individuals, the
infection intensity could be assessed: 59 (92.2%) had light,
4 (6.2%) had moderate and 1 (1.6%) had heavy hookworm
infection intensity. Partial correlation analysis showed
higher fecal egg counts in younger subjects, but this was not
statistically significant (Rho=-0.202; p=0.101) (Figure 3).
The median parasite load was similar in the dry and rainy
seasons (288 epg [interquartile range = 72 — 912 epg] vs.
168 epg [48 — 312 epgl, p=0.211).

Hookworm eggs (n=34) measured 57.2 - 75.4 um in
length and 36.4 - 44.2 um in width (mean + SD = 65.86 +
4.66 um L and 40.05 = 1.99 um W), commensurate with
human hookworm (Figure 4A and B).

It was observed that 60% of the positive subjects were
situated in only 2 of the 27 studied localities (Sao Paulo
and Passa Bem) and therefore the spatial distribution of
hookworm infection presented a focal pattern. The Kernel
density map identified six hotspot areas in the municipality
of NSN (Figure 5), representing higher transmission areas
that present hookworm prevalence = 20%.

The frequencies of distinct forms of malnutrition were
not significantly distinct among hookworm-positive and
hookworm-negative subjects (not shown). Nevertheless,
the frequency of stunting in hookworm-infected children
(4/30 [13.3%]) was almost twice the frequency observed
in hookworm-negative children (13/181 [7.2%]), but this
was not statistically significant (p=0.207). The proportions
of underweight hookworm-positive and hookworm-
negative children were 3/31 (9.7%) and 24/191 (12.6%),
respectively (p=0.458). The frequency of wasting was 0/21
in hookworm-positive and 4/139 (2.8%) in hookworm-
negative subjects (p=0.574).

DISCUSSION

Our results demonstrate a moderate prevalence of
hookworm infection in NSN, Piaui State, Brazil. According
to the WHO and the Brazilian Ministry of Health, regions
with an STH prevalence above 20% are considered to be at
higher risk and are included in the MDA programs®. The
prevalence of STHs in different Brazilian municipalities
is largely unknown, and adherence to the MS-funded
MDA program is an option of local health authorities.
The municipality studied has chosen not to join the MDA
program?'. Retrospective data analyses have estimated
that the prevalence of hookworm infection in Brazil has
undergone a drastic decrease in the past 20 years, with
expected prevalence rates of 1.7%?22 and 2.5%%. A previous
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Table 2 - Hookworm positivity rates by family (at least one positive subject in the house) in distinct sociodemographic settings in
Nossa Senhora de Nazare, State of Piaui, Brazil, 2014-2015

Crude Odds ratio

Adjusted Odds ratio

Characteristic Hookworm Positivity (95% Cl) p-value (95% Cl) p-value

Season
Dry 16/91 (17.6%) 1.85 (0.90-3.83) 0.065 1.57 (0.70-3.48) 0.267
Rainy 23/81 (28.4%)

Number of dwellers
<4 15/103 (14.6%) 0.31 (0.15-0.66) 0.001 0.29 (0.13-0.67) 0.003
>4 24/69 (34.8%)

Type of floor
Uncoated floor 11/27 (40.7%) 2.87 (1.20-6.86) 0.017 1.43 (0.52-3.97) 0.480
Ceramic — coated floor 28/145 (19.3%)

Type of soil
Sandy 29/127 (22,8%) 1.03 (0.45-2.34) 0.555 1.23 (0.40-3.71) 0.716
Clayey 10/45 (22,2%)

Site of defecation
Open defecation 22/91 (24.2%) 1.20 (0.58-2.46) 0.376 1.03 (0.39-2.69) 0.938
Latrine 17/81 (21%)

Extreme poverty”
Yes 8/38 (21.1%) 0.89 (0.37-2.16) 0.501 0.73 (0.27-2.00) 0.551
No 30/131 (22.9%)

Presence of goats
Yes 7/34 (20.6%) 0.85% (0.34-20.15) 0.472 1.61(0.52-4.95) 0.402
No 32/138 (26.2%)

Presence of pigs
Yes 23/104 (22.1%) 0.92 (0.44-1.90) 0.485 0.85 (0.36-2.01) 0.723
No 16/68 (23.5%)

Presence of sheep
Yes 0/21 (0%) Undefined 0.003 Undefined 0.962
No 39/151 (25.8%)

* Per capita monthly familiar income < RS$ 70; missing information for one family
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Figure 3 - Scatter plot depicting hookworm egg fecal counts
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living in houses with an uncoated clay floor. Despite we
did not identity an association between open defecation and
hookworm infection at the family level, the high proportion
of open defecation in the studied localities can contribute
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of larvae in the peridomestic environment and creates a
favorable environment for perpetuating the biological cycle
of hookworm and reinfection®. In addition, it was observed
that hookworm positivity is significantly associated with
overcrowding and lower educational status.

In the studied area, the sociodemographic and
environmental scenarios favorable to transmission seems
to be spatially concentrated, which could explain the focal
pattern of spatial distribution of hookworm infection. The
majority of hookworm-positive individuals were found to
inhabit only a few localities. This suggests that a spatially
targeted approach for hookworm interventions, including
hookworm surveys, should be prioritized in high-risk areas.

We observed that hookworm infection was homogenously
distributed among different age groups pointing to the
necessity of expanding the program for adults, as has been
discussed in some studies, providing an effective control
measure to interrupt transmission®'*2, No statistically
significant associations were observed between stunting,
wasting, orunderweight and hookworm infection in children.
As expected, the prevalence of hookworm infection in
individuals who used albendazole (up to 6 months prior to
the analysis) proved to be significantly lower. In NSN, the
public health service provides free antiparasitic drugs for the
treatment of STHs. The treatment regimen used is usually a
single 400 mg albendazole dose, although resistance to this
drug is already considered a problem and its efficacy against
different STH species is variable®,

Human infection with the zoonotic nematode
Trichostrongylus sp. has been described in Brazil and other
countries, especially in rural areas and in populations living in
close contact with sheep and goats®<7. Although there is little
overlap in the length and width measurements, the eggs found
in this study were attributable to hookworms. A morphologic
study of larvae obtained in coprocultures in addition to the use
of molecular taxonomic tools is needed in order to definitively
rule out the possibility of misidentifications and infections
with zoonotic Strongylida such as Trichostrongylus sp.

Currently, there is a consensus concerning a reduction
in the STH burden in developing countries, including
Brazil?2%, Our results are in agreement with this proposal,
with the exception of hookworm infection. We observed the
absence of A. lumbricoides infection and scarce T. trichiura
infections in NSN. The reduction in transmission of orally
ingested STHs can be partially related to improvements
in drinking water supplies and efficient primary health
services. On the other hand, the persistence of open
defecation and inadequate solid excreta elimination can
favor the transmission of skin-penetrating STHs, such
as hookworm?®®, The results can be generalized to small
rural communities in the Brazilian semiarid region with
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similar socio-environmental characteristics and point to the
need of current policies improvements for STH control in
economically impoverished rural regions of Brazil.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Hookworm infection persists focally in rural communities in Brazil. In this study, we analyze the mitochondrial

Hookworm nucleotide sequences obtained from hookworms infecting humans in order to characterize species composition

coxl and assess their genetic diversity and phylogenetic relationships. Field expeditions and cross-sectional surveys

Nort-heas(ern were carried out in three Brazilian municipalities from 2013 to 2017: Nossa Senhora de Nazaré (n = 605) and

Brazil. Teresina (n = 297), in the state of Piaui, and Russas (n = 213) in the State of Ceara. Parasitological methods
were used to evaluate fecal samples. Hookworm-positive samples had a partial mtDNA cox1 amplified and
sequenced. Maximum-likelihood and Bayesian analysis demonstrated two strongly-supported clades, including
Group A, corresponding to Necator americanus, and Groups B and C, corresponding to Necator sp. Group A was
divided into three main clusters: A1 grouped with Asian sequences, A2 grouped with African sequences, and A3
had only Asian sequences. Group B was closely related to Necator sp., showing a sequence similarity of 98%-99%
with African samples circulating zoonotically among humans and non-human primates. Twenty three N.
americanus haplotypes were identified. N. americanus Median-Joining network revealed three distinct groups,
designated again as Al, A2, and A3. Group Al presented a star-like shape, with one dominant haplotype. The
molecular dating suggested that the two clades dividing N. americanus and Necator sp. began to diverge during
the middle Pleistocene. The most recent common ancestor among N. americanus groups was dated to the late
Pleistocene. Hookworms circulating in the studied communities are structured in well-defined subpopulations
presenting both Asian and African genetic backgrounds. This reveals a double origin for hookworms in north-
eastern Brazil and opens up new possibilities in phylogeographic, evolutionary, and molecular epidemiological
studies in regions where hookworms persists focally, despite control efforts. The presence of potentially zoonotic
species and the specific identification of Necator sp. should be further investigated.

1. Introduction

Hookworms are soil-transmitted helminths (STH) that inhabit the
small intestine of their hosts, sucking blood from the mucosa, which
they adhere to through buccal parts. The blood loss they produce leads
to varying degrees of iron-deficiency anemia, which is potentially se-
vere (Casmo et al., 2014). Hookworm infection is one of the most
widespread parasitic diseases in the world, affecting approximately 500
million people, mainly in developing countries (Bartsch et al., 2016).

Three major hookworm species infect humans: Necator americanus,
Ancylostoma duodenale, and, less frequently, Ancylostoma ceylanicum
(Loukas et al., 2016; Traub, 2013). Of the two main species, N. amer-
icanus can be considered more prevalent with having a global geo-
graphic distribution, while A. duodenale occurs mainly in the Medi-
terranean region, in northern China and India, and in northern Africa
(Loukas et al., 2016).

In Brazil, the expansion of primary healthcare, improving sanita-
tion, and the periodic administration of albendazole has led to a
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substantial decrease in the prevalence of hookworm infection and other
STH (Chammartin et al., 2014). Nevertheless, enteric parasitic disease
persists focally in rural areas, mainly in the north and northeast regions
of the country (Béia et al., 2006; Carvalho-Costa et al., 2007; Monteiro
et al., 2018).

Concerning potentially zoonotic hookworm species, some previous
work has reported the circulation of Necator sp. (presumably Necator
gorillae by molecular and morphological methods) in Africa, among
both humans and non-human primates (Hasegawa et al, 2014;
Hasegawa et al., 2017; Kalousova et al., 2016). Human infections with
other zoonotic parasites of the Strongylida order, such as Trichos-
trongylus sp. and Oesophagostomum sp. have also been described
(Blotkamp et al.,, 1993; Gasser et al., 2006; Goldsmid, 1968; Lattes
et al., 2011; Polderman and Blotkamp, 1995; Sato et al., 2011). Eggs
from these parasites are not easily distinguished from hookworm eggs
through light microscopy, and molecular approaches have demon-
strated that misidentifications may be frequent (Verweij et al., 2001;
Yong et al., 2007).

Mitochondrial (mt) DNA, such as cytochrome ¢ oxidase subunit 1
encoding gene (cox1), has been used for specific identification, allowing
for the genetic diversity to be evaluated and the genetic structure of
hookworm parasites in some countries to be described (Gasser et al.,
1998; Hawdon et al., 2001; Hu et al., 2002a; Hu et al., 2008; Kalousova
et al., 2016).

Early molecular genetic studies with non-mitochondrial markers
have pointed to substantial genetic differences at rDNA level (ITS-2),
which suggests great population variation and the possibility of cryptic
species when adult N. americanus from Africa and Malaysia are com-
pared (Romstad et al., 1998). Later, the evaluation of complete mi-
tochondrial DNA (12 genes) by nucleotide sequencing confirmed a large
genetic divergence between N. americanus specimens from Africa and
Asia (Hu et al., 2003). These genetic markers have not yet been applied
for the species identification of hookworm in the American continent.
In this study, we analyze mitochondrial nucleotide sequences obtained
from hookworms infecting humans in northeastern Brazil - retrieved
from GenBank - in order to characterize their species composition, to
assess their genetic diversity and to perform phylogenetic inferences.

2. Methods

2.1. Study area, identification of hookworm-positive fecal samples, and
ethics approval

Field expeditions and cross-sectional surveys were carried out in
three Brazilian municipalities: Nossa Senhora de Nazaré (NSN,
n = 605) and Teresina (TER, n = 297), in the state of Piaui, and Russas
(RSS, n = 213) in the State of Ceard (Fig. 1), from 2013 to 2017.
Parasitological methods (centrifugal-sedimentation with ethyl acetate
and detergent, Kato-Katz thick smears, sucrose fluctuation, and Harada-
Mori coprocultures) were used to evaluate fecal samples. The general
abiotic conditions of each site, the prevalence rates of hookworm in-
fection and the main population characteristics in each study area are
presented in Table 1. A portion of the hookworm-positive fecal samples
were cryopreserved, stored in microcentrifuge tubes and transported to
the Laboratory of Epidemiology and Molecular Systematics/Oswaldo
Cruz Foundation in Rio de Janeiro. 2g of fecal samples or 1 mL of
larvae-positive water from Harada-Mori technique were cryopreserved
at —80 °C until the DNA extraction. This study was approved by the
Research Ethics Committee (Comité de Etica em Pesquisa, Instituto Os-
waldo Cruz - Fiocruz, CAAE: 12125713.5.0000.5248).

2.2. DNA extraction and amplification, and the partial sequencing of
cytochrome ¢ oxidase subunit 1 gene

DNA was extracted from total fecal samples or larvae (n = 109)
using the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

Infection, Genetics and Evolution 68 (2019) 105-112

according to the manufacturer's instructions. Partial mtDNA cox1 gene
was amplified using Platinum Taq DNA Polymerase kit (Invitrogen,
Waltham, USA). This set of primers was chosen to enable the DNA
barcoding identification of other zoonotic parasites of the order
Strongylida (Prosser et al., 2013). The PCR conditions were as follows:
initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles of 94 °C for
40s, 55°C for 40 s, 72 °C for 1 min, and a final extension at 72 °C for
5min. The PCR products were mixed with GelRed® Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium, Hayward, CA, USA), electrophoresed in a 1.5% agarose
gel plate and detected using a UV illuminator (using the Camera
Window Canon Power Shot S5 IS Software). After electrophoresis, DNA
was extracted from the gel or directly purified with Illustra GFX PCR
DNA and a Gel Band Purification kit (GE HealthCare, Pittsburgh, USA).
PCR products were subjected to sequencing using the BigDye Termi-
nator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Foster City,
USA) in both directions using M13F 5’ - TGT AAA ACG ACG GCC AGT -
3’ (forward) and M13R 5’ - CAG GAA ACA GCT ATG AC - 3’ (reverse)
(Messing, 1993). Capillary electrophoresis was performed in an
ABI3730 automated DNA sequencer (Applied Biosystems). In order to
test for the presence of two or more haplotypes in the same individual,
samples with overlapping peaks on electropherograms were cloned
using pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI, USA)
using Escherichia coli DH5-alpha cells on Brain Heart Infusion Broth
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in disposable plates. Sequencing
was performed as described above using the universal primers T7 5" -
TAA TAC GAC TCA CTA TAG G - 3’ (forward) and SP6 5’ — GAT TTA
GGT GAC ACT ATA G - 3’ (reverse).

2.3. Data analysis

The nucleotide sequences were edited and analyzed with BioEdit
v.7.0.9.0 and Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v.6.0
software (Hall, 1999; Tamura et al., 2013). The Basic Local Alignment
Search Tool - BLAST (National Center for Biotechnology Information —
NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) was used to verify nucleotide
similarity with hookworm sequences from GenBank. Alignment pro-
blems, if any, were manually corrected. The whole mitochondrial
genome of N. americanus (GenBank accession number AJ417719) was
used as a reference sequence for the determination of variable posi-
tions. Orthologous sequences (n = 33) were retrieved from GenBank
(Nucleotide NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) (S1
Table) (Hasegawa et al., 2017; Hawdon et al., 2001; Hu et al., 2002b;
Hu et al., 2003; Shi et al., 2018). Bioedit v.7.0.9.0 software was used for
fitting the sequences into equal fragments (Hall, 1999).

Initial phylogenetic inferences were performed by Maximum
Likelihood (ML) method (465 bp) using MEGA v.6.0 software (Tamura
et al., 2013). Evolutionary distances were computed using the Kimura's
two-parameter (K2P) model. The clade stability of the branding topol-
ogies of cox1 sequences was evaluated using 1000 replicate bootstrap
values. Ancylostoma spp. sequences were used as an outgroup (S1
Table). A dissimilarity matrix was calculated for determining the ge-
netic distance among the sequences using MEGA v.6.0 software
(Tamura et al., 2013).

A Median-Joining network based on distance criteria was con-
structed (483 bp) in order to establish the overall pattern of the in-
traspecific mitochondrial genetic variation of N. americanus using
Network v.4.6.1.6 software (http://www.fluxus-engineering.com/)
(Bandelt et al., 1999). The DNA Sequence Polymorphism (DNASP)
v.5.10.01 software was used for editing the files (Librado and Rozas,
2009).

Bayesian inference (BI) was estimated for cox1 haplotypes using
BEAST v.1.8.2, with 100 million generations (Drummond et al., 2012).
The most appropriate substitution model of sequence evolution for the
Bayesian tree was the Hasegawa-Kishino-Yano model (HKY) +1I in
jModelTest v.2.1.10 (Darriba et al., 2012). The approximate divergence
time was estimated using an uncorrelated log-normal strict molecular-
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Fig. 1. Geographical location of the study in Piaui and Ceara state, northeast, Brazil.

clock model. The tree was generated using TreeAnnotator v.2.0.3 with
25% burn-in (Rambaut and Drummond, 2015). Branch-specific rates
and lengths were visualized with FigTree v.1.4.2 software (Rambaut,
2014). A Bayesian skyline plot analysis (BSP) to estimate the change in
population size over time for each Necator spp. haplotype was im-
plemented in BEAST v.1.8.2 (Drummond et al., 2012). Plus, a piece-
wise-constant skyline model was selected. The molecular evolutionary
rate of cox1 was fixed at 0.01 substitutions per site per million years ago
(Mya) according to the substitution rate for nematode mtDNA (Zarlenga
et al., 2006). Tracer v.1.5 software was then used to reconstruct the
demographic history over time (Rambaut and Drummond, 2009).

Table 1
Characteristics of the three studied localities.

3. Results

36 cox1 sequences were successfully amplified, bidirectionally se-
quenced, and used for molecular taxonomy and phylogenetic analysis.
24 (66.6%) samples were from NSN (Piaui state), 11 (30.6%) from TER
(Piaui state), and 1 (2.8%) from RSS (Ceara state).

Maximum Likelihood reconstruction (Fig. 2) based on 465 bp cox1
sequences showed two strongly-supported clades belonging to Necator
genus, including Group A, corresponding to sequences belonging to the
N. americanus species, and Groups B and C, corresponding to Necator sp.
Necator americanus was the predominant species and was characterized
in 32 Brazilian sequences (NSN, n = 19; TER, n = 12; and RSS, n = 1).
They presented 94-99% nucleotide similarity with each other and with
reference sequences. Group B was composed of four Brazilian sequences

Characteristic Russas (Ceard) Nossa Senhora de Nazaré (Piauf) Teresina (Piaui)
Biome Caatinga Cerrado-Caatinga Cerrado
Rainfall 775.6 mm/yearly 1.412 mm/ yearly 1.400mm/yearly
Temperature (minimum, maximum) 27-29°C 26-34°C 20-38
Population (no. of inhabitants) 76.475 4.786 850.198
Proportion of population performing open evacuation (%) 47 423 39.0

Main drinking water source Harvested rain water stored in cisterns Artesian wells Artesian wells
Communities/districts included 2 27 2

Localization of districts Rural Rural and urban Rural
Participants induded 213 605 297

Year 2013 2014 and 2015 2017
Hookworm positive persons and prevalence (%) 8 (3.75) 75 (12.4) 26 (8.7)
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Fig. 2. Maximum Likelihood tree constructed using 465bp cox1 sequences. Brazil (NSN): Blue Circle. Brazil (RSS): Pink Circle. Brazil (TER): Purple Circle. Africa:
Red Square. China: Green Diamond. Africa: Gray Square. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version

of this article.)

(all from NSN), which presented a 98-99% nucleotide similarity with
each other and with the reference sequences.

Group A (N. americanus) could be divided into three main clusters
named Al, A2, and A3 (Fig. 2). The ML tree did not show a clear
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geographical division among the Brazilian samples. In Group Al, Bra-
zilian sequences from all municipalities (NSN, TER, and RSS) were
grouped with Asian sequences (four different sites in China). In Group
A2, we observed Brazilian sequences only from NSN and one sequence
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Fig. 3. The Median-Joining Network from 483 bp
mtDNA cox1 sequences of N. americanus. Each hap-
lotype is represented by a circle and the size of each
circle is proportional to haplotype frequency. The
median vector is indicated by a solid black circle.
Brazil: (NSN) blue, (TER) purple, and (RSS) pink;
Africa (Togo) red; Asia (China) green. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

Group A1

Group A3

from Africa (Togo); Group A3 included only Asian sequences (China).
Interestingly, four Brazilian sequences were closely related to sequences
identified as Necator sp. (Group B). These sequences presented a
98-99% nucleotide similarity with African (Gabon) samples and a
7-9% divergence when compared to N. americanus sequences. Three of
these sequences of Necator sp. were identified in individuals of the same
family (living in the same household).

23 haplotypes (n = 29 samples) were identified in 483 bp mtDNA
cox1 sequences of N. americanus. When considering the three Brazilian
municipalities included, we found 17, 5, and 1 distinct haplotypes in
NSN, TER, and RSS, respectively. 22 haplotypes were unique and pre-
viously undescribed. Only one haplotype (two sequences from NSN and
five from TER) was previously described in China and proved to be the
most common haplotype. After the observation of overlapping peaks on
electropherograms, the cloning of the mitochondrial cox1 segment
confirmed the presence of co-infections with two distinct N. americanus
haplotypes in two subjects.

A Median-Joining Network was created from N. americanus coxl
sequences obtained in the present study (n = 29) and Genbank re-
ference sequences (n = 27) (Fig. 3). As in the ML tree, the pattern of the
haplotype network revealed three distinct Groups designated again as
Al, A2, and A3; and did not indicate any clear geographic pattern.
Median-Joining Groups A1, A2, and A3 are connected to each other by
long branches, indicating a large number of mutational steps (A1 vs.
A2 = 13 mutational steps; and Al vs. A3 = 6 mutational steps). Group
A1l presents a star-like shape, with one dominant haplotype. No domi-
nant haplotypes - or a star-like topology — were observed in Groups A2
and A3. In addition, we also observed the presence of many inter-
mediate haplotypes (median vectors) indicating an absence of these
haplotypes in the network.

Bayesian approaches generated a phylogenetic pattern similar to the
ML tree (Fig. 4). The Bayesian tree also revealed three groups for N.
americanus (A1, A2, and A3) and two groups for Necator sp. (B and C).
Interestingly, the two groups of Chinese origin were grouped in the
same clade. The molecular-dating analysis suggested that the two
clades dividing N. americanus and Necator sp. began to diverge during
the middle Pleistocene (300,000 years ago) (Fig. 4). The time of origin
of Necator sp. clade is estimated to fall approximately in the middle
Pleistocene (150,000 years ago). Moreover, the most recent common
ancestor among N. americanus groups was in the late Pleistocene (ap-
proximately 60,000 years ago). Mismatch distribution analyses
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presented multi-modal frequency distributions for Necator spp. popu-
lations, rejecting possible population expansion (Fig 5A and B).

4. Discussion

In this study, most cox1 fragment sequences from hookworms in-
fecting humans in northeastern Brazil were found to make possible the
characterization of N. americanus. Previous studies carried out through
morphologic taxonomy demonstrated the predominance of N. amer-
icanus, but did not discard the circulation of A. duodenale in Brazil
(Kobayashi et al., 1995; Marzochi and Chieffi, 1978). The molecular
characterization of hookworms with DNA restriction fragment length
polymorphisms demonstrated the predominance of N. americanus, but
the co-circulation of A. duodenale in Brazil (George et al., 2017).
Nonetheless, species composition of hookworm populations is a poorly
studied topic, and the proportion of infections attributable to N.
americanus or A. duodenale in distinct endemic Brazilian regions is
largely unknown.

The assessment of intraspecific genetic variability of N. americanus
demonstrated the circulation of 23 distinct cox1 haplotypes of this
parasite in the studied communities, including 22 haplotypes described
by the first investigation. The study demonstrated that distinct haplo-
types co-infected some individuals. The genetic variation of this species
has already been observed in other populations and may be involved in
differences in epidemiological and virulence characteristics, including
distinct patterns of resistance to anthelmintic drugs (Hu et al., 2003). In
this way, N. americanus populations present significant sub-structuring
(Romstad et al., 1998).

The haplotype network, as well as the ML phylogenetic analysis,
showed that some N. americanus haplotypes in Northeastern Brazil are
closely related to Asian parasites. This part of the haplotype network
(Group A1) presented a star-like shape pattern, suggesting that popu-
lation expansion originating from an Asian haplotype. It is important to
emphasize that there are few New World hookworm DNA sequences
available for genetic studies and that the vast majority of data currently
available refers to Asian and African isolates.

Our phylogenetic inferences reveal that, besides haplotypes of Asian
origin, there is circulation in northeastern Brazil of haplotypes mater-
nally related to African strains identified as N. americanus or Necator sp.
This dichotomy of matrilineal inheritance is in agreement with the
existing data on genetic variations of N. americanus, which point to the
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Fig. 4. Bayesian tree of Necator spp. sequences from Brazil, China, and Togo with divergence time estimation.

existence of two major lineages with ancestral divergence (Hu et al.,
2003). Previous analyses demonstrated that Asian and African gene
pools of N. americanus have been isolated for a long time and differ by
3-7% in 12 protein-coding genes and by 8-25% in non-coding regions,
with 120 amino acid substitutions in 12 mitochondrial proteins (Hu
et al., 2003).

Our analysis suggests that the divergence between N. americanus of
Asian and African origin occurred over 60,000 years ago. This period
finds a parallel in the interval of time elapsed in the migration of Homo
sapiens from Africa towards Asia. The presence in the New World of N.
americanus haplotypes of both Asian and African origin can be ex-
plained by the migratory phenomena responsible for the peopling of the
American continent, with African slaves being introduced from the 17th
century and integrated with native Amerindian peoples, which have
Asian ancestry. In recent centuries, and until nowadays, Amerindians
and African slaves' descendants have constituted the poorest social
strata in Latin America, living in inadequate sanitation conditions,
which has made hookworm infection an important public health pro-
blem since the early colonial times.

The presence of hookworms in pre-Columbian South America has
been proved (Aratjo et al., 2011). However, hookworm infection was
also present in the European populations that colonized the continent,
including Brazil. No genetic data from hookworms from Europe is
currently available, and this infection has been successfully controlled
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in the continent through improvements in sanitation. It can also be
hypothesized that the ancestry of hookworms potentially brought to
Brazil by European colonizers is African, which would also explain the
presence of cox1 sequences related to specimens from that continent.
Nevertheless, we cannot rule out the emergence of new haplotypes
along with the more recent migratory waves (recent decades) due to
globalization. Our study did not use nuclear DNA genetic markers, so
our phylogenetic inferences are limited to matrilinearity.

In this study, some samples could not be characterized at the species
level, being identified as Necator sp. These cox1 sequences of parasites
from the state of Piauf showed high similarity with sequences of spe-
cimens obtained from non-human primates circulating zoonotically
among humans and apes in African forest reserves.

Hasegawa et al. (2014) sequenced cox1 and internal transcribed
spacer (ITS) of hookworm larvae obtained from humans and apes living
in the Dzanga Sangha Reserve in the Central African Republic, de-
scribing three phylogenetic clusters. The first presented homology with
N. americanus, while the two others were not related to current avail-
able N. americanus sequences. This suggested that these clusters could
be formed by other species within the genus Necator, and harbored by
non-human primates, as the specimens were obtained from gorillas and
chimpanzees, as well as the humans in the reserve. Kalousova et al.
(2016) identified as N. gorillae adult worm specimens expelled by the
researchers working in the Dzanga Sangha Reserve after treatment with
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Fig. 5. (A) Mismatch distribution analysis for the Necator spp. population. The line charts represent the observed frequencies of pairwise differences among hap-
lotypes. (B) Bayesian skyline plot calculates for the Necator spp. population. The X-axis is in units of per million years ago (Mya) and the Y-axis is Ne x p (effective
population size X mutation rate per site per generation). The purple area represents 95% highest posterior density (HPD) limits. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

albendazole, supporting a zoonotic cycle of N. gorillae in Africa. In
addition, Hasegawa et al. (2017) analyzed mitochondrial and ITS nu-
cleotide sequences of hookworm larvae obtained from gorillas and
chimpanzees in Gabon and Uganda, grouping the specimens into three
clusters, one of which had homology with N. americanus, and the other
two being identified as Necator sp. The authors argue that the speci-
mens identified as Necator sp. are, presumably, N. gorillae. Our study in
northeastern Brazil identified Necator sp. related cox1 sequences,
homologous to those observed in Africa in zoonotic cycles. Bayesian
analyses suggest that the common ancestor of N. americanus and Ne-
cator sp. existed about 300,000 years ago. Thus, the divergence between
these species can be traced back to the Middle Pleistocene. It is possible
that, over time, humans and great apes became the preferential host of
N. americanus and N. gorillae, respectively. However, these closely-re-
lated species of hookworms are able to cross the host barrier and cir-
culate zoonotically.

Graber and Gevrey (1981) emphasized that parasites of the genus
Necator obtained from non-human primates (and identified previously
as N. congolensis) have a great morphological similarity with the swine
parasite denominated N. suillus. N. suillus has been reported in domestic
and wild swine in the Antilles and Madagascar. In the studied com-
munities, there is intense pig raising in peridomestic environments,
with great contamination of the environment with swine fecal matter.
In this sense, the possibility of zoonotic transmission of hookworms
between pigs and humans in NSN cannot be ruled out, and the speci-
mens identified as Necator sp. could be, actually, related to N. suillus.
Regarding the lifestyle of the houses where Necator sp. was identified, it
is observed that families are living in poverty, practicing open eva-
cuation and living in very close contact with pigs and their feces, in the
domestic environment.

Human infections with Trichostrongylus sp. were not identified, de-
spite the very close relationship of human populations with goats and
sheep in the studied communities. The misidentification of hookworms
in Trichostrongylus sp. infections in the Brazilian northeast was proposed
in the state of Bahia and has been demonstrated in Asia and Europe
(Buonfrate et al., 2017; Gholami et al., 2015; Sharifdini et al., 2017;
Souza et al., 2013). Nevertheless, more extensive studies are needed in
order to rule out the presence of zoonotic infections by Strongylida
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parasites in northeastern Brazil.

Data from this study opens up possibilities for phylogeographic,
evolutionary, and molecular epidemiological studies in regions where
hookworm infection persists focally, despite control efforts using MDA
and improvements in sanitation. In addition, the assessment of genetic
diversity can contribute to the development of hookworm vaccines and
help to understand patterns of propagation of benzimidazole resistance.
Studies with larger sample sizes, including other endemic areas in
Brazil, are needed. STH control strategies should be improved by the
characterization of the local parasite genetic profiles.
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Abstract

Background: In rural communities in northeastern Brazil, farming is practiced extensively or
semi-extensively in the peridomestic environment. This study aims to characterize the species
composition of helminthes parasitizing pigs and small ruminants living in close contact with
humans in Brazil. Results: Through light microscopy, we verified the presence of nematodes
eggs in fecal samples obtained from 72 pigs, 25 goats, and 17 sheep. In positive samples,
cytochrome c oxidase 1 mitochondrial gene (cox1) was amplified and sequenced and
phylogenetic relationships were performed using Maximum likelihood analysis. A total of 47
cox1 sequences were successfully obtained. Seven species of parasites were found: 1) in pigs,
A. suum, Metastrongylus salmi, Oesophagostomum dentatum, O. quadrispinulatum, O.
columbianum, and Trichostrongylus colubriformis, 2) in sheep, O. columbianum,
Haemonchus contortus, and T. colubriformis and 3) in goat, T. colubriformis, H. contortus,
and O. columbianum. Conclusions: Our results highlight the necessity to conduct further
research at a local scale in a public and animal health concern. The study demonstrates the
applicability of the DNA barcode strategy to monitor the presence of specific parasites in
herds. The approach allows the identification at the species level and can be used in intensive
or extensive breeding in order to monitor the circulation of specific parasites, allowing the
planning of treatment and prevention interventions.

Keywords: Strongylida; molecular epidemiology; cytochrome ¢ oxidase 1; nematodes.
Background

Brazil has one of the largest pig herds in the world. Swine farming is often practiced
extensively or semi-extensively in pens located in the peridomestic environment, or even with
loose pigs, circling around the houses (Sato ez al., 2006).

In northeastern Brazil, the extensive raising of goat and sheep is also a very important

economic activity. Small ruminants are well adapted to the Semiarid and represent a major
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source of protein. In these regions, there is close contact between the inhabitants and the herds
and intense contamination in the peridomestic environment with ruminant feces (Alencar et
al., 2010).

Parasites of pigs and ruminants often belong to the order Strongylida, whose eggs are difficult
to distinguish through light microscopy of feces. In this context, molecular taxonomy
techniques have allowed the characterization of species and intraspecific genetic variability of
this helminthes (Liu ez al., 2014; Bobes ef al., 2014; Bilska-Zajac et al., 2017). This study
aims to apply molecular techniques in order to characterize helminthes species infecting pigs
and small ruminants.

Results and Discussion

Table 1 summarizes the findings of the study. The positivity rates for “strongyle”-like eggs on
parasitological examinations in pigs were 49/64 (77%) and 8/8 (100%) in NSN-PI and TER-
PI, respectively. In sheep detection rates were 3/4 (75%) and 10/13 (77%) in RSS-CE and
NSN-PI, respectively; and in goats 1/2 (50%) and 12/23 (52.2%) in RSS-CE and NSN-PI,
respectively. “Strongyle”-like eggs obtained from goats, sheep and pigs had, in average, 78.3
+19.4,76.1 £15.3, and 70.9 + 17.1 micrometers in length, respectively. Eggs obtained from
goats were significantly longer than eggs shed by pigs (p=0.025). Concemning the positivity
for Ascaris eggs, detection rates were 12/64 (18.8%) and 3/8 (37.5%) in NSN-PI and TER-PI,
respectively.

Table 1: Parasitological and molecular results obtained on this study.

Forty-seven partial cox1 sequences were obtained (from 34 different animals). In pigs, 20
cox1 sequences were assessed, including 17 from NSN-PI and 3 from TER-PIL The species 4.
suum, M. salmi, O. dentatum, O. quadrispinulatum, O. columbianum, and T. colubriformis
were identified. In sheep, 13 cox1 sequences were successfully obtained, including eight from

RSS and five from NSN. The species O. columbianum, H. contortus, and T. colubriformis
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were found. In goats, 14 cox1 sequences were successfully obtained, only from NSN: T.
colubriformis, H. contortus, and O. colombianum were characterized.

Some partial cox1 sequences showed overlapping peaks, indicating the presence of more than
one species of parasite or genotype. Cloning of this fragment was performed and co-infections
were identified in 3 animals: 1) 7. colubriformis, H. contortus, and O. columbianum; 2) T.
colubriformis and O. columbianum; and 3) M. salmi and O. quadrispinulatum. Different
genotypes were found in the same animal (n=4) for the nematodes 7. colubriformis (n=11)
and O. columbianum (n=4).

M. salmi was the most abundant species (n=10) followed by Oesophagostomum sp. (n=9)
(Table 1). Seven M. salmi cox1 sequences were identical (fig. 1a) to the sequence described in
pigs from Estonia (Jex ef al., 2010). Two other sequences (SPO5SP1 and PPB3) demonstrated
two and 12 polymorphisms compared to the reference sequence (GenBank accession number
GQ888715), respectively, presenting 98-99% of similarity (Jex et al., 2010).

Ascaris suum was found in three different pigs (two adult worms and eggs in a fecal sample),
in which they were identical to each other (data not show) and showed five polymorphisms
(99% similarity) in relation to the reference sequence (GenBank accession number
KY045800) (Nejsum et al., 2017). Additionally, the cox1 sequences obtained present six
polymorphisms (99% similarity) with 4. lumbricoides reference sequence (GenBank
accession number K'Y045802).

Three cox1 sequences (two from sheep and one from goat) were classified as H. contortus and
present 96-99% of similarity with the reference sequence (GenBank accession number
EU346694) (Jex et al., 2008). All sequences of H. contortus species grouped in a same clade
in the phylogenetic tree (fig. 1b).

T. colubriformis and Oesophagostomum genus were found in the three hosts species (fig. 1c)

— pigs, sheep, and goats. These parasites showed greater intra-specific variability, with a high
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number of polymorphisms (from 8 to 22) when our sequences were compared with reference
sequences. Nevertheless, 7. colubriformis cox1 sequences showed 96-98% of similarity with
reference sequence (GenBank accession number JX868842) and all of them grouped in the
same tree clade (fig. 1c). Interestingly, three samples (CAM2, PAT08, and ONB1) present
several overlapping peaks on electropherograms when direct sequencing was performed.
After cloning, several different sequences were obtained indicating the presence of different
T. colubriformis genotypes infecting the same animal.

From the genus Oesophagostomum, three different species were found, the most common
being O. quadrispinulatum. As seen in fig. 1d, O. quadrispinulatum and O. dentatum
sequences clustered in the same clade in which only pig samples were described (presents 98-
99% of similarity with reference sequences). Otherwise, O. columbianum cox1 sequences
from pigs and sheep were mixed in the same clade. Interestingly, some sequences clustered
close to O. columbianum (fig. 1d) are located in another branch of the tree (presenting 91%
similarity to the reference sequence). Therefore, they were classified as Oesophagostomum
sp.

The present study utilized molecular techniques based on mitochondrial DNA sequencing in
order to explore the occurrence of infection by different helminthes in domestic animals in
impoverished communities in northeastern Brazil.

As regards pigs, one finding was the presence of M. salmi infection with relatively high
frequency. Several species of the genus Metastrongylus can infect pigs; the adult worms are
located in the bronchi causing pneumonia and bronchitis. Despite the frequency of this
infection has been reduced in Brazil with improvement of swine breeding systems, data
suggests that the worm is still common in pigs reared in the peridomestic environment,
demonstrating deficiencies in animal health control. The diagnosis of this disease is difficult

due to the lack of characteristic clinical signs and the diagnosis is most often performed

36



126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

through necropsies of slaughtered animals. The present study demonstrates that molecular
techniques can be used to guide control measures.

In the pigs, three distinct species of parasites of the genus Oesophagostomum were identified
in the studied communities: O. dentatum, O. quadrispinulatum, and O. columbianum. O.
columbianum 1s a common parasite in small ruminants. In the studied communities, pigs,
goats, and sheep are reared in close contact and this finding may mean cross-transmission
between different host species. Species-specific diagnosis by parasitological exams of feces is
not possible since the eggs are similar to those of other Strongylida, exemplifying the
applicability of molecular taxonomy. Interestingly, some Oesophagostomum sequences from
small ruminants obtained in this study were found in a separate clade from the tree, highly
supported, and showing 91% similarity to the reference sequence of O. columbianum. These
results may indicate the presence of a genotype very different from that already described for
O. columbianum or even an unidentified species within the genus Oesophagostomum.

In some pigs, 4. suum infection was characterized. Analysis of the cox1 sequences obtained
showed 99% similarity with 4. suum sequences, but also with 4. lumbricoides sequences.

In the present study, 7. colubriformis infection was detected in pigs, goats and sheep. These
parasites are therefore relatively eclectic with respect to the host and present high zoonotic
potential (Fleury et al., 1970). Several cases of human infection have been described and it is
possible that human trichostrongyliasis is endemic in populations closely associated with
domestic animals (Sharifdini ez @/., 2017). Human infection is difficult to diagnose due to the
similarity of Trichostrongylus and hookworm eggs. This reinforces the usefulness of
molecular taxonomy techniques in eggs observed in parasitological examinations. In the
present study, after the cloning we verified the presence of different genotypes of 7.
colubriformis. However, the intraspecific variability analysis could not be performed due to

the lack of available public sequence data. This fact makes it difficult to carry out molecular
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epidemiology studies and the distribution of animal parasite genotypes. Our study contributed
to increase the amount of molecular data from these parasites.

H. contortus infection was characterized in goats and sheep in the studied areas. H. contortus
is considered the main species that parasites small ruminants in regions with a tropical and
subtropical climate and is a hematophagous parasite that has the abomasum as its habitat.
Animals can die with severe anemia that occurs in heavy parasite loads.

Conclusions

The results demonstrate the applicability of the DNA barcode strategy to monitor the
helminthological fauna of swine, goats, and sheep before slaughter and necropsies,
contributing to the control measures.

Methods

The study was approved by the Ethics Committee for Animal Use (license LW-21/13 [P-
4/13.3]) of the Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz. The survey was performed in three
municipalities, Nossa Senhora de Nazaré (NSN) and Teresina (TER) in the state of Piaui (PI),
and Russas (RSS) in the state of Ceara (CE). In all studied rural communities, pigs (Sus
scrofa), goats (Capra hircus) and sheep (Ovis aries) are raised free and circulating in the
peridomestic environment, in close contact with the inhabitants. Fecal samples were collected
from the ground after spontaneous evacuation of the animals in plastic bags and sent to the
field laboratory for parasitological examination. The animals come from small domestic
creations and permission was obtained from the owners for collection of feces. Table 1
describes the number of samples collected at each locality from pigs, goats and sheep. Feces
were processed through the techniques of Ritchie (centrifugal-sedimentation with ethyl
acetate) and sucrose fluctuation. "Strongyle"-like eggs were measured with an ocular

micrometer. The mean egg lengths obtained in different host species were compared with the
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Student’s t-test. The samples with helminth eggs were cryopreserved at -80 °C until the DNA
extraction.

DNA was extracted from fecal samples or larvae obtained through coprocultures (n = 83)
using the DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). A ~700 bp fragment of
cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1) was amplified (Prosser et al., 2013). The PCR
conditions were as follows: initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 35 cycles of
94 °C for 40 sec, 55 °C for 40 sec, 72 °C for 1 min, and a final extension at 72 °C for 5 min.
The PCR products were purified with Illustra GFX PCR DNA and a Gel Band Purification kit
(GE HealthCare, Pittsburgh, USA) and sequenced using the BigDye Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Foster City, USA) in both directions using M13F
5’ —TGT AAA ACG ACG GCC AGT - 3’ (forward) and M13R 5’ — CAG GAA ACA GCT
ATG AC - 3’ (reverse) (Messing et al., 1993). Capillary electrophoresis was performed in an
ABI3730 automated DNA sequencer (Applied Biosystems). Samples with overlapping peaks
on electropherograms were cloned using pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega,
Madison, WI, USA) using Escherichia coli DHS5-alpha cells on Brain Heart Infusion Broth
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in disposable plates. Sequencing was performed as
described above using the universal primers T7 5 — TAA TAC GAC TCA CTATAGG-3’
(forward) and SP6 5 — GAT TTA GGT GAC ACT ATA G — 3’ (reverse). In the cloned
sequences the identification "C" was added to the end of the name.

Bio Edit v.7.0.4 and Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v.7.0.20 software
were used to edit the sequences (Hall, 1999; Kumar et a/., 2016). The Basic Local Alignment
Search Tool —- BLAST was used to verify nucleotide similarity with nematode sequences from
GenBank. Orthologous sequences (n=19) were retrieved from GenBank (Supplementary
Table S1). Sequences obtained were deposited in GenBank under accession numbers:

MK?282827-MK282873.
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The substitution model for the cox1 dataset was chosen using Bayesian Information Criterion
(BIC) in Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v.7.0.20 software (Kumar ef al.,
2016). Phylogenetic inferences were performed by Maximum Likelihood (ML) method
Tamura-Nei model using MEGA v.7.0.20 software (Tamura & Nei, 1993; Kumar ef al.,
2016). The clade stability of the branding topologies of cox1 sequences was evaluated using
1,000 replicate bootstrap values.
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NSN: Nossa Senhora de Nazaré; TER: Teresina; PI: Paiui; RSS: Russas; CE: Ceara State.
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Fig. 1. ML tree inferred from cox1 mitochondrial DNA. Support for the branching order was
determined by 1000 bootstrap replicates, and only values >70% are reported. (a)
Metastrongylus genus; (b) Haemonchus genus; (¢) Trichostrongylus genus; and (d)
Oesophagostomum genus. Circle: samples from NSN-PI; square: TER-PI; and triangle: RSS-
CE.

Supplementary Material Legends

Supplementary Table S1: Nematode reference cox1 sequences used in this study.

1 Table 1: Parasitological and molecular results obtained on this study.

Pig Sheep Goat Total
TER-PI NSN-PI RSS-CE NSN-PI RSS-CE NSN-PI

Number of collected samples
Fecal samples 8 64 4 13 2 23 114
Adult worms 2 0 0 0 0 0 2

Par U al ex i ions

N° of positive animals / N° of tested animals

(percent positive)
Ascaris eggs 3/8 (37.5%) 12/64 (18.8%) . = = z 15/72 (20.8%)
Strongyle-like eggs 8/8 (100%)  49/64 (77%)  3/4(75%) 10/13(77%) 1/2(50%) 12/23 (52.2%) 83/114 (72.8%)

Molecular taxonomy

Number of animals (N° of different

sequences*®)
Ascaris suum 2(2) 1(1) - - - - 3(3)
Haemonchus contortus - - 1(1) 1(1) 0 3(3) 50
Metastrongylus salmi 0 10 (10) - - - - 10 (10)
QOesophagostomum sp. 1(1) 5(5) 1(4) 1(1) 0 1(1) 9(12)
Trichostrongylus colubriformis 0 1(1) 1(3) 203) 0 4 (10) 7017

TER-PI: Teresina, Piaui; NSN-PI: Nossa Senhora de Nazaré, Piaui; RSS-CE: Russas, Ceara. *After cloning.
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Supplementary Table S1: Nematode reference cox1 sequences used in this study.

Species GenBank Reference

accession number
Metastrongylus salmi GQ888715 Jex et al., 2010
Metsatrongylus pudentotectus GQ888714 Jex etal., 2010
Oesophagostomum quadrispinulatum  FM161883 Lin et al., 2012
Oesophagostomum columbianum KC715827 Zhao et al., 2013
Oesophagostomum dentatum GQ888716 Jex et al., 2010
Oesophagostomum dentatum FM161882 Linetal., 2012
Oesophagostomum asperum KC715826 Zhao et al., 2013
Trichostrongylus colubriformis JX868842 Aksyonov, unpublished
Trichostrongylus axei HM744922 Archie & Ezenwa, 2011
Trichostrongylus axei HM744916 Archie & Ezenwa, 2011
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Abstract

Despite the reduction in the prevalence of soil-transmitted helminthiases in many regions of
the world, morbidity rates remain high in some rural regions. The Kato-Katz technique is a
simple, inexpensive and field-applicable tool commonly used for the diagnosis and worm-
burden characterization of these infections. Molecular studies have revolutionized our under-
standing of the epidemiology and evolutionary genetics of parasites. In this study we recovered
helminthic DNA from Kato-Katz slides (n =93) prepared in 2011 in the Brazilian Amazon.
We achieved DNA recovery by polymerase chain reaction (PCR) in 84% of cases for Ascaris
sp. and 75% of cases for hookworms. The sequencing confirmed the specific species of the
amplicons. The slides stored for a few years could be analysed using this methodology, allow-
ing access to DNA from a large collection of samples. We must consider the Kato-Katz thick
smears as a source of helminth DNA. This can significantly reduce logistical difficulties in the
field in terms of obtaining, preserving, transporting and initial processing of samples.

Introduction

Intestinal parasites such as soil-transmitted helminths (STH) are associated with significant
morbidity in developing countries and are considered to be neglected pathogens (Pullan
et al., 2014). It is estimated that 2 billion people are infected by STH and 54 million harbour
Schistosoma mansoni worldwide (WHO, 2017, 2018). Both infections have been targeted by
interventions supervised by the World Health Organization (WHO), which are based on
mass administration of single-dose anthelmintics, such as albendazole. These interventions
aim to control morbidity and parasitic burden and reduce transmission (WHO, 2017).

Kato-Katz is a (semi) quantitative stool examination technique described by Kato and
Miura (1954) and modified by Katz et al. (1972). It aims to identify and quantify the number
of eggs per gram (epg) of faeces and to estimate the intensity of infection by a given parasite.
This technique, which is simple, inexpensive and field-applicable, is recommended by the
WHO and has been widely used as a parasitological test for epidemiological surveys
(WHO, 2015). Despite this, several studies have demonstrated a number of limitations, includ-
ing (1) underestimation and low sensibility of prevalence when the parasitic load is low
(Barenbold et al., 2017; Lindholz et al., 2018), (2) problems in detecting hookworm infections,
as the stool must be prepared immediately (van Mens et al., 2013), and (3) the clarification
step (i.e. glycerin) can render the eggs unrecognizable (Odongo-Aginya et al., 2007). Its prep-
aration can be carried out in the field and analysed by light microscopy, which requires only a
very low-complexity infrastructure. The technique uses a small amount of previously manually
homogenized fresh faecal matter (Montresor et al., 1998), which is applied on a screen to
remove coarse particles, sized (c. 41.7 mg) on a perforated plate and compressed under a cover-
all of cellophane paper soaked in malachite green stain.

When applied to parasitology, molecular biology techniques can answer questions in the
field of taxonomy, evolutionary genetics, molecular epidemiology and parasite load of infec-
tions (Demeler et al., 2013; O’Connell and Nutman, 2016; Hasegawa et al., 2017). They are
also able to monitor the emergence of resistance to anthelmintics used on a large scale by
the identification of single nucleotide polymorphisms in the nematode beta-tubulin gene
(Diawara et al., 2013). These techniques may also be useful in the study of intraspecific genetic
variability in the context of the development of STH vaccines (Stutzer et al., 2018). In this con-
text, we describe helminth DNA recovery, polymerase chain reaction (PCR) amplification and
nucleotide sequencing directly from Kato-Katz thick smears prepared and read 7 years prior
to molecular processing.
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Fig. 1. Parasitological and molecular diagnosis of soil-
transmitted helminths. (a) Ascaris sp. eggs. (b) Agarose
gel electrophoresis 1.5% showing PCR amplification of
Necator americanus ITS1-5.85-1TS2 locus. Lane M: 1 Kb
ladder; lanes 1, 2 and 3: positive samples; lane 4: nega-
tive sample; lane 5: negative PCR control. (c) Agarose gel
electrophoresis 1.5% showing PCR amplification of
Ascaris sp. coxl locus. Lanes 1-12: positive samples;
lane 13: negative sample; lane 14: negative PCR control.

Table 1. Primer set used for amplification of soil-transmitted helminths.

K.J.L. Monteiro et al.

== ~750bp

4= 250bp

Parasite Locus

Primer name and sequence (5'-3’)

Reference

Ascaris sp. cox1

As-ColF TTT TTT GGT CAT CCT GAG GTT TAT

Peng et al. (2005)

As-Co1R ACA TAA TGA AAA TGA CTA ACA AC

Necator americanus ITS-1-5.8S - ITS-2

JjmNA CGT TAA CAT TGT ATA CCT GTA CAT AC

Monti et al. (1998)

NC2 TTA GTT TCT TTT CCT CCG CT

cox1: cytochrome ¢ oxidase subunit 1; ITS: internal transcribed spacer

Materials and methods

This study used Kato-Katz slides (n = 124) prepared in 2011 dur-
ing field work in the municipality of Santa Isabel do Rio Negro,
Brazilian Amazon (0°28'S, 65°32'W), for STH diagnosis. The
slides were prepared with fresh faeces using HelmTest (P&D
CasaLab, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil). Briefly, a previ-
ously homogenized fragment of the stool was passed through a
metal mesh to remove coarse debris, and deposited in the orifice
of a perforated plate. The stool cylinder molded by the plate was
covered by a cellophane coverslip soaked in malachite green. The
sample was compressed to spread the faeces under the coverslip,
and examined under a light microscope. The slides were trans-
ported to the Laboratory of Epidemiology and Molecular
Systematics in Rio de Janeiro (Oswaldo Cruz Foundation) and
stored in a slide box at room temperature in a laboratory environ-
ment. After a few weeks, the parasite load for Ascaris sp. was eval-
uated. The result was multiplied by 24 to obtain the parasite load
(eggs per gram of faeces, epg) according to the manufacturer’s
instructions. Reference values of classes of intensity are described
in Montresor et al. (1998).

In December 2017, the slides were reevaluated for the presence
of parasite eggs (fig. 1a). The cellophane coverslip was removed
and the remaining faecal material was scraped with a sterile

scalpel. The faecal material was rehydrated (1:2 w/v) with 0.9%
sterile saline for 48 hours at 4°C and macerated with a mini-pistil.
DNA extraction was performed using a DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions.

PCR was performed using a Platinum Taq DNA Polymerase
Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA), with a final volume of
25 pl. Mitochondrial or nuclear genetic targets are described in
table 1. PCR conditions were as described by Peng et al. (2005)
and Monti et al. (1998). The PCR products were electrophoresed
in 1.5% Agarose High Resolution (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
in tris-acetate-EDTA gels stained with GelRed® (Biotium,
Fremont, CA, USA). The sensitivity of the PCR technique was
calculated using the following formula:

true positive

sensitivity = 100 x 5
o true positive + false positive

To confirm the parasitic nature of the amplifications,
nonspecific amplifications were excluded, molecular taxonomy
was performed and PCR products were sequenced. The
amplicons were purified using Ilustra GEX PCR DNA and a
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Gel Band Purification Kit (GE HealthCare, Pittsburgh, PA, USA)
and were sequenced using a BigDye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) in an ABI 3730 Automated DNA Sequencer
(Applied Biosystems). Bioedit v.7.2.5 (Hall, 1999) was used to
edit the sequences. The Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST, NCBL https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) was used to
check similarity with parasite sequences. The GenBank accession
numbers were MH665842-MH665844, MH674438-MH674442
and MH800218-MH800286.

Results and discussion

A total of 124 Kato-Katz thick smears were analysed. Of these, 93
(75%) were positive for Ascaris sp. and four (3.2%) were positive
for hookworms. After a few weeks of collection in the field, the
parasite load of Ascaris sp. only was assessed. The parasite load
on the slides ranged from 96 to 54,000 (mean 8994) epg for
Ascaris sp. Sixty percent (n=56) of the slides showed moderate
intensity infections, and 38.5% (n =36) and 1.2% (n = 1) showed
light and heavy intensity infections, respectively.

Ascaris sp. partial cox1 locus was amplified successfully in 84%
(78/93) of the positive slides analysed (fig. 1c). The PCR products
(423 bp) were sequenced in 74 samples and all were confirmed to
be Ascaris lumbricoides or A. lumbricoides/A. suum when com-
pared with sequences available in GenBank. PCR positivity in
samples with different parasite loads was as follows: 89% (32/
36) in samples with light infections, 80% (45/56) in samples
with moderate infections, and 100% (1/1) in samples with
heavy parasite loads. The sensitivity of the PCR technique was
84%. No correlation was found between PCR positivity and the
intensity of infections. An explanation of the failure of amplifica-
tion even with moderate parasite loads (between 5000 and 49,999
epg) could be the presence of PCR inhibitors, which we may con-
sider intrinsic to DNA obtained from faecal samples. The purifi-
cation of DNA samples or use of stool-specific kits may help to
eliminate PCR inhibitors. All measures for non-contamination
were taken, including the use of isolated rooms for parasitological
examination, DNA extraction, reaction preparation and DNA
amplification. We have strong evidence that no contamination
occurred, and the nucleotide sequences obtained were not
identical.

Hookworm ['TS-1-5.8S-I'TS-2 locus was recovered in 75% (3/4)
of the hookworm-positive samples analysed (fig 1b). The 719 bp
sequences were identical and presented 100% similarity with two
distinct Necator americanus: isolates G5-H4 and I-1 (GenBank
accession numbers LC088287 and AB793527, respectively).

In the present study, Kato-Katz thick smears were stored for 7
years before processing and DNA extraction. The results indicate
that faeces preserved under the cellophane cover in the Kato-Katz
slides are a potential DNA source for studies in molecular para-
sitology. This can significantly reduce logistical difficulties in
the field in terms of obtaining, preserving, transporting and initial
processing of samples. Obtaining parasitic DNA, not only from
soil-transmitted helminths but also from Schistosoma mansoni,
which is still endemic in some Brazilian regions, is hampered
by the need for cryopreservation of faecal samples obtained in
remote regions, as the preservatives traditionally used to fix faecal
specimens, such as formalin, greatly hamper procedures. The
technique applied here may allow for an increase in the number
of samples analysed and large-scale analysis in genetic, epidemio-
logical and drug-resistance studies.
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Abstract

In this study, we assessed the genetic diversity of Ascaris lumbricoides | Ascaris suum circu-
lating in humans and pigs, exploring potential zoonotic cycles in endemic areas in Brazil.

We carried out cross-sectional surveys in four municipalities: Santa Isabel do Rio Negro
(SIRN-AM) (n = 328); Nossa Senhora de Nazaré (NSN-PI) and Teresina (TER-PI) (n = 605
and n =297, respectively); and Cachoeiras de Macacu (CAM-RJ) (n = 543). We also studied
61 fecal samples/adult worms obtained from pigs (n =53 in NSN-Pl and n =8 in TER-PI). A
~450 bp fragment of the Ascaris cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (cox1) and ~400 bp of the
NADH dehydrogenase subunit 1 (nadt) were amplified and sequenced. Maximum-likeli-
hood (ML) tree and Median-joining (MJ) haplotype network analyses were performed. We
also performed scanning electron micrographs of adult specimens. Positivity rates were 93/
328 (28.4%) in SIRN-AM, 6/297 (2.0%) in TER-PI, 0/605 (0%) in NSN-PI, and 6/543 (1.1%)
in CAM-RJ. In NSN-PI it reached 11/53 (20.7%) in pigs. The MJ network based on cox1
locus (383 bp) revealed three main clusters, one centered around haplotypes HO1/H28/H32
and the other around H07/H11. The cox1 haplotypes had a heterogeneous distribution,
showing no pattern by geographic region, and high haplotype diversity. The ML trees based
on cox1 and nad1 loci showed a similar topology with each other, and with the haplotype
networks. Three distinct clusters were observed. Sequences of cox1 and nad1 from humans
and animals were distributed throughout the tree and it was not possible to differentiate
specimens of human and swine origin. Ascaris populations obtained from humans and
swine in different Brazilian regions are not discriminable through the genetic markers used,
which indicates the potential for zoonotic transmission and the need for better control of
these infections in swine herds, mainly when created in a peridomestic environment.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867 June 24,2019

1/13

51



©@'PLOS |ONE

Genetic diversity of Ascaris spp. in Brazil

decision to publish, or preparation of the
manuscript.

Competing interests: The authors have declared
that no competing interests exist.

Introduction

The soil-transmitted helminthes (STH) Ascaris lumbricoides and Ascaris suum are parasites of
great importance to human and swine health, respectively [1,2]. In humans, A. lumbricoides can
cause potentially serious and fatal disease when high parasitic loads are present. In these cases,
ascariasis can be associated with intestinal obstruction and perforation, in addition to the
migration of adult worms to the bile duct and other organs [3,4]. Chronic infections by round-
worms may also be associated with delayed cognitive and physical development in children
[5,6]. Infection by roundworms with high parasitic load is dependent on constant reinfection
and continuous exposure to the environment contaminated with fecal matter [7]. Ascariasis has
been successfully controlled in developed countries through sanitation and the adequate dis-
posal of human feces. However, in many areas in developing countries, the disease persists as an
important public health problem, with a high prevalence rate and infection intensity.

Ascariasis control strategies are strongly based on chemoprophylaxis campaigns (MDA
[mass drug administration]), mainly in Africa, Asia, and Latin America, with a single 400 mg
dose of albendazole [8-10]. This strategy aims to reduce prevalence, control parasitic burden,
and reduce transmission potential. In Brazil, the Ministry of Health has implemented these
actions on a more regular basis since 2012 with the National Soil-transmitted Helminthiases
Campaign [11].

Classically considered an anthroponotic disease, there is evidence that ascariasis can cross
the host species barrier (humans and pigs), circulating at the human-animal interface [12-14].
Nevertheless, the importance of potential zoonotic transmission and cross-infections in dis-
ease production and the maintenance of endemicity in specific communities needs to be better
understood. In the case of infection in swineherds, the disease is controlled by the regular
administration of ivermectin or benzimidazole compounds, such as fenbendazole [15].

The hypothesis that ascariasis is potentially zoonotic and produces cross-infections is based
on the close similarity between the parasites A. lumbricoides and A. suum. Morphologically,
there are very few differences, these being restricted to details detectable by electron micros-
copy in the shape of the lips and size of the teeth, as evaluated and reviewed by Ansel and Thi-
baut [16]. From the perspective of molecular evolutionary genetics, there is high homology in
the nucleotide and amino acid sequences of the two species, suggesting that A. lumbricoides
and A. suum are a single species [17]. The evidence that humans and pigs can be infected with
both nematodes supports the hypothesis that A. lumbricoides and A. suum actually represent a
single zoonotic species [18-23].

In this study, we assessed the genetic diversity of Ascaris lumbricoides | Ascaris suum circu-
lating in humans and pigs, exploring potential zoonotic cycles in endemic areas in Brazil.

Material and methods
Study design, population, and sampling strategy

We evaluated the presence of A. lumbricoides/A. suum in 1,773 humans and 61 pigs in three
Brazilian regions (Rio de Janeiro [R]], Piaui [PI], and Amazonas [AM] states). In order to
assess the presence of roundworms, we carried out cross-sectional surveys in four municipali-
ties: Santa Isabel do Rio Negro (SIRN-AM); Nossa Senhora de Nazaré (NSN-PI) and Teresina
(TER-PI); and Cachoeiras de Macacu (CAM-R]). These regions are extremely diverse in cli-
matic, physiogeographic, and sociodemographic aspects, as shown in Table 1. In the states of
AM and R], the study only involved humans. In the state of PI, humans and pigs were studied
(Table 1). In all the studied localities, residents infected with helminths or pathogenic protozoa
were treated with specific antiparasitic drugs, including albendazole, metronidazole, and
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Table 1. Characteristics of Brazilian localities and samples included in this study.

Characteristic Site of collection

Cachoeiras de Macacu, RJ Teresina, PI Nossa Senhora de Nazaré, PI | Santa Isabel do Rio Negro, AM
Kind of seattlement Urban Rural Rural Urban
Year of collection 2018 2017 2016-2015-2014 2011
Region Southeast Northeast Northeast North
Climate Tropical Tropical, semiarid Tropical, semiarid | Equatorial
Annual pluviosity 1307 mm 1349 mm 1421 mm 2497 mm
Temperature range average 23.1°C 27.6°C 26.8°C 26.8°C
IDHM 0.752 0.751 0.594 0479
Human fecal samples collected 543 297 605 328
Human fecal samples positive for Ascaris sp. 6 6 0 | 93
Adult worms obtained from humans 0 1 0 0
Ascaris sp. seq b dfrom h 4 6 0 i 74
Pig fecal samples collected 0 8 53 0
Pig fecal samples positive for Ascaris sp. - 3 11 -
Adult worms obtained from pigs 0 2 0 0
Ascaris sp. sequences obtained from pigs - 2 2 -

MHDI: Mean human development index. RJ: Rio de Janeiro state; PI: Piaui state; AM: Amazonas state.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867 1001

secnidazole. In the four municipalities studied, members of the research team visited house-
holds and delivered bottles for fecal collection. A questionnaire was administered at the same
time to obtain sociodemographic and sanitation data. In the state of PI, the study involved
humans and pigs. The adult worms from pigs were obtained from necropsies, and swine feces
were collected after spontaneous evacuation. The adult worm from human participants was
obtained by spontaneous elimination after treatment with a single 400 mg dose of albendazole
(chemo-expelled).

Laboratory procedures and detection of Ascaris lumbricoides | Ascaris suum
in fecal samples

Fresh fecal samples were processed through the Ritchie and Kato-Katz techniques. Moreover,
samples obtained from pigs were also examined by sucrose flotation. A. lumbricoides/A. suum
positive samples (original fecal samples) were cryopreserved and transported to the Oswaldo
Cruz Foundation, in Rio de Janeiro. Spontaneous sedimentation was performed before the
molecular analysis. Adult worms were preserved in 70% ethanol until processing and then
washed twice with sterile saline for two hours. Forty mg of the adult worms was cut with sterile
scalpel, macerated with mini-pistil, and digested with 20 mg/mL of Proteinase K (Invitrogen,
Waltham, MA, USA).

Electron microscopy of adult worms

For the scanning electron microscopy, the specimens were fixed in 2.5% glutaraldehyde, and
post-fixed in 1% osmium tetroxide, both in 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2. They
were washed in the buffer and then dehydrated in an increasing ethanol series. After being
critical-point dried using super-dry CO, in a Balzers device, the material was mounted on
metal supports, coated with gold, and observed using a JEOL JSM 6390LV scanning electron
microscope (JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japan) in the Rudolph Barth Electron Microscopy
Platform, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz.
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Ethics

The study was approved by the Research Ethics Committee (license CAAE
12125713.5.0000.5248) and the Ethics Committee for Animal Use (license LW-21/13 [P-4/
13.3]) of the Oswaldo Cruz Institute, Fiocruz. All subjects provided written informed consent
and the parent or legal guardian of all children included in this study provided written
informed consent on their behalf.

DNA extraction, polymerase chain reaction, and sequencing

Parasitic DNA was obtained from three different sources: i) eggs obtained by spontaneous
sedimentation (400 pL of fecal sediment); ii) eggs obtained by Kato-Katz thick smears, as
described by [24]; and iii) adult worms obtained by the necropsy of slaughtered pigs or
chemo-expulsion in humans. DNA extraction was performed using a DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s reccommendations. The
polymerase chain reaction (PCR) was performed using a Platinum Taq DNA Polymerase kit
(Invitrogen, Waltham, MA, USA), with 50 uL of final volume. A. lumbricoides/A. suum mito-
chondrial targets cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1, ~450bp) and NADH dehydrogenase
subunit 1 (nadl, ~400bp) were amplified [25]. PCR conditions were as described by the
authors. The amplicons were purified using Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE HealthCare, Pittsburgh, PA, USA) and were sequenced using a BigDye Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in an
ABI3730 Automated DNA Sequencer (Applied Biosystems). Ascaris lumbricoides/Ascaris
suum nucleotide sequences were edited with Bioedit v.7.2.5 [26] software. The GenBank acces-
sion numbers were MK143378-MK143391 and MK160501-MK160574. The cox1 sequences of
SIRN-AM were published in [24], accession numbers MH674438-MH674442 and
MH800218-MH800286.

Phylogenetic inferences, genetic diversity, and haplotype network

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) was used to check similarity with Ascaris sequences. Orthologous sequences representing
the diversity of Ascaris spp. were retrieved from GenBank (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/nucleotide/) and added to the analyses. Ascaris spp. nucleotide sequences were aligned
using the multiple sequence alignment ClustalW [27] available in the BioEdit v.7.2.5 [26] soft-
ware. The substitution model for the cox1 and nad1 dataset was chosen using Bayesian Infor-
mation Criterion (BIC) in Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v.7.0.20
software [28]. The lower BIC score was the Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) model with non-
uniformity of evolutionary rates among sites (+G). The Maximum Likelihood (ML) method
was implemented in MEGA v.7.0.20 software [28], using the HKY+G model. Branch support
was provided by bootstrapping with 1,000 replications.

DNA Sequence Polymorphism (DNASP) v.6 [29] was used to prepare an input file. A
Median-joining (M]) haplotype network was constructed in Network v.5.0.0.3 software [30]
(Fluxus Technology Ltd., www fluxusengineering.com). In order to evaluate the intraspecific
genetic diversity of Brazilian Ascaris populations, diversity indices were determined for each
population pair using Pairwise Distance in ARLEQUIN v.3.5.2.2 software (http://cmpg.unibe.
ch/software/arlequin35/) [31]. Orthologous sequences representing the Brazilian diversity of
Ascaris spp. were retrieved from [20] (n = 3, from Guapimirim/R] [GUA-R]]) and [21] (n=7,
from SIRN-AM 2008, MG, and from Rio de Janeiro-R]). The map was created using Terraview
v.4.2.2 software (www.dpi.inpe.br/terraview).
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Fig 1. ML tree and M]J network of 383 bp cox1 locus of Ascaris spp. (252 sequences). The colors of the circles indicate the isolation continent: black: America; dark gray:
Africa; diagonal: Asia; and light gray: Europe. The area of the circle is proportional to the sequence number. *: pig origin samples. **: non-human primate sample. Only

bootstrap values >70% are reported.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867.9001

Results

As presented in Table 1, Ascaris lumbricoides / Ascaris suum-positive samples were found in all
localities studied. Eighty-eight cox1 Ascaris sequences (424 pb, 5 short sequences removed)
and 74 nad1 Ascaris sequences (381 pb, 6 short sequences removed) were obtained. Align-
ments were performed with our new sequences (83 cox1 and 68 nad1 sequences) and Ascaris
spp- reference sequences (169 cox1 and 53 nadl sequences) from GenBank (S1 Table).

The ML trees based on cox1 (Fig 1) and nad1 (S1 Fig) loci showed a similar topology with
each other, and with the haplotype networks. Three distinct clusters were observed, corre-
sponding to the A-C clusters described by [32]. Sequences of cox1 and nad1 from humans and
animals were distributed throughout the tree and it was not possible to differentiate specimens
of human and swine origin.

A M]J network based on cox1 locus (383 bp) revealed three main clusters of haplotypes, one
centered around haplotypes HO1/H28/H32 and the other around haplotype HO7/H11 (Fig 1).
The haplotype clusters present a star-like shape, as expected from Ascaris sp. Seventeen
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Table 2. cox1 and nad1 haplotype abundance and haplotype diversity, by location.

Locus Haplotype Locality Total
| SIRN-AM NSN-PI TER-PI CAM-RJ

cox1* HO1 6 2 60

H03 s B |2

HO07 - - - Iz

Hl11 - - 5

H21 = 1 1

H27 - 1

H28 1 1 - |2

H32 - - 1

New 1 1 gt 19

Total 2 8 4 | 88

H=+SD 0.5082 + 0.699 1.0 £ 0.5000 0.600 + 02152 1.0 £ 02722 0.6156 = 0.0620
nadl® Previously described 3 4 - |36

New 1 4 | 38

Total 3 5 4 74

H=+SD 0.8772 + 0.0401 0.6667 + 0.3143 0.700 + 02184 1.00 £ 0.5000 0.8705 +0.0383

* cox1 haplotypes H1-H07, H11, and H21-H32 were previously identified in human Ascaris from Zanzibar [32], China [25], and Uganda [33], respectively.

" nad1 haplotype names were not defined by the authors.

H + SD: haplotype diversity + standard deviation.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867 1002

different cox1 haplotypes were identified, nine of which were novel. Any amino acid changes
in the sequences are described in the supplemental material (S2 Table). Eight of the haplotypes
found had already been described (H01, H03, H07, H11, H21, H27, H28, and H32). Table 2
summarizes haplotype abundance by location. The HO1 was by far the most abundant haplo-
type, particularly in humans from SIRN-AM (n = 52). Five haplotypes were rare. In pigs, two
new haplotypes were found, as well as the haplotype H28, of human origin. The cox1 haplo-
types described in this study had a heterogeneous distribution (Fig 2), showing no pattern by
geographic region, and high haplotype diversity (general 0.6156 + 0.0620, Table 2 shows

H + SD by locality). Four haplotypes (HO1, H07, H11, and H32) had already been described in
Brazil (Fig 3). Pairwise F,, analysis comparing Brazilian haplotypes (four localities described in
this study and three previously published) indicate significant genetic differentiation (p-value
<0.05) (Table 3).

The nadl haplotype network was very similar to that of the cox1 locus, presenting three
main groups of haplotypes (S1 Fig). Thirty-two different nad1 haplotypes were identified, 26
of which were novel (Table 2). Any amino acid changes in the sequences are described in the
supplemental material (52 Table). Six haplotypes had already been described. A haplotype
found in this study has already been described in Ascaris from humans and pigs. In addition,
two pig samples presented a haplotype of pig origin and a third pig sample had a haplotype of
human origin. The haplotype general diversity was 0.8705 + 0.0383 (Table 2 shows the H + SD
by locality).

Scanning electron micrographs were obtained of two specimens, both obtained from pigs
(Fig 4). It was observed that the morphology of the buccal orifice was compatible with A.
suum, although the classic hexagonal orifice shape was observed in only one specimen. In one
of the specimens it was possible to observe the triangular shape of the denticles, also compati-
ble with A. suum.
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Fig 2. Map of the study areas in Brazil. The haplotypes obtained by the sequencing of cox1 locus are shown in the graphs. The map was created
using Terraview v.4.2.2 (www.dpi.inpe.br/terraview).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867.9002

Discussion

In this study, we describe the genetic diversity of two mitochondrial loci of Ascaris sp. from
Brazil. The ML tree and MJ network analysis based in both cox1 and nad1 revealed three main
clusters (A-C). Several studies demonstrate this topology for Ascaris mitochondrial targets, in
which two main groups are formed with i) clusters A and C; and ii) cluster B [34,35]. Our
main finding is that, despite this division, there is no separation between specimens obtained
from humans and from pigs, presumably A. lumbricoides and A. suum. It should, however, be
noted that there was relatively low bootstrap support for the internal branches of the dendro-
grams, which may indicate low phylogenetic resolution when using mitochondrial DNA
markers.
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Cluster A

O

Cluster B

Fig 3. MJ network of 383 bp cox1 locus of Ascaris spp. from Brazil. The colors of the circles indicate the isolation locality (city). Dark gray:
SIRN-AM from this study; light gray: SIRN-AM [21]; green: TER-PI; blue: NSN-PJ; red: GUA-R] [20]; black: CAM-R]; violet: MG. The area of
the circle is proportional to the sequence number.

https://doi.org/10.1371/journal pone.0218867.9003

Table 3. Population pairwise F,, values based on Brazilian cox1 data.

Populations NSN-PI
NSN-PI 0
TER-PI 0.0927
SIRN-AM 2011 0.0605
SIRN-AM 2008 * 0.5205
GUA-RJ® | 0.0625
CAM-RJ 0.1201

| TER-PI

[0
|0.3125

0.0664

|0.4345
| 0.1328

SIRN-AM

0

0.2890
0.1943
0.2353

| SIRN-AM®

|0

[0.1513
10.2656

GUA-RJ ® CAM-RJ

7128 0

I=l=1

p-value <0.05, 1023 permutations. NSN-PI: Nossa Senhora de Nazaré-Piaui; TER-PI: Teresina-Piaui; SIRN-AM: Santa Isabel do Rio Negro-Amazonas; GUA-RJ:
Guapimirim-Rio de Janeiro; CAM-R]J: Cachoeiras de Macacu-Rio de Janeiro.

* sequence data published in [21].
" sequence data published in [20].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867.t003
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Fig4. S ing electron micrographs of the buccal orifice of two adult Ascaris specimens obtained from pig
necropsy in the city of Teresina, state of Piaui. A. Six-sided hexagonal shape of the buccal orifice, due to indentations
in the three lips. B1. Two lips have indentations and the third is almost straight. B2. At higher magnification, the
triangular shape of the denticules is observed.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218867.9004

We found high haplotype diversity in A. lumbricoides / A. suum samples from Brazil. The
number of different cox1 haplotypes obtained in this study- 17 haplotypes to cox1 and 32 hap-
lotypes to nad1 -is similar to that found in previous studies in Asia and Africa [32,35].
Although some localities present low prevalence, these results suggest that there is raised cox1
genetic diversity in Ascaris across Brazil. The present study adds to the growing database of
Ascaris sequences from human and pig hosts, since nine and 26 new haplotypes have been
described for cox1 and nadl, respectively. Interestingly, the haplotypes H59, H64, and H73—
considered highly divergent haplotypes of A. lumbricoides | A. suum-were not found in the
studied population. The high haplotypic diversity in Brazil can be explained by the migration
for the peopling of the American continent: European settlers and African slaves being intro-
duced from the 17th century and integrated with native Amerindian, which have Asian ances-
try [36,37]. During the time of the introduction of other peoples in Brazil, breeding of pigs was
established.

Of the eight cox1 haplotypes found, four had already been described in the country (HO1,
HO07, H11, and H32) [20,21]. This indicates that, despite the small number of positive cases in
some localities, we were able to analyze a number at least reasonably of samples able to reflect
the diversity of Ascaris in the country. The haplotype HO1 was the most common in this study.
Interestingly, it has been found in all Brazilian localities studied to date (this study and previ-
ous studies by [21] and [20]). This haplotype is widespread in four continents-Asia, Africa, the
Americas, and Europe-mainly in human samples [33,35,38]. Furthermore, Ascaris sp. isolated
from Sumatran orangutans (GenBank accession number LN600399) and chimpanzees [39]
from Asia demonstrated genetic similarity with this haplotype. Since it is widely distributed
worldwide and has a central position in cluster A, HO1 haplotype is considered an ancestor,
and to have originated in Africa [39]. The presence of HO1 in all Brazilian regions studied can
be explained by the migratory phenomena responsible for the peopling of the American
continent.

Although all cox1 haplotypes (n = 8 previously described) were found to be originally from
humans, four of them had already been described as infecting pigs (HO1, H07, H28, and H32)
[20,21]. Although two samples obtained from pigs in our study (SST2.2 and PBFE3) were clas-
sified as the haplotype H28 originally from humans [25], described the same sequence as
belonging to the haplotype P1, originally from pigs. Moreover, another pig-origin sequence
(SST2.1 sample) differed by only one polymorphism from haplotype H28/P1 and clustered
around this haplotype in the network. Another pig sample, PBFE2, situated in cluster B, dif-
fered by only three polymorphisms from haplotype H07, and was considered a “pig-like” hap-
lotype by [32]. Therefore, the novel Ascaris cox1 haplotypes described here may be new pig-
like haplotypes. Nuclear targets have been used in an attempt to unravel the taxonomy of the
Ascaris genus. The presence of hybrids [40] and possible reproductive isolation between
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species A. lumbricoides and A. suum [41] has been suggested. The presence of shared mito-
chondrial haplotypes most likely represents retention of ancestral polymorphisms [41].

One limitation of the direct nucleotide sequencing of the amplicon—when it is obtained
from egg pool—is that we can lose mixed infections caused by different haplotypes. Despite
this, a wide variety of haplotypes were described in this study.

The morphological analysis of two adult specimens obtained by the necropsy of pigs
revealed that their mouth parts were compatible with A. suum species. The nucleotide
sequences of the cox1 fragment allowed the characterization of these two specimens as A.
suum.

From a One Health perspective, the characterization of the zoonotic potential of Ascaris
lumbricoides | Ascaris suum is important in the improvement of control strategies. In this
study, considering the three Brazilian states in which we obtained Ascaris-positive samples, the
characterization of cross infections was only possible in Piaui, where we examined fecal sam-
ples from pigs and humans living in close contact to each other. In NSN-PI, pigs live in close
proximity to human dwellings, having free access to houses and streets, so it is to be expected
that humans and pigs were infected with the same Ascaris haplotype. Intriguingly, in NSN-PI,
no human infection was observed with this parasite in the more than 600 analyzed samples
[42]. Thus, we could not characterize the zoonotic circulation in communities where the rate
of positivity in pigs was high.

It is concluded that Ascaris populations obtained from humans and swine in different Bra-
zilian regions are not discriminable through the genetic markers used, which indicates the
potential for zoonotic transmission and the need for better control of these infections in swine
herds, mainly when created in peridomestic environment.

Supporting information

S1 Table. Ascaris spp. reference cox1 and nad1 sequences used in this study.
(PDE)

S2 Table. Divergences in amino acids of the nadl and cox1 Ascaris sequences.
(PDF)

S1 Fig. ML tree and MJ network of 357 bp nadl locus of Ascaris spp. (121 sequences). In
ML tree: circle: SIRN-AM; square: TER-PIL. Only bootstrap values >70% are reported. In MJ
network, the colors of the circles indicate the isolation continent: black: America; dark gray:
Africa; diagonal: Asia; and light gray: Europe. The area of the circle is proportional to the
sequence number.
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RESUMO

As atividades da SNCT - 2018 foram realizadas pela equipe da Fiocruz-Piaui, através
de estratégias de popularizacdo da ciéncia em escolas publicas de Teresina. O
trabalho descreve o impacto dessa agéo junto as criangas. Assim, os alunos puderam
absorver conhecimentos e compartilha-los com familiares e amigos.

Palavras-chave: Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia,Popularizagéo da Ciéncia,
Criangas.
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The activities of the NSTW - 2018 were carried out by the team of Fiocruz - Piaui,
through strategies of popularization of science in public schools in Teresina. The paper
describes the impact of this action on children. Thus, the students were able to absorb
knowledge and share them with family and friends.

Keywords: Brazilian National Science and Technology Week. Popularization of
Science. Children.

INTRODUGAO

Por que popularizar a ciéncia? Para responder, devemos partir do principio que
a ciéncia se faz todos os dias e deve estar disponivel para todos. Além disso, a ciéncia
envolve o direito de acesso ao conhecimento, ou seja, integra o exercicio da cidadania
(REIS, 2013). A partir de um consenso construido ao longo do tempo, pode-se inferir
que o conceito de “popularizagdo da ciéncia” modifica a dinamicidade das relagdes
entre Ciéncia e Sociedade. Esse processo tem a capacidade de transformar o
conhecimento dos cidaddos e o mundo que os cerca (LOZANO, 2005;
BARTELMEBS&DA SILVA, 2016).

A promogdo da saude e a educagdo estdo associadas e ambas tém a
finalidade de melhorar a qualidade de vida na esfera individual e coletiva (CARVALHO,
2015; MELO, 1981). Seguindo esse caminho, a popularizagdo da ciéncia se constitui
como instrumento util para viabilizar a promogao da saude, na medida em que socializa
o conhecimento e possibilita a mudanga de atitudes (CARNEIRO et al., 2012). Ao se
trabalhar a popularizagéo da ciéncia com criangas em um ambiente ruralha inimeros
desafios (auséncia de recursos e de acesso a informagdo, distancia geografica e
vulnerabilidades sanitarias, socioeconémicas, ambientais e sociais).

O ambiente escolar e as praticas pedagdgicas oferecem um cenario favoravel a
popularizagdo da ciéncia e promogao da saude, pois permite retratar diversas situagdes
sociais e ambientais da comunidade. Esse ambiente proporciona, por exemplo, a
realizagdo de agbes de educagdo em saude, permitindo uma interface com o sistema
de atencdo basica e até mesmo o encaminhamento para servico de saude
especializado (HORTA, et al, 2017; CASEMIRO, et al., 2014). Nesse sentido,
popularizar a ciéncia é diferente de divulgar. Quando se populariza, se faz junto com o
outro, respeitando os limites e estimulando as potencialidades de cada um (WARTHA
etal., 2015).

Segundo Casemiroet al. (2014), individuos mais saudaveis estdo ligados a
bons niveis de educagdo. Desta forma, percebe-se a importadncia de envolver os

sujeitos na atmosfera da popularizagao da ciéncia em busca do exercicio da cidadania,
da defesa da saude publica e, como consequéncia, a melhoria da qualidade de vida.
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Nos dultimos anos houve o desenvolvimento de politicas de incentivo a
divulgacdo e popularizagéo cientifica no pais, tanto através da criagdo de centros e
museus quanto através de maior énfase sobre o assunto em jornais e revistas
(MOREIRA et al.,, 2012). Um dos desdobramentos desse processo € a Semana
Nacional de Ciéncia e Tecnologia (SNCT), evento anual que ocorre simultaneamente
em todo territério brasileiro, sendo vivenciado nas mais diversas instituicbes de ensino
e pesquisa.

A SNCT foi estabelecida por decreto em 09 de junho de 2004 e é realizada,
desde entdo, no més de outubro. Promovido pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia,
Inovagdes e Comunicagdes (MCTIC), através do Departamento de Difusdo e
Popularizagdo da Ciéncia e Tecnologia, o evento preconiza:

“Aproximar a Ciéncia e Tecnologia da populagdo, promovendo
eventos que congregam centenas de instituicbes a fim de
realizarem atividades de divulgagdo cientifica em todo o Pais.
A ideia é criar uma linguagem acessivel a populagdo, por
meios inovadores que estimulem a curiosidade e motivem a
populagdo a discutir as implicagdes sociais da Ciéncia, além
de aprofundarem seus conhecimentos sobre o tema” (MCTIC,
2016).

O Escritério Regional da Fundagdo Oswaldo Cruz no Piaui (Fiocruz-Piaui)
participou da SNCT em 2018. Em nivel nacional, o tema foi Ciéncia para a Redugé&o
das Desigualdades, alinhado ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel numero 10
(ODS 10): reduzir a desigualdade dentro dos paises e entre eles. Neste sentido, o
trabalho tem como obijetivo relatar uma experiéncia em popularizagdo da ciéncia, sob
os olhares da equipe e das criangas, com o lema “Fiocruz Piaui vai a escola: o
conhecimento é de todos nés”.

MATERIAIS E METODOS

A SNCT - 2018 aconteceu entre os dias 16 a 18 de outubro. Durante essa
semana a Fiocruz-Piaui coordenou varias atividades para 342 criangas e adolescentes
com idades entre 06 e 17 anos, de duas escolas da zona rural de Teresina. As
atividades relatadas contaram com a colaboragdo da Universidade Federal do Piaui
(UFPI) e possibilitaram, posteriormente, a participagdo de 125 criangas do ensino
fundamental (primeiro ao quinto ano) da Escola Municipal Manoel Nogueira Lima.

A escola localiza-se no Km 24 da BR-316, no povoado Chapadinha Sul e recebe
alunos de comunidades rurais produtivas proximas, apoiadas pelo Movimento dos
Trabalhadores Rurais Sem Terra (MST). As areas do Assentamento 17 de Abril e do
Acampamento 8 de Margo possuem 80 e 150 familias, respectivamente. O
Assentamento tem a titularidade da terra regularizada e ambos s&o caracterizados pela
falta de saneamento basico e vulnerabilidade econémica e socioambiental.
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A equipe deslocou-se para a escola no primeiro dia com o intuito de proporcionar
um dia de cientista para cada estudante. O trabalho baseou-se em praticas
relacionadas a promogao da saude e popularizagéo da ciéncia. Foi realizada também
uma apresentagao musical pelo Grupo Ciéncia Cantada (integrado por alunos de pos-
graduacgdo do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz e da Fiocruz-Piaui, além de alunos de
graduacédo da UFPI).

A realizagdo das atividades consistiu na distribuicdo de trés tipos de kits (kit
cientista, kit higiene e kit diversao), um par de chinelos, um certificado de cientista
mirim, copos e toalhas e uma blusa da SNCT - 2018.

O kit cientista era composto de uma Revista Cientifica Mirim, lapis, apontador,
borracha, bloco de notas e lapis de cor. A revista cientifica foi idealizada para que as
criangas produzissem um artigo cientifico como forma de entender o ambiente da
pesquisa cientifica e mostrar que ciéncia se faz todo dia.

Em colaboragédo com o curso de Odontologia da UFPI, foram realizadas também
atividades relacionadas ao tema “A saude comega pela boca — Aprendendo a fazer a
higiene bucal’. Esta pratica foi realizada por meio do kit Higiene. O resumo das
atividades pode ser observado no fluxograma abaixo (Figura 1).

Figura 1: Atividades realizadas com escolares do 1° ao 5° ano na escola municipal
Manoel Nogueira Lima durante a SNCT/2018.

Chegada da equipe &
‘escola municipal Manoel
Nogueira Lima

Distribuicdo
kit Higiene

Proporcionar Escovagiocorreta
divertimentoe como auxilio da
20 da histori 1 alegriaas equipe de
Contagaodahistorie | | Respondendoacs d
l upr?umum : | exercicios da Revista | criangas. Abriro odontologiada
misica Clentifica Mirim J kit em casa UFPI
[l Promogdoda satde
[ Popularizagio  da
ciéncia

A Revista Cientifica Mirim
O veiculo escolhido para fazer ciéncia foi a Revista Cientifica Mirim (Figura 2).
Esta revista teve como objetivo socializar o conhecimento sobre ciéncia. O material foi

estruturado em duas partes: i) uma histéria com o titulo — “A turminha dos cientistas
mirins em: ciéncia se faz todo dia” e ii) exercicios com respostas em formato de
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imagens, elaborados considerando os elementos (segdes) que compdem um
manuscrito cientifico (introdugc&o, material e métodos, resultados, discussao, conclusao,
agradecimentos e referéncias bibliograficas).

Figura 2: Revista Cientifica Mirim Ciéncia se faz todo dia (CAPA).

REVISTA CIENTIFICA
MRM
CIENCIA SE FAZ TODO DIA

U= &}

Quinbro/208

Todo o cenario da histéria foi ambientado para que as criangas pudessem
identificar caracteristicas em comum com suas casas. A construgédo da linguagem, os
habitos de vida e os personagens partram desse mesmo pressuposto e foram
elementos importantes para caracterizar o assunto proposto. A revista abordou o tema
das verminoses focando na ancilostomiase, parasitose também conhecida como
Amareldo, predominante em algumas comunidades rurais do Piaui (MONTEIRO et al.,
2018). Topicos relacionados aos fatores epidemiologicos associados a infecgdo, modo
de transmissdo, ciclo de vida do helminto, controle, prevengcdo e tratamento da
ancilostomiase foram inseridos no texto.

Outra estratégia utilizada para compor a histéria foi ressaltar que a ciéncia se faz
todos os dias, e que todos podem ser cientistas. Neste tépico trabalhou-se a postura
investigativa, a linguagem e a identificagao cientifica. Tudo isso numa perspectiva
ludica na qual todo o investimento de tempo, técnicas e ferramentas de aprendizagem
utilizadas para fazer ciéncia, garantiram “o ser” crianga.

Avaliando as atividades
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O desdobramento das atividades foi avaliado apés um més através de um
encontro com as turmas participantes. O instrumento de coleta de dados foi o inquérito
oral em grupo, que constituiu um conjunto de perguntas e respostas feitas em voz alta
ao mesmo tempo para todos os escolares em sala de aula, com a presenga das
professoras.

A avaliagdo em grupo ocorreu através de um roteiro contendo perguntas abertas
gravadas que duraram em média 10 minutos. As perguntas abordaram temas
trabalhados durante as atividades. Ao se expressarem, os alunos tornaram possivel
captar as impressdes e concepgdes sobre ciéncia, saude e ambiente internalizadas
com as atividades. A dinamica devolutiva foi complementada com anotagdes oriundas
de processos de observagéo por parte da equipe que executou a atividade. Para esse
tipo de abordagem (coleta de dados através das respostas faladas) foram necessarias
no minimo trés pessoas: a que dinamiza, a pessoa que grava e a que relata e observa.

Os resultados obtidos através das respostas foram analisados a partir da técnica
de analise de contetido, modalidade tematica de Bardin (2011). Esse método analisa e
descreve os resultados referentes a aprendizagem de conteidos importantes para
ampliar as concepgdes sobre saude, a partir de atividades realizadas.

Nesse tipo de andlise, o texto sofre desmembramentos em unidades e em
seguida reagrupamentos em categorias de analise. Para o melhor entendimento dos
dados, trés etapas desse processo foram descritas por Bardin: i) pré-analise: faz a
transcricdo do que foi falado e destaca os temas que predominaram durante esse
momento; ii) exploragao do material: transforma os dados brutos do texto e sistematiza
em categorias e iii) tratamento dos resultados: a partir da inferéncia e interpretacao.

Desdobramentos dos conhecimentos adquiridos: um relato sob o olhar das
criangas

Os registros revelaram que houve aprendizado por parte das criangas sobre
como fazer ciéncia, através de um eixo condutor que foi a presenga da ancilostomiase
na comunidade, dentro de um cenario vivenciado por elas. Ao relatarem a troca com os
familiares e amigos do que tinham aprendido no evento, as criangas demonstraram sua
atuagdo como agentes multiplicadores do conhecimento.

CONSIDERAGOES FINAIS

A popularizagdo da ciéncia € um instrumento metodoldgico que busca socializar e ao
mesmo tempo empoderar individuos e grupos, no caso criangas, através do exercicio
da cidadania, com o conhecimento cientifico, processo que visa a melhoria da
qualidade de vida de pessoas.

Essa experiéncia teve a finalidade de promover interagbes acerca de realidades que
impactam a vida de pessoas que se encontram em situagao de vulnerabilidade social,
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estimulando a criatividade e construindo uma legido de novos “curiosos” sobre a nossa
sociedade.
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4 DISCUSSAO
4.1 A persisténcia da ancilostomiase em comunidades rurais do Piaui

No presente trabalho foi encontrada uma prevaléncia moderada de infecg&o por
ancilostomideos nas comunidades estudadas do municipio de Nossa Senhora de
Nazaré (NSN), no Piaui. Na década de 1950, o primeiro inquérito sobre a prevaléncia
das geo-helmintiases no Brasil mostrou que as maiores taxas de prevaléncia de
ancilostomiase ocorriam no estado do Piaui, atingindo até 68,8% em determinadas
localidades (Pellbn & Teixeira, 1950). Entre os anos de 2000 a 2013, estudos
transversais sobre as parasitoses intestinais realizados nos municipios de Parnaiba,
Sao Raimundo Nonato e Teresina demonstraram taxas de positividade de até 64,9%
para os HTS (Oliveira et al., 2001; Alves et al., 2003; Furtado et al., 2011; Carvalhoet
al., 2014; Fernandes et al., 2014; Melo et al., 2014; Viana et al., 2017). Esses estudos
mostraram uma diminuicdo na ocorréncia das ancilostomiases, com taxas de
prevaléncia média de 11,4% para essa infeccdo. Nossos resultados sédo similares aos
encontrados por esses ultimos estudos, demonstrando que, apesar da diminuicao
observada ao longo dos anos em algumas regides brasilerias, a ancilostomiase
persiste em comunidades rurais em niveis moderados.

As variacbes nas taxas de prevaléncia dos HTS estdo relacionadas aos
determinantes sociodemograficos e ambientais, na qual envolvem interacdes entre o0
ambiente e o comportamento humano (Confalonieri et al., 2014). No presente trabalho
foi observada que a infeccdo por ancilostomideos esta distribuida de maneira
homogénea entre as diferentes faixas etarias. De acordo com a OMS, pessoas jovens
sdo consideradas mais vulneraveis a infeccdo por esses parasitos devido a uma
possivel maior exposicdo as formas parasitarias infectantes, e provavelmente,
apresentam maior carga parasitaria comparadas a outras faixas etarias (WHO, 2017).
A guantificacdo da carga parasitaria através do método de Kato-Katz foi realizada no
nosso estudo. A maioria das infeccbes por ancilostomideos apresentou baixa
intensidade, com contagem de ovos por grama de fezes inferior a 2.000 opg. Além
disso, observou-se uma tendéncia de correlacdo inversa entre a idade e a carga
parasitaria, confirmando, portanto, cargas parasitarias mais elevadas em criancas. Os
efeitos da infec¢do crbnica pelos ancilostomideos em individuos jovens sdo bem
descritos na literatura (Brooker et al., 2004). A anemia por deficiéncia de ferro esta

relacionada a déficits no desenvolvimento fisico e cognitivo, na memoaria, além da ma
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absorcao de nutrientes e podem influenciar diretamente o desempenho educacional
dos escolares (Crompton et al., 2002; Brooker et al., 2008; Hotez, 2008; Hotez, 2009;
Miguel & Kremer, 2003; Welch et al., 2017). A associacédo entre a ancilostomiase e a
anemia ferropriva tem sido alvo de investigacdes. Em estudo realizado em
Mocambique, essa associacdo foi confirmada em escolares provenientes de
provincias no norte do pais (Casmo et al., 2014). Uma das dificuldades em analisar o
efeito da ancilostomiase sobre o estado nutricional de escolares € a necessidade da
guantificacdo da carga parasitaria das infeccdes, ja que testes quantitativos néo
costumam ser realizados. No presente estudo, nés avaliamos a correlagcdo entre a
ancilostomiase e o estado nutricional de criancas, ndo detectando associacéo
estatisticamente significativa ou impacto negativo da doenca nos indicadores
antropometricos utilizados. A auséncia de correlacao pode ser explicada pelo tamanho
amostral ou pela baixa intensidade das infec¢des. Entretanto, a fisiopatologia da
ancilostomiase tem maior impacto sobre os indicadores hematolégicos (concentracao
sanguinea de hemoglobina e hematocrito) do que sobre os indicadores de
desenvolvimento pdndero-estatural (Crompton & Stephenson, 1990). Neste estudo
nao foi possivel avaliar as concentracdes de hemoglobina, conforme realizado em
pesquisas prévias do grupo na regido amazoénica e na Africa, utilizando um
hemoglobinbmetro portatil (Carvalho-Costa et al., 2007; Casmo et al., 2014). Outra
limitacdo do estudo, também apresentada pela maioria dos estudos que visa identificar
o impacto das diferentes parasitoses intestinais sobre o estado nutricional, € o carater
transversal da pesquisa. Neste desenho epidemiolégico ndo é possivel identificar o
efeito do tempo de infeccdo e sua cronicidade.

Guyatt (2000) ressalta que a infeccdo por ancilostomideos em adultos pode
afetar a produtividade no trabalho também devido a anemia por deficiéncia de ferro,
mas conclui que ha pouca ou nenhuma evidéncia direta para essa assertiva. A
presenca dos HTS em mulheres gravidas pode causar nascimento prematuro do bebé,
reducédo do peso da crianca ao nascer e aumento da morbidade e mortalidade materna
(Christian et al., 2004). Situacao preocupante é, também, o fato de adultos manterem
a infeccdo por muitos anos, uma vez que sofrem reinfecgbes constantes e ndo sao
incluidos nos programas de quimioprofilaxia. Nesse sentido, tém-se discutido sobre a

expansdo dos programas de tratamento em massa para adultos como medida de
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controle mais efetiva para interrupc¢ao da transmisséao dos HTS (Anderson, et al., 2014;
Bartsch et al., 2016).

O presente estudo ndo encontrou associacao entre o habito da defecagéo a céu
aberto e a infeccéo por ancilostomideos. Este achado pode ser explicado pelo fato de
que este habito proporciona contaminacdo ambiental pelos estagios infectantes dos
ancilostomideos de uma forma global nas comunidades, afetando de forma
homogénea os moradores. Sem duvida, uma elevada propor¢cdo de pessoas
praticando a defecacdo a céu aberto contribui para a circulacdo desses parasitos
(Ziegelbauer et al., 2012). A relacdo entre evacuacao a céu aberto e ancilostomiase ja
foi descrita em outros paises em desenvolvimento (Worrel et al., 2016). Em Nairobi e
paises na Asia, a defecacdo a céu aberto esta intrinsecamente associada com a
infec¢do por ancilostomideos (Vandemark et al., 2010; Alemu et al., 2011; Worrell et
al., 2016). Somando a isso, o fato desses individuos trabalharem como agricultores
pode significar maior exposicédo e manutencao dos ciclos de transmissao no ambiente,
uma vez que as fezes humanas podem ser utilizadas como adubo. Curiosamente, o
habito da defecacdo a céu aberto foi observado mesmo em habitacdes que possuem
fossa séptica. Isso sugere que esse habito €, ao menos em parte, culturalmente
determinado e ndo representa apenas uma consequéncia da pobreza e falta de acesso
a higiene adequada. Esse mesmo cenario péde ser observado em uma regido rural da
Nigéria, onde a contaminacado do solo por ancilostomideos foi atribuida a defecacéao a
céu aberto mesmo a populacao tendo acesso as latrinas (Oyebamiji et al., 2018).

Neste estudo, observou-se ainda que a positividade para infeccdo por
ancilostomideos é significativamente associada a quantidade de pessoas habitando a
moradia e ao menor grau educacional, reforcando a correlacao entre estes HTS e as
condicbes de vida da populacdo. Outro fator epidemiolégico associado a
ancilostomiase foi o tipo de piso presente nas casas. A presenca de chdo de terra
batida (ndo revestido) mostrou correlacao positiva com a infec¢cao por esses parasitos.
Resultados semelhantes foram descritos em regifes rurais de Bangladesh e do
Quénia, nas quais foi demonstrado que pisos com revestimento, associados ao
tratamento com anti-helminticos, contribuem para a reducdo das taxas de prevaléncia
das geo-helmintiases (Benjamin-Chung et al., 2015; Worrell et al., 2016). Além disso,

Worrell e colaboradores (2016) relataram um aumento da prevaléncia desses
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helmintos entre criangas que residem em domicilios com piso ndo totalmente
revestido. Embora assoalhos inacabados ja tenham sido associados a infecgdo por
ancilostomideos, existem poucas evidéncias para justificar essa associagcdo nas
infeccbes por A. lumbricoides e T. trichiura (Forrester et al., 1990; Basualdo et al.,
2007; Pullan et al., 2010; Soares Magalhaes et al., 2011).

Na area estudada, observou-se que o cenario favoravel para a transmissdo dos
ancilostomideos parece estar espacialmente concentrado. Esse perfil de transmissao
poderia explicar o padrdo focal de distribuicdo da infeccdo por ancilostomideos
identificado, que revelou que a maioria dos individuos infectados habitam apenas
algumas localidades do municipio de NSN.

Em relacdo aos outros HTS, nosso trabalho verificou a auséncia de infec¢ao por
A. lumbricoides e uma frequéncia muito baixa de infeccdo por T. trichiura foi
observada. Curiosamente, estudos realizados na regido semiarida do Piaui, ha quase
20 anos, apresentaram o mesmo perfil de prevaléncia para esses HTS (Pessoa, 1959;
Rey 2001; Alves et al.,, 2003). No Brasil, os trabalhos mais recentes sobre a
epidemiologia das HTS apontaram para uma variacao das taxas de prevaléncia de 8%
a 53,4% em distintas regides do pais (Carvalho-Costa et al., 2007; Valverde et al.,
2011; Pereira et al., 2012; Gongalves et al., 2016). Na regido norte (bioma Amazoénia)
e alguns estados da regido nordeste (Maranh&o e Paraiba), a ascaridiase foi a
infeccdo mais frequentemente encontrada, com prevaléncia variando de 19,3% a
53,6% (Boia et al., 2006; Silva et al., 2011; Valverde et al., 2011; Melo et al., 2014;
Goncalves et al., 2016). Um estudo mais atual realizado em trés regifes rurais do
estado do Rio de Janeiro detectou uma maior prevaléncia de infeccdo por
ancilostomideos (7,1%) do que de infeccdo por A. lumbricoides (0,7%) na populacao
participante (Barbosa et al., 2018).

E reconhecido que a ocorréncia dos diferentes HTS esté ligada as caracteristicas
ambientais, como o tipo de solo e a umidade relativa do ar, que podem atuar como
fatores limitantes para o desenvolvimento dos estadios de vida dos HTS (Soriano et
al., 2001; Mabaso et al., 2003). Desta forma, € possivel que as condicGes
edafoclimaticas das areas estudadas nao favorecam a transmissdo da ascaridiase e
da tricuriase. Por outro lado, partindo do principio de que os ancilostomideos
conseguem manter o seu ciclo de vida nessas mesmas condi¢des, outros fatores

devem estar atuando para essa auséncia. Echazu e colaboradores (2015), em estudo
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realizado em comunidades rurais na Argentina, distinguem as duas vias de
transmissdo dos HTS: os “skin-penetrators”, representados pelos ancilostomideos e
por Strongyloides stercoralis e os “orally-ingested” representados por A. lumbricoides
e T. trichiura. Estes dois grupos de HTS responderiam de forma distinta as medidas
de controle, sendo os “skin-penetrators” mais sensiveis as melhorias no sistema de
manejo de dejetos solidos, como fossas sépticas, ao passo que as melhorias nos
sistemas de fornecimento de agua potavel seriam mais efetivas no controle dos HTS
“orallyingested”. Isto explicaria a redugdo nas prevaléncias da ascaridiase e da
tricuriase e a permanéncia da ancilostomiase nas populacbes estudadas, onde os
sistemas de saneamento sao inexistentes e a pratica da defecacéo a céu aberto ainda
€ realizada por uma parcela significativa da populacdo. Desta forma, em NSN, o habito
da defecacédo a céu aberto deve contribuir para a manutencéo dos ancilostomideos no
ambiente e as melhorias no abastecimento de agua potavel e na eficiéncia dos
servicos de saude primaria podem estar influenciando a interrup¢do da transmissao
oral dos ovos de A. lumbricoides e T. trichiura.

Sobre a estimativa dos HTS, no contexto global, Pullan e colaboradores (2010)
relataram que apesar do declinio na prevaléncia dos ancilostomideos, A. lumbricoides
e T. trichiura nas Américas e na Asia, a situagcdo na Africa subsaariana permanece
estagnada. Pesquisas realizadas no Brasil sobre o risco e a distribuicdo
espacotemporal dos HTS estimaram reducdes significativas nas taxas de prevaléncia
da ascaridiase, da tricuriase e da ancilostomiase nos ultimos 20 anos (Scholte et al.,
2013; Chammatrtin et al., 2014). Desta forma, os resultados deste trabalho estdo em
consonancia com esta tendéncia.

Como esperado, a prevaléncia de infeccdo por ancilostomideos em individuos
gue usaram o medicamento albendazol até 6 meses antes da andlise foi
significativamente inferior guando comparado aqueles individuos que nao fizeram uso
do medicamento. O servico publico de saude brasileiro fornece medicamentos
antiparasitarios gratuitos a populacéo, sendo o albendazol 400 mg em dose Unica o
mais comumente utilizado. O uso empirico da vermifugacao com albendazol, tanto ao
nivel da atencdo primaria quanto por automedicacdo, certamente contribui para a
reducdo das taxas de prevaléncia das geo-helmintiases nas comunidades. Deve-se

enfatizar, porém, que a resisténcia dos parasitos a este medicamento ja é considerada
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um problema e sua efetividade contra diferentes espécies de HTS é variavel
(Vercruysse et al., 2011; Moser et al., 2017).

No que diz respeito as estratégias globais para se controlar os HTS, a adeséo ao
programa ADM seria, de acordo com as recomendacdes da OMS, opcional em regides
gue possuem uma prevaléncia inferior a 20% (Brasil, 2012). O municipio estudado, no
momento em que foi realizado o trabalho de campo, tinha optado por ndo aderir a
Campanha Nacional da Geo-helmintiases nas escolas. Esta campanha, implementada
no Brasil a partir de 2012, alinha a estratégia brasileira de controle das geo-
helmintiases as recomendacdes da OMS, baseadas na quimioprofilaxia em massa
com medicamentos doados por industrias farmacéuticas e organizacdes néao
governamentais, como a Fundacgédo Bill & Melinda Gates. No Brasil, & possivel que a
falta de um sistema de captacdo de dados e a auséncia de um programa de vigilancia
ativa ndo permitam reconhecer o real impacto dos HTS na saude publica e,
consequentemente, aperfeicoar as medidas de controle (Brasil, 2012).

O estudo descreve um cenario sociodemografico e ambiental favoravel a
persisténcia da ancilostomiase em comunidades rurais de NSN, Piaui. Neste sentido,
consideramos que outras comunidades, com caracteristicas sociodemograficas
semelhantes, possam apresentar uma frequéncia e distribuicdo da infeccao
semelhantes as apresentadas em NSN. Os dados apresentados, contribuem para o
aperfeicoamento das medidas de controle uma vez que apontam para a necessidade
de intervencdes focais, baseadas no tratamento dos infectados e na reducdo da
proporcao de pessoas que praticam a evacuacao a céu aberto. Novas solucdes para
o destino dos dejetos humanos devem ser propostas para as populacdes rurais no
nordeste do Brasil, visto que as caracteristicas da evacuacéo parecem ser,ao menos

parcialmente, culturalmente determinadas.

4.2 Novas descobertas na epidemiologia da ancilostomiase utilizando
marcadores moleculares

No presente estudo, N. americanus foi a espécie de ancilostomideo mais
frequentemente identificada em areas rurais dos municipios de NSN, Teresina (TER)
e Russas (RSS). Um estudo recente mostrou a circulacdo das duas espécies de
ancilostomideos, N. americanus e A. duodenale, pela técnica de RFLP no municipio
de Americaninhas, em Minas Gerais (George et al. 2017). A diferenciagcdo das

espécies de ancilostomideos humanos por técnicas parasitolégicas é uma tarefa dificil,
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visto que os ovos de N. americanus e A. duodenale n&o sdo distinguiveis a
microscopia de luz. A discriminagdo das espécies necessita da eclosdo dos ovos e
liberagcdo das larvas por meio da coprocultura pois essas Ultimas podem ser
diferenciadas por meio de caracteres morfoldgicos e morfométricos contidas em
chaves taxonémicas (Pessoa, 1959; Anderson, 2000; Rey, 2001). Outra forma de
diagnéstico espécie-especifico € a recuperacdo de vermes adultos apds o tratamento
com anti-helminticos, porém esta técnica demanda a analise de toda a matéria fecal
eliminada pelo hospedeiro, sendo, extremamente laboriosa. As técnicas de
identificacdo molecular sdo ferramentas Uteis para a caracterizacdo das espécies de
parasitos, pois podem ser realizadas a partir do DNA parasitario obtido de ovos, larvas
ou adultos do helminto. A biologia molecular tem sido utilizadas no diagnostico da
infeccéo por ancilostomideos e sua distribuicdo em areas endémicas como a Africa, a
india, a China, a Colémbia, as llhas do Pacifico e a Australia (Carroll & Walker, 1990;
Gruijter et al., 2005; Verweij et al., 2007; Hu et al., 2008; Sahimin et al., 2017). O
diagnostico espécie-especifico, embora dispensavel do ponto de vista clinico, é
importante para o entendimento das caracteristicas epidemiolégicas, eficacia dos
antihelminticos e para o aperfeicoamento das estratégias de controle da
ancilostomiase (Romstad et al., 1998). Poucos estudos em taxonomia molecular de
ancilostomideos humanos foram realizados no Brasil, sendo esta pesquisa pioneira na
caracterizacdo molecular destes helmintos no pais.

Andlises filogenéticas realizadas neste estudo a partir de sequéncias
nucleotidicas do gene cox1, demonstraram a presenca de trés grupos (denominados
A, B e C) de parasitos do género Necator distintamente divididos por dois clados
genéticos. A espécie N. americanus foi incluida no grupo A, na qual apresentou uma
variabilidade intraespecifica que variou de 94% a 99% de similaridade entre si e com
as sequéncias referéncia disponiveis no GenBank. A divisdo dos ancilostomideos em
trés principais grupos populacionais ndo € inesperada. Estudos anteriores ja haviam
descrito a divisdo filogenética desses parasitos (Hasegawa et al., 2014).

O grupo A pbde ainda ser dividido em trés subgrupos, denominados Al, A2 e A3.
O grupo Al incluiu sequéncias dos trés municipios estudados (NSN, TER e RSS) e
sequéncias asiaticas provenientes de quatro diferentes localidades na China (Hawdon
et al., 2001). No Grupo A2, observaram-se sequéncias de NSN e uma sequéncia de

N. americanus proveniente de Togo (Hu etal., 2003). Ja o grupo A3 foi composto
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apenas por sequéncias provenientes da China. Um estudo realizado por Gruijter e
colaboradores (2006) analisou a diversidade genética de N. americanus obtidos de
diferentes origens geogréficas (Nepal, Gana e Colémbia) utilizando a técnica de PCR
seguido de corte com enzimas de restricdo. Os autores também demonstraram o
agrupamento das sequéncias em trés grupos principais.

A avaliacdo da variabilidade genética intraespecifica de N. americanus no Brasil
identificou circulacao de 23 diferentes haplétipos nas comunidades estudadas. Entre
eles, 22 estdo sendo descritos pela primeira vez e um deles ja foi descrito na China
(Hawdon et al., 2001). Observou-se também, a presenca de co-infeccdo por diferentes
haplétipos. Além disso, os resultados revelaram que ndo houve um padrdo de
distribuicdo geografica claro. Alguns haplétipos de N. americanus no Nordeste do
Brasil estdo intimamente relacionados as espécies asiaticas. De acordo com o0s
resultados apresentados, no Grupo Al sugere-se que houve uma expansao
populacional a partir de um haplétipo asiatico. E importante enfatizar que existem
poucas sequéncias de DNA de ancilostomideos do Novo Mundo disponiveis para
estudos genéticos e que a maioria dos dados atualmente disponiveis s&o provenientes
da Asia e Africa.

As inferéncias filogenéticas revelaram também que, além da circulacdo de
haplétipos de origem asiatica, havia sequéncias relacionadas as linhagens africanas.
Esta dicotomia na heranca matrilinear esta de acordo com os dados existentes sobre
variacdes genéticas de N. americanus, que apontam a existéncia de duas principais
linhagens ancestrais: de origem asiatica e africana (Hu et al. 2003). Nossas analises
sugerem que a divergéncia entre essas duas linhagens ocorreu ha mais de 60.000
anos. Este periodo encontra um paralelo no intervalo de tempo decorrido na migracao
do Homo sapiens da Africa em direcdo a Asia. E a presenca, no Novo Mundo, de
haplétipos de origem africana e asiatica pode ser explicada pelos fenédmenos
migratorios responsaveis pelo povoamento do continente Americano, com individuos
africanos escravizados sendo introduzidos a partir do século XVII e com 0s povos
amerindios nativos, que tém ascendéncia asiatica. E importante salientar que a
presenca de ancilostomideos na América do Sul pré-colombiana foi comprovada em
estudos de Paleoparasitologia (Aradjo et al. 1988; 2008). Nos ultimos séculos, e até
hoje, os descendentes de amerindios e africanos constituiram os estratos sociais mais

pobres da América Latina, vivendo em condi¢Bes de saneamento inadequadas, o que
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tornou a ancilostomiase um importante problema de salde publica que perdura desde

0s tempos coloniais.

Certamente, a infeccdo por esses helmintos também estava presente nas
populacdes europeias que colonizaram o continente, incluindo o Brasil. Nenhum dado
genético de ancilostomideos da Europa esta atualmente disponivel e, mais
recentemente nesse continente, esta infeccéo foi controlada com sucesso, através de
melhorias no saneamento. Uma hip6tese que também pode ser considerada € que a
ascendéncia de ancilostomideos potencialmente trazidos para o Brasil por europeus
seja africana, o que também explicaria a presenca de sequéncias coxl1 relacionadas

com espécimes desse continente.

Uma alta variabilidade intraespecifica foi observada. Os grupos Al, A2 e A3
foram conectados entre si por ramos longos, indicando um grande namero de etapas
mutacionais (Al vs. A2 = 13 etapas mutacionais; e Al vs. A3 = 6 etapas mutacionais).
Estudos anteriores tém demonstrado a variabilidade genética intraespecifica de N.
americanus. Hu e colaboradores (2002a) indicaram a presenca de quatro
polimorfismos entre as sequéncias de cox1 de N. americanus da China e do Togo. O
mesmo autor, em um outro estudo, comparou as sequéncias do genoma mitocondrial
completo de N. americanus proveniente de Togo com as sequéncias da China, para
estimar a variabilidade genética. Para os 12 genes avaliados, esta comparacao
revelou diferencas que variaram de 3% e 7% em nivel nucleotideo (Hu et al., 2002b).
A variabilidade genética de N. americanus pode estar relacionada a diferencas no
padrao epidemioldgico e de viruléncia, além de padrbes distintos de resisténcia aos
anti-helminticos (Hu et al., 2003).

Uma descoberta conferiu ineditismo ao estudo: o relato da primeira infec¢éo por
outra espécie do género Necator, geneticamente diferente de N. americanus em
hospedeiros humanos nas Américas. Essas sequéncias obtidas em NSN, mostraram
uma alta similaridade com sequéncias obtidas de primatas ndo humanos que circulam
zoonoticamente em reservas florestais africanas. As primeiras sequéncias de Necator
sp. foram depositadas no GenBank por Hasegawa e colaboradores (2014),
descrevendo trés grupos filogenéticos distintos para o género. O primeiro apresentou
homologia com N. americanus (grupo A), enquanto os outros dois (grupos B e C) néo

foram relacionados a N. americanus. ISSoO sugeriu que esses grupos poderiam ser
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formados por outras espécies do género Necator. Kalousova e colaboradores (2016)
realizaram uma andlise morfoldgica de vermes adultos e sugeriram tratar da espécie
N. gorillae. Posteriormente, Hasegawa e colaboradores (2017) analisaram
geneticamente ancilostomideos obtidos de gorilas e chimpanzés no Gabao e Uganda,
e identificaram sequéncias ndo pertencentes a espécie N. americanus. E concluem
gue os parasitos sao, presumivelmente, da espécie N. gorillae. Andlises Bayesianas
sugeriram que o ancestral comum entre N. americanus e Necator sp. existiu ha cerca
de 300.000 anos, durante o Pleistoceno Médio. E possivel que, ao longo do tempo,
humanos e simios tenham se tornado hospedeiros preferenciais de N. americanus e
N. gorillae, respectivamente. No entanto, essas espécies de ancilostomideos, s&o
capazes de circular zoonoticamente.

Outra espécie de Necator tem sido identificada em primatas ndo humanos: a N.
congolensis (Graber & Gevrey, 1981). Interessantemente, esses autores enfatizaram
gue parasitos obtidos de primatas ndo-humanos e identificados como N. congolensis
possuem uma grande similaridade morfologica com o parasito de suino denominado
N. suillus. Esta espécie de HTS foi relatada em suinos domésticos e silvestres nas
Antilhas e Madagascar (Ackert & Payne, 1923). No presente estudo a criacdo de
suinos é realizada nos ambientes peridomiciliares, o que permite a contaminacao do
ambiente com matéria fecal de suinos. Nesse sentido, a possibilidade da transmissao
de ancilostomideos com carater zoonoético entre os hospedeiros suino e humano nao
pode ser descartada, e os espécimes identificados como Necator sp. poderiam estar,
na verdade, relacionados a N. suillus.

A possibilidade de descobrir novos cenarios epidemiologicos sobre 0s parasitos
em humanos traduz toda a importancia da realizacdo de estudos epidemiologicos e
genéticos em regides rurais. Além disso, a avaliacdo da diversidade genética pode
contribuir para o desenvolvimento de vacinas contra os ancilostomideos e auxiliar no

entendimento dos padrdes de propagacao da resisténcia aos benzimidazois.

Os resultados moleculares apresentados neste estudo ndo puderam demonstrar
evidéncias de circulacdo zoonotica de parasitos de alguns nematoides, com énfase no
género Trichostrongylus, nas comunidades estudadas. Esta foi uma das motivacdes
iniciais da pesquisa e para verificar esta possibilidade foram realizadas técnicas de
taxonomia molecular com alvos propostos para DNA barcoding em amostras fecais

positivas para ovos de ancilostomideos. A hip6tese de trabalho era que uma
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determinada propor¢cdo de ovos de ancilostomideos seriam na verdade ovos de
Trichostrongylus. Essa problematica vem se confirmando na regido Nordeste onde,
através de técnicas parasitoldgicas, um universo de 9.283 amostras de fezes, em 1,2%
foram encontrados ovos morfologicamente compativeis com o género
Trichostrongylus (Souza et al. 2013). A tricostrongiliase humana também é relatada
em todo o mundo e inclui principalmente areas rurais do Ird, Japado, Tailandia, Coréia
do Sul, China, Estados Unidos e Austréalia, onde ha contato préximo de humanos com
suinos, caprinos e ovinos (Ghadirian et al., 1975; Boreham et al., 1995; Wall et al.,
2011; Phosuk et al., 2013).

Cabe lembrar que os resultados morfométricos dos ovos encontrados nas
populacbes incluidas no estudo foram compativeis com ancilostomideos. Outra
abordagem para a identificacdo desses parasitos foi a morfometria e morfologia de
larvas obtidas pela técnica de Harada-Mori. Tentou-se complementar os resultados
com esta identificacdo, mas o pequeno numero de amostras positivas ndo possibilitou
uma analise mais consistente. O diagnostico diferencial também se da para outras
espécies de estrongilideos como Oesophagostomum sp. e H. contortus. A infeccao
por esses parasitos, inclusive seguida de 6bito ja foi relatada no Brasil (Thomas et al.
1910; Magalhdes, 1908; Travassos, 1921). Embora nao haja relatos de casos de
metastrongiliase humana no Brasil, um estudo publicado em 2016 descreveu o
primeiro caso de infeccdo por M. salmi no Equador e nas Américas. No curso de
infeccdo pulmonar severa, o paciente teve a doenca diagnosticada através da
observacéo direta de vermes adultos presentes em escarro (Calvopina et al., 2016).

4.3 Taxonomia molecular dos helmintos intestinais de animais de producéao

Neste estudo, a taxonomia molecular identificou infec¢cdes por helmintos
intestinais em animais de producdo nos municipios de NSN e TER (Piaui), RSS
(Ceara) e CAM (Rio de Janeiro). Nos rebanhos de criacédo do pais, a incidéncia desses
helmintos pode acarretar em perdas econémicas devido a diminuicdo da conversao
alimentar, baixa fertilidade, diminuicdo de crias nascidas vivas e reducédo do peso do

animal ao desmame (Roepstorff et al., 1998).

Todas as espécies de parasitos de animais encontradas no presente estudo ja
foram descritas como tendo importancia zoonética. Sete espécies de parasitos foram

identificadas nos diferentes hospedeiros: i) em suinos, A. suum, M. salmi, O. dentatum,
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O. quadrispinulatum, O. columbianum, e T. colubriformis; ii) em ovinos,
Oesophagostomum sp., H. contortus, e T. colubriformis e iii) em caprinos, T.
colubriformis, H. contortus e Oesophagostomum sp (Calpovina et al., 2016; Magalhaes
etal., 1909; Souza et al., 2013; Thomas et al., 1910) . Na regido nordeste, os helmintos
de maior prevaléncia e intensidade da infeccdo para ovinos e caprinos, assim como
de maior importancia econémica, sao H. contortus, T. colubriformis e O. columbianum
(Costa et al., 2011). A alta prevaléncia de infeccdo por essas espécies tem sido
demonstrada no Brasil e no Mundo (Chagas, et al., 2007; 2008; Costa et al., 2011; Al-
Rekani, 2012).

A infeccdo por M. salmi foi a espécie mais abundante quando comparada as
outras espécies encontradas no estudo no grupo de suinos estudados no Piaui. Esta
espécie tem sido frequentemente relatada no Brasil, inclusive em animais criados no
Nordeste, sendo outras espécies do mesmo género também relatadas (Da Silva &
Muller, 2013). A metastrongiliase nos animais pode causar pneumonia, bronquite e
infecgdes graves que podem levar a 6bito. Além disso, existem evidéncias de que a
metastrongiliase esteja associada ao agravamento da peste suina em casos de
coinfeccdo (Rajkhowa et al., 2015). O diagnostico desta doenca é dificil devido a falta
de sinais clinicos caracteristicos e a existéncia de outras doencas respiratorias.
Através do exame parasitologico das fezes ndo € possivel realizar a identificacdo
precisa das espécies de parasitos e por isso, o diagnéstico € mais frequentemente
realizado através da procura dos vermes adultos coletados do pulméao apds necropsia.
Este estudo demonstra que é possivel fazer a deteccdo da infeccdo por meio de
técnicas moleculares, que podem ser usadas para monitorar a presenca e distribuicéo
da infeccdo em rebanhos e para orientar medidas mais efetivas de controle. Apesar
da frequéncia desta infeccdo estar reduzindo no Brasil com a melhoria dos sistemas
de criacdo suina, os trabalhos sugerem que esse verme pulmonar ainda € comum em
suinos criados no ambiente peridoméstico do Brasil, demonstrando deficiéncias no

controle da saude animal (Gomes et al., 2005).

Trés espécies distintas de parasitos do género Oesophagostomum foram
identificadas em porcos das comunidades estudadas: O. dentatum, O.
guadrispinulatum e O. columbianum. Esses parasitos também séo conhecidos como

vermes nodulares e apresentam um ciclo de vida direto, sem hospedeiros
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intermediarios, causando enterites e formacfes nodulares na parede intestinal (Cibot
et al., 2015). Altas cargas parasitarias sdo capazes de gerar hiperplasia e ulceragdes.
Curiosamente, o trabalho caracterizou a espécie O. colombianum, que é um parasito
comum em pequenos ruminantes e em porcos. Nas comunidades estudadas, suinos,
caprinos e ovinos sao criados em contato préximo e este achado pode significar a
transmissdo cruzada entre as diferentes espécies de hospedeiros.

Algumas sequéncias de Oesophagostomum de pequenos ruminantes obtidos
neste estudo foram encontradas em um clado separado da arvore filogenética,
demonstrando 91% de similaridade com a sequéncia de referéncia de O.
columbianum. Estes resultados podem indicar a presenca de um gendétipo muito
diferente do j& descrito para essa espécie ou mesmo de uma espécie cujas sequéncias

ainda nao estéo disponiveis para comparacao.

No presente estudo, a infeccdo por T. colubriformis foi detectada em suinos,
caprinos e ovinos. Parasitos do género Trichostrongylus, especialmente as espécies
T. colubriformis e T. axei, sdo relatadas tanto em suinos quanto em pequenos
ruminantes (Ghasemikhah et al., 2011; Kabululu et al., 2015). Dessa forma, em regides
onde ambos os hospedeiros sdo criados, eles podem ser transmitidos de forma
cruzada. No presente estudo, foi utilizado o alvo mitocondrial cox1 no qual apresenta
centenas de milhares de copias idénticas por células. Apos a clonagem do material,
verificamos a presenca de diferentes gendétipos de T. colubriformis infectando o
mesmo animal. A andlise da variabilidade genética intraespecifica ndo pbde ser
realizada pela falta de sequéncias nucleotidicas publicas disponiveis. Este fato
dificulta a realizacdo de estudos epidemiolégicos moleculares e a distribuicdo de
gendtipos de parasitos de animais. O estudo contribuiu para aumentar a quantidade

de dados genéticos sobre esses parasitos.

A infeccdo por H. contortus foi caracterizada em caprinos e ovinos nas areas
estudadas. H. contortus é considerada a principal espécie parasitaria de pequenos
ruminantes em regides de clima tropical e subtropical e € um parasito hematéfago que
tem o abomaso como seu habitat (Besier et al., 2016). O 6bito dos animais infectados
por esse helminto vem em decorréncia da alta carga parasitaria e anemia severa
(Gasser et al., 2008).
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Os resultados demonstram a aplicabilidade da estratégia de DNA barcoding para
monitorar a presenga de parasitos especificos em rebanhos e melhoria das medidas
de controle. Essas técnicas permitem conhecer a fauna helmintolégica de suinos,

caprinos e ovinos, sem a necessidade da realizacdo de eutanasia desses animais.
4.4 Um tesouro amazénico mantido no armario

O presente estudo mostrou que a taxonomia molecular pode ser realizada com
sucesso quando laminas de Kato-Katz, guardadas por sete anos, sao utilizadas como
fonte de DNA de helmintos intestinais.

Nas laminas de Kato-Katz, as amostras fecais podem ser transportadas sem a
obrigatoriedade da refrigeracdo ou congelamento, ha auséncia de inibidores de PCR
pelos conservantes organicos e o material fecal é preservado, a longo prazo, sem
necessidade de refrigeracéao.

A taxonomia molecular foi realizada em laminas de Kato-Katz, positivas para
ovos de Ascaris sp. e ancilostomideos, provenientes do municipio de Santa Isabel do
Rio Negro, no Amazonas, em um trabalho de campo realizado em 2011. As laminas
foram transportadas, para o Rio de Janeiro (Fiocruz) e guardadas no armario do
laboratoério Laboratorio de Epidemiologia e Sistematica Molecular para fins didaticos.
Algumas semanas depois estimou-se a carga parasitarias apenas para Ascaris sp. Ja
era esperado que a visualizacdo dos ovos dos ancilostomideos ndo fosse possivel
devido a acao clarificadora da glicerina sobre a lamina e a fragilidade da parede destes
ovos (Khurana & Sethi, 2017). Demonstrou-se que, para estudos genéticos da
ancilostomiase, o DNA da estrutura parasitaria permanece preservado apesar do
desaparecimento dos ovos.

Sete anos apods a expedicdo de campo, foi possivel recuperar o DNA de Ascaris
sp. em 84% das laminas analisadas (fragmento do alvo mitocondrial cox1),
confirmando-se que pertenciam a A. lumbricoides ou A. lumbricoides/A. suum quando
comparadas as sequéncias disponiveis no GenBank. Estudos transversais tém
demonstrado que a ascaridiase € a geo-helmintiase de maior prevaléncia ndo so
nesse municipio como também na regido Norte do pais (Béia et al., 2006; Valverde et
al., 2011).

A infeccdo por N. americanus foi identificada em 75% das laminas de Kato-Katz

analisadas através do alvo nuclear ITS. As sequéncias obtidas foram 100% similares
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a sequéncia de ancilostomideos humanos e primatas ndo humanos provenientes do
continente africano (Hasegawa et al., 2017). Esses resultados concordam com as
informacdes do presente trabalho, na qual indicam uma origem dicotdmica — Africa e
Asia — para os ancilostomideos obtidos no Brasil. E importante ressaltar que N.
americanus é uma espécie de HTS capaz de completar seu ciclo bioldgico em
macacos (von Linstow, 1903; Cameron & Myers, 1960). Na Africa, estudos apontam
para a transmissao zoonotica entre homens e simios em ambientes muito semelhantes
ao da Amazonia, nos quais ha contato frequente de popula¢des humanas com animais

silvestres (Hasegawa et al., 2014; Kalousova et al., 2016; Hasegawa et al., 2017).

4.5 Estudos genéticos das infec¢cdes por Ascaris lumbricoides / Ascaris suum na

interface humano-animal em comunidades rurais, urbanas e periurbanas

Este estudo, através da analise do DNA mitocondrial, demonstrou ndo haver
distingdo genética entre sequéncias de Ascaris sp. obtidas de humanos e de suinos
das trés regides estudadas (estados do Piaui, Amazonas e Rio de Janeiro). Existe na
comunidade cientifica uma discussédo acerca da relacdo envolutiva entre Ascaris de
humanos e porcos: A. lumbricoides e A. suum sd8o a mesma espécie? Estudos
utilizando alvos mitocondriais apontam para a existéncia de apenas uma espécie
(Peng et al., 2005; Ifiguez et al., 2012; Leles et al., 2012). Entretanto analises
realizadas utilizando alvos nucleares, como 0s microssatélites, apontam para a
existéncia de espécies diferentes (Criscione et al., 2007; Zhou et al., 2012; Sge et al.,
2016) Para Anderson (2001), o uso de um unico marcador para avaliar a historia
evolutiva de parasitos — como o DNA mitocondrial — pode levar a conclusdes
ambiguas. O autor defende uma abordagem na qual se utiliza multiplos alvos
genéticos para o estabelecimento de relacdes filogenéticas. A taxonomia de A.
lumbricoides e A. suum é contenciosa. As duas espécies devem ser consideradas
como espécies diferentes até que existam evidéncias convincentes capazes de

anunciar uma nova classificacdo (Sge et al., 2016).

A diversidade genética de Ascaris sp. nas regides estudadas foi analisada e, em
conformidade com outros estudos, revelou trés grupos principais (A, B e C). As
analises filogenéticas mostraram a presenca de diferentes haplétipos, sendo 17

haplétipos para o alvo cox1 e 32 haplotipos para nadl. Resultados semelhantes foram
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descritos em Uganda, demonstrando uma alta diversidade genética do género Ascaris
e revelando 19 diferentes haplotipos (Betson et al., 2011). Recentemente, Sadaow e
colaboradores (2018), identificaram 14 haplotipos diferentes dos quais sete eram
novos. Dos nove haplétipos cox1 descritos em estudos anteriores, quatro ja haviam
sido descritos no pais (HO1, HO7, H11 e H32), na regido Amazo6nica e sudeste (Ifiguez
et al., 2012; Da Silva Alves et al., 2016), indicando sua ampla distribuicdo no pais.
Adicionalmente, o haplétipo HO1 foi 0 mais comumente encontrado neste estudo. Este
haplétipo foi encontrado em todas as localidades brasileiras estudadas até o momento
(Ifiguez et al., 2012).

O haplétipo HO1 é amplamente distribuido nos quatro continentes - Asia, Africa,
Américas e Europa - principalmente em amostras humanas (Betson et al., 2012;
Jesudoss et al., 2017; Sadaow et al., 2018). Além disso, Ascaris sp. isolados de
orangotangos da Sumatra e chimpanzés da Asia demonstraram pertencer a esse
haplétipo e tem uma posicdo central no grupo A. Esse haplotipo é considerado por
Betson e colaboradores (2014) um haplotipo ancestral e, provavelmente originario na
Africa. A presenca de HO1 em todas as regides brasileiras estudadas (Ifiguez et al.,
2012) pode ser explicada pelos fenbmenos migratorios responsaveis pelo povoamento
do continente americano ou por ondas migratérias mais recentes.

Diversos haplotipos de “pig-like” foram encontrados (HO7 e P1). Curiosamente, o
haplétipo de suinos P1 é ao mesmo tempo um haplotipo de suinos e humanos (H28)
(Betson et al., 2012).

Nas regides Sudeste e Norte, nas quais apenas amostras obtidas de humanos
foram analisadas, nao foi detectada a presenca de haplétipos de suinos. No municipio
de CAM, estado do Rio de Janeiro, € comum a presenca de suinos vivendo proximo
as habitacbes humanas, caracterizados por aglomerados com condi¢cdes sanitarias
inadequadas. J4 em Santa Isabel do Rio Negro (SIRN), no Amazonas, a criacdo de

porcos nao € um habito frequente da populacao.

Em NSN, no Piaui, os suinos vivem proximos a habitaces humanas, tendo livre
acesso as casas e ruas. Neste municipio, ndo foi observada a infeccdo humana por
Ascaris em mais de 600 amostras fecais analisadas. Desta forma, ndo foi possivel
identificar a circulacdo zoondtica de Ascaris na interface humano-animal. A partir de

uma perspectiva de Saude Unica, a caracterizagdo do potencial zoonético de A.
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lumbricoides/A. suum requer uma melhor integracéo dos estudos entre humanos e

animais, sendo importante na melhoria das estratégias de controle.

4.6 Popularizando a ciéncia através da Semana Nacional de Ciénciae Tecnologia
- 2018: integrando a comunidade aos estudos realizados em comunidades rurais
do Piaui

A ciéncia tem diversas formas de ser compartilhada, uma delas é a sua
popularizacéo (Oliveira & Araujo, 2016). Neste estudo, em que a ancilostomiase atuou
como tema principal e como elo para o aprendizado sobre como fazer ciéncia, foi
possivel compartilhar conhecimento com criancas de uma escola de comunidades
rurais de Teresina. As atividades foram realizadas durante a Semana Nacional de
Ciéncia e Tecnologia (SNCT/2018) que tem abrangéncia nacional. Schall (2003)
dialoga com atividades direcionadas para esta finalidade e também propde que a
promocéo do saber cientifico favorece mudancas relevantes que perpassam do ambito
individual para o coletivo, ou seja, sdo capazes de atingir a casa, a comunidade, 0

territério e a cidade.

A partir do relato de experiéncia realizado, pode-se afirmar que a SNCT/2018 foi
uma ferramenta deflagradora da popularizacao da ciéncia. A partir disso, apoia-se ao
pressuposto de Wartha e colaboradores (2015) que, afirma que quando se populariza,
se faz junto, respeitando os limites de cada um e estimulando suas potencialidades.
Neste contexto, sob os olhares da equipe e das criancas envolvidas, o lema “A Fiocruz
Piaui vai a escola: o conhecimento € de todos nés” se fundamentou em dois pilares
transformadores para a inclusédo e reducao das desigualdades: i) a aproximagado com

0 universo cientifico e ii) a contextualizacdo do direito a saude.

A equipe Fiocruz-PI disponibilizou para as criancas da Escola Municipal Manoel
Nogueira Lima trés kits, o kit cientista, o kit higiene e o kit diversdo. Os dois primeiros
kits foram trabalhados na escola e o kit diversdo as criancas levaram pra casa. Durante
as atividades os alunos atuaram, juntamente com a equipe da Fiocruz - Pl na autoria
de um artigo cientifico e foi proposta a constru¢cdo de uma Revista Cientifica Mirim
(Anexo 1).

Nas acdes devolutivas, realizadas apds um més, foi possivel observar que as

criangas sabiam que tinham se tornado cientistas na pratica. Segundo Souza e
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colaboradores (2007), o conhecimento cientifico ndo é distribuido igualmente a todos
os individuos da populagédo e agcbes como essa aproximam 0s sujeitos e incorporam
essas préticas dentro do ambiente em que se vive. Apoiando o que foi proposto por
Souza e colaboradores (2004), popularizar a ciéncia por meio destas experiéncias foi
importante para o alinhamento de estratégias voltadas para o individuo, para o coletivo
e para a qualidade de vida. E importante destacar que, apesar de ter sido uma pratica
que envolve certo rigor metodoldgico, todas as criancas foram inseridas em um
universo adequado a sua fase de vida e a partir de uma perspectiva ludica. O estudo
concorda com Chateau (1987) a medida que compreende que o momento “ser
crianga” deve ser vivido em sua totalidade e envolve a preparacédo para a vida, prazer

de atuar livremente e possibilidade de viver experiéncias.

O enfoque dado a ancilostomiase - como doenca endémica na comunidade em
gue a histéria da Revista Cientifica Mirim foi ambientada - permitiu que as criancas se
identificassem com o0 espagco onde moram e percebessem suas necessidades. A
equipe também distribuiu um par de chinelos para cada aluno. Durante o
desdobramento das atividades, as criangcas contaram estar usando os chinelos
fornecidos pela equipe. Disponibilizar os chinelos para as criancas nao foiapenas um
item de protecdo em lugares onde ha a defecacdo a céu aberto, o seu uso
proporcionou um efeito que concretizou totalmente a possibilidade da mudanca de
habito. Além disso, de acordo com Taglietta e colaboradores (2011) criancas tendem
a ter menor resisténcia as mudancas, condicdo sine qua non NO Processo

saudedoenca.

Este estudo retratou a percepcao de que as criancas do ensino fundamental
(primeiro ao quinto ano) da Escola Municipal Manoel Nogueira Lima ndo somente
foram capazes de absorver a informacdo como também agiram na condicdo de
agentes multiplicadores de conhecimento no ambiente em que vivem. De acordo com
Hansen (2015), individuos nesta fase da vida se permitem com mais frequéncia a
guestionamentos diversos. Essa mesma linha de pensamento reforca a importancia
do senso de curiosidade como elemento essencial, capaz de contribuir para que

experiéncias vividas na pratica possam confluir com o aprender tedrico.
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E importante enfatizar que as atividades realizadas durante a SNCT/2018 devem
propiciar mais acfes como essa para que 0 processo educativo continuado possa

transformar essa realidade.

5 CONCLUSOES
« A ancilostomiase humana esta presente de forma focal e apresentando intensidade

de infeccao leve em comunidades rurais do estado do Piaui;

« A infeccéo por ancilostomideos apresenta fatores sociodemograficos associados,
como casas com piso sem revestimento, aglomeracao de individuos e a utilizacéo
de anti-heminticos em comunidades onde grande propor¢édo da populacao realiza
evacuacao a céu aberto;

« Corroborou-se a tendéncia epidemiolégica atual da reducdo da prevaléncia de
ascaridiase e da tricuriase no Brasil;

* N&o ha evidéncias de infeccbes humanas por géneros de parasitos tipicos de
animais, particularmente Trichostrongylus, nas regides estudadas no estado do
Piaui;

+ A espécie N. americanus € a mais frequentemente encontrada infectando a
populacdo humana das regides estudadas e apresentou origens matrilineares
africanas e asiaticas;

« A infeccdo por uma espécie de ancilostomideos diferente de N. americanus foi
identificada em Nossa Senhora de Nazaré e pode corresponder a uma espécie de
carater zoonotico;

* As linhagens de N. americanus divergiram ha aproximadamente 60.000 anos;
« Parasitos intestinais de potencial zoonético (Ascaris sp., M. salmi,

Oesophagostomum sp., T. colubriformis e H. contortus) infectam suinos, caprinos
e ovinos apresentando contato préximo com hospedeiros humanos. Mesmo assim,
nao foi possivel encontrar infeccdo com carater zoondético associadas a esses
animais;

« Laminas de Kato-katz preservadas por sete anos permitem a recuperacao de DNA
parasitario para a utilizacdo em estudos de taxonomia,

» Ascaris sp. € encontrada em hospedeiros humanos e animais na regido estudada;
« H& a predominancia do haplétipo HO1 de Ascaris sp. em todas as regides

estudadas;
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+ Atividades de popularizacdo da Ciéncia como as realizadas neste estudo com
sucesso durante a Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia - 2018
proporcionando medidas concretas a favor da promocao da salde e reducdo das
desigualdades.

6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, o grupo esta implementando uma
linha de pesquisa na Fiocruz-Piaui, em estudos epidemiologicos e genéticos de
helmintiases intestinais, que atuara especificamente integrando, a salde publica e a
salde animal em uma abordagem de Saude Unica. Neste sentido, esta linha de
pesquisa prevé a implantagdo de um laboratério de biologia molecular através do
convénio firmado entre a Universidade Estadual do Piaui e o Escritorio Regional

Fiocruz Piaui.

Estudos epidemiologicos estdo sendo realizados em outros municipios do
estado, como S&o Jodo do Piaui (regido sudeste do estado). Expedicbes de campo
aos municipios de Picos e Ipiranga do Piaui (regido centro sul do estado) ja foram
incluidas no cronograma de 2019 e visitas as comunidades isoladas do interior do
municipio de Bom Jesus (regido extremo sul do estado) acontecerao ainda no primeiro

semestre do mesmo ano.

O municipio de Nossa Senhora de Nazaré sera objeto de novas expedi¢cdes visto
gue ha a necessidade de seguimento das investigacdes a respeito das familias
diagnosticadas com infeccao por Necator sp. A ideia é tentar recuperar vermes adultos
e realizar a analise morfolégica dos mesmos. Adicionalmente, a busca por vermes
adultos provenientes de suinos apds necropsia também sera realizada, visto que ha a
possibilidade da presenca de N. suillus nesses animais. Adicionalmente, serao
realizadas analises com alvos microsssatélites com amostras de humanos e suinos

na tentativa de melhorar o entendimento da evolucéo e taxonomia de Ascaris sp.

Acdes de popularizacdo da ciéncia terdo continuidade em 2019 nas comunidades
rurais do Piaui. Devido ao sucesso no emprego da Revista Cientifica Mirim, pretende-
se trabalhar novamente com a aplicacdo dessa abordagem somada a mais seis

histérias relacionadas as helmintiases intestinais.
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A Turminha dos cientistas mirins em:

Ciéncia se faz todo dia!

Roberval € um menino muito, muito curioso. Ele mora na comunidade Campo
Alegre, um lugar afastado da cidade principal. Esse menino de pele branca, olhos e
cabelos negros, com o0 andar serelepe, gosta de ajudar os outros e ama o lugar onde
vive. Mais novinho, acreditava que o chdo de casa bem parecia um tapete de
tamarindo de tdo marronzinho que era e adorava subir na Unica arvore do quintal,
lotada de cajus exageradamente amarelos, igual a um sol bem radiante das manhas
do BE-ERRE-O-BRO. Roberval também imaginava que as casas da comunidade
poderiam ser de tijolo ao invés de palha e o quanto seria legal se néo tivesse que
caminhar com varios baldes até o poc¢o central para ter &gua em casa. De vez em
guando dona Zezé, sua Vo0, lhe perguntava o que queria ser quando crescesse.
Prontamente o garotinho exclamava:

Certa vez, na escola, Roberval chegou para a aula e notou que seu melhor
amigo, Gerbnimo, mais uma vez, tinha faltado. Interessado em saber o que aconteceu,
pensou:

O que sera que aconteceu com o Gerdnimo? Sera que esta doente? Sera que
precisa de ajuda?

Gerdnimo tem a pele preta, olhos grandes, amendoados e é bem forte. Todo
mundo ja percebeu seu desanimo. Os meninos brincam que ele perdeu a forca depois
gue cortou o cabelo. Tadinho do meu amigo, ultimamente Gerénimo esta tdo magrinho
e sem querer merendar.

Ao sair da escola, Roberval correu para a casa do melhor amigo. No caminho,
encontrou-se com Celina, a menina mais inteligente e prestativa da comunidade e a
vencedora do ultimo campeonato de quem mais cata coquinho de carnauba no chao.
Aquela garotinha da pele preta e cabelos bem enroladinhos que mais pareciam
molinhas, contagiava a todos com sua alegria e olhar observador. Sem pestanejar, 0
garoto ndo tardou em pedir socorro:

-Celina, Celina, vocé me ajuda a saber o que aconteceu com o Gerénimo? Ele
faltou a aula.

Celina respondeu:
-Claro Roberval, ajudo sim!

Os dois caminharam em direcdo a casa de Gerdnimo e falaram com o pai dele,
seu Geraldo:
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-Boa tarde, Seu Geraldo, falou Celina, o Gerdbnimo nao foi a escola. Aconteceu
alguma coisa?

E seu Geraldo respondeu:

-Ger6nimo estd com dor de barriga e sem animo para brincar. Ele foi ao médico
Nno posto aqui perto com a mée pegar o resultado do exame.

As criangas ficaram muito aflitas e Roberval logo perguntou para Celina:

-Sera que nosso amigo esta com uma doenca muito grave? Sera que todos nés
também podemos ficar doentes?

Celina, agora um pouco mais calma, respondeu:
-Vamos esperar Gerénimo aqui. Daqui a pouco ele estara em casa novamente!

N&o demorou muito para que Gerdonimo e dona Inacia, sua mae, chegassem.
As duas criancas, de tdo ansiosas perguntaram ao mesmo tempo:

-Gerdnimo, vocé esta doente?
E dona Inacia respondeu:
-Gerdnimo esta com verme!!!
Rapidamente Roberval indagou:

-Verme? O que é verme? Isso pega? Que verme é esse? Basta tomar remédio
e nunca mais ficaremos doentes?

Celina, de maneira astuta ja comecou logo a responder:

-Verme é um bichinho que parece uma minhoca bem pequenininha e procura
ficar dentro da nossa barriga para sobreviver. Alguns vermes a gente consegue ver,
outros ndo. A professora Aureliana falou que os vermes também sao conhecidos como
helmintos e quando alguém doente com esse verme faz cocd no mato, varios ovinhos
dele sao liberados na terra. Depois de um tempo, 0s ovinhos se abrem e de dentro sai
uma larvinha. Essa larvinha pode entrar na gente pela pele, principalmente nos pés.

- Deve ser por isso que a vovo Zezé grita - Vai se calcar, menino!!!!!
Intrometeuse Roberval.

Gerdnimo, impressionado pelo saber da amiga, brincou:
- Nossa, Celina, o que seria de nés sem voceé!
Em meio ao elogio e as risadas, Celina disparou a falar:

- Ter verminose pode prejudicar muito a saude. Podemos sentir dor de
barriga e ficar magrinho, mas muitas vezes também podemos ndo sentir que tem um
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verme na nossa barriga. Ndo adianta sé tomar o remédio. E preciso andar sempre
calgcado e evitar fazer cocd no mato.

-Pessoal, € muito ruim ter verme, falou Gerénimo. O Dr. Centurido me explicou
sobre vermes com uma musica que cantou pra mim de um grupo chamado Ciéncia
cantada todo dia! O nome da musica é: A historia dos pezinhos rebeldes. A gente
canta assim:

A historia dos pezinhos rebeldes

Na hora da dor na barriga
Todo mundo corre pro quintal da bisa.
E é no chaozinho que o cocd mais fica

De quem sé&o esses pezinhos rebeldes? (2x)

Os ovinhos estdo no ambiente
Aguardando pacientemente
Estourarem quase de repente

De quem sé&o esses pezinhos rebeldes? (2x)

As larvinhas entram no pezinho Que
estdo descalcos sem chinelos a vista
Vermes adultos causam uma preguica.

Quando Gerdnimo terminou a musica, Roberval gritou:

- Temos que investigar isso!! O que vocé acha que vamos precisar para
saber quem esta com verminose na comunidade, Celina?

Celina, muito graciosa, respondeu:

-Vamos chamar nossa Turminha. Precisaremos de caderno, lapis e vamos
perguntar aos Nn0ssos amigos se estdo sentindo o mesmo que Gerénimo, se andam
descalcos, ou ficam muito cansados mesmo nao brincando muito. Cadé meu
bloquinho de notas?

- Obaaaaaaa, vamos fazer uma super pesquisa, saltitou Roberval, muito

A empolgacao da criancada era tanta, que dona Zezé chamou toda a turminha
para se reunir na sala da sua casa. A gritaria e participacdo das criancas fez a vovo
Zeze vibrar:

-Eita criancada animada, nossos cientistas mirins, um futuro brilhante vocés
terdo!!!
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Com o grupo reunido, Gerdbnimo contou que tem uma verminose chamada
ancilostomiase e que pode ser chamada também de amareldo. Mas segundo o doutor
Centurido, isso s6 pode ser confirmado caso fossem encontrados 0s ovos dos vermes
no seu cocd. Depois ele disse também que quando souber o resultado vai me dar o
remédio.

-Mas por que amarelao? Todo interessado perguntou Roberval.

- O doutor Centurido falou que esses vermes sugam o0 sangue da gente.
As pessoas vao ficando fracas e amareladas. Respondeu Geronimo todo orgulhoso
pela informacé&o dada.

- Eles sdo como vampiros dentro da nossa barriga? Perguntou Roberval
Ja em gargalhadas Celina respondeu:

- Sim, Roberval, s6 que eles ndo vao agarrar seu pescoco néo, viu!

E mais uma vez os trés desataram a rir sem paratr.

Mais informagbes sobre o Amareldo foram conseguidas no livro de Ciéncias
emprestado pela professora Aureliana. A criancada se organizou em duplas para
visitar cada casa da comunidade.

No final do dia, a garotada se reuniu novamente e decidiram levar as perguntas
respondidas para o doutor Centurido. Vové Zezé fez questdo de acompanhar as
criancas até o posto.

Doutor Centurido, extremamente encantado com a iniciativa e precisdo das
criancas nao se contentou em falar:

-Criancada de Campo Alegre, vocés ja ouviram falar na Fundacédo Oswaldo
Cruz?

Todos se entreolharam e esperaram atentamente para o que o medico iria falar:

- Essa fundacéo, também chamada de Fiocruz, € um lugar de pesquisa em
saude. La tem um imenso castelo e varias pessoas trabalham nele. Vocés fizeram hoje

tempo que falava com as criancas, o médico comecou a ficar muito assustado com os
resultados da pesquisa. Varias pessoas se queixavam de muito cansaco e relataram
andar descalcos. Todos reclamavam muito também da falta de um banheiro que era
um problema que precisava ser resolvido com urgéncia ha comunidade.

A partir dessa informacao, Doutor Centurido tratou de chamar todas as criancas
e adultos da regido para fazer consulta e exame. E muito importante saber quem esté
com verme e quantas pessoas podem estar passando por isso.
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Naquela noite, ao chegar em casa, vovo Zezé j& sabia do cansaco do neto e
prontamente armou a rede de Roberval de maneira que ficasse ao lado da sua. Ao dar
bencao pra vo, Roberval assuntou:

-V, serd que um dia eu serei cientista?
A sébia Vovoé Zezé, muito emocionada e carinhosa respondeu:

-Roberval, vocé, Celina, Gerbnimo e toda a turminha fizeram uma grande
investigacdo. Vocés ajudaram bastante a comunidade hoje. Foi uma agcdo em grupo e
por isso deu certo. Vocé ja é cientista! Nao se esqueca, ciéncia se faz todo dia.

Roberval animou-se com a resposta da vové e ja bocejando, continuou a
conversar:

- O dia em que aqui em casa tiver banheiro vai ser tdo bom, né, vovo? A
gente ndo vai mais perturbar o sapo Oncinha I& no fundo do quintal quando tivermos
vontade de fazer cocd!

Em alegria confirmou vovo Zezé:
- Esse dia vai ser logo, Roberval. Nao podemos correr risco de terverme.

-Sera que um dia eu conhecerei aguele castelo, vovd? Gostaria tanto de sonhar
chegando a Fiocruz. Continuou a tagarelar Roberval ja ninando com seu paninho de
dormir!

- Claro que sim, Roberval. Vocé e seus amigos vao continuar a fazer muito
ainda por Campo Alegre. Concluiu Vovo Zezé ja apagando a chama do lampido no
quarto.

E o garotinho sonhou, mas sonhou diferente, sonhou que ele e toda a turminha
puxavam o castelo da Fiocruz com uma corda imensa até Campo Alegre pra que
ficassem bem pertinho dele. Assim, ainda no sonho, ele sentiu tanta felicidade que
seu estbmago se assemelhava a um potinho cheio de borboletas. Todo o bom
sentimento fez Roberval ter a certeza, naquele momento, de que tudo na vida se
comeca ao sonhar.

Autora: Kerla Monteiro (Escritorio Regional Fiocruz/Pl)
Vocabulério:

- Serelepe: agitado. - Tagarelar: ato de falar demais.

- Pestanejar: ato de abrir e fechar dos olhos.
- Bocejando: ato de abrir a boca respirando fundo.
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NA COMUNIDADE -9
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DE CAMPO ALEGRE... —_—e s g )P T g &
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CAIXA D'AGUA

ROBERVAL, MEU
MNETINHO, O QUE VOCE
QUER SER QUANDO
CRESCER?

VOVO, EU QUERD SER CIENTISTAI

e

ROBERWAL FERCEBE A AUSF:E'JCIA CE
SEU MELHOR AMIST SERCNINC

e

AE O
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UE, NAo TS
VENDO O
GERGNIMO!
CADE MEU

A AMIGO?

o QUE SERA QUE ACONTECEU COM O
GERONIMO? SERA QUE ESTA DOENTE,
SERA QUE PRECISA DE AJUDA?

DEPOIS DA ALLA.

_f
&

VOU CORRER, QUERO
CHEGAR LOGO NA CASA
DO GERGNIMO!

OLHA! ALT DEVE

SER A CELINA!

QI ROBERVAL!

CELTNA, VOCE ME
ATUDA A SABER O

ELEFALTOU A
AULA!
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CORRENDO PARA A CASA
DO GERONIMO.

—

CLARO, ROBERVAL!
AJUDO SIM!

BOA TARDE, SEU GERALDO,
0 GERONIMO NAD FOT A

ESCOLA, © QUE

ACONTECEU?

OLHA Q PAI DO
GEROMNIMO!

GERONIMO ESTA COM DOR
DE BARRIGA E SEM ANIMO
PARA BRINCAR!

SERA QUE O NO5S0
AMIEO ESTA com
UMA DOENGA GRAVE?

ELE FOT AQ
MEDICO COM A
MAE PEGAR O
RESULTADO DOS

EXAMES!

SERA QUE
PODEMOS FICAR
DOENTES
TAMBEM?
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ESPERANDO
7! cErRANIMO.. | GC:)

VAMOS ESPERAR AQUT!
DAQUT A POUCO ELE
ESTARA EM CASA
NOVAMENTE!

DOENTE? GERGNIMO ESTA
COM VERME!
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VERME E UM BICHINHO
QUE PARECE UMA ALGUNS VERMES A
MINHOCA BEM SENTE COMSESUE
PEQUENIMINHA. ELE VER, OUTROS NAD.
FICA DENTRO DA NOSSA
1550 PECA? BARRIGA PARA
SOBREVIVER!

BASTATOMAR
REMEDIO E MUNCA
MAIS FICAREMOS

DOEMNTES?

DEPOLS DE UM
TEMPO O5
A PROFESSORA a:g;ﬂo; E;SLE
AURELTANA FALOU
QUE 05 VERMES DEWNTRGO SAT UMA
TAMBEM 540 LARVINHA. ESSA
COMHECTDOS COMO LARVINHA PODE
ENTRAR MA GENTE
FPELA PELE,

HELMINTOS E
QUANDO ALEUEM
PRIMNCIPA L.‘uj ENTE

DOENTE COM ESSE .
VERME FAZ COCO NO .

MATO, VARIOS | MOS PES!
OVINHOS DELES SAQ
LIBERADOS MNA
TERRAT

MNOS55A CELIMNA, @
QUE SERIA DE
MNOS5 SEM VOCE!

DEVE SERPORISSO
QUE A VOVO ZEFE
GRITA: VAI TE

CALCAR MENING!
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TER VERMINOSE PODE PREJTUDICAR MUITO A
SAUDE. PODEMOS SENTIR DOR DE BARRIGA E
FICAR MAGRINHO, MUITAS VEZES TAMBEM
MAD PODEMOS SENTIR O VERME NA NOSS5A
BARRIGA.

NAD ADTANTA SO
TOMAR REMEDIO, £
PRECISO ANDAR
SEMPRE CALCADO E,
EVITAR FAZER COCO
NO MATO!

PESSOAL, £ MUITO RUIM
TER VERME

NA HORADA DORMNABARRIEAATODO

4 TORONBY EORREPREFQUTINTAL IDABEEAY!

O DOUTOR CENTURIAD ME
EXPLICOU SOBRE VERMES
COM UMA MUSICA QUE
CANTOU PARA MIM DE UM
GRUPC CHAMADO CIEMNCTA
CANTADA!

O NOME DA
MUSICA E A
HISTORIA DOS
PEZIMNHOS
REBELDES A
GENTE CANTA
ASS5IM:

E E NO CHACZINHO QUE O cocd
MALS FICA!

118




4\'\/\/\‘/\‘/\/\/ 4 \J/;} —7

\ DE QUEM 5A 0 ESSES PEZINHOS REBELDES?
/ DE QUEM 540 ESSES PEZINHOS REBELDES?

05 OVINHOS ESTAQ NO AMBIENTE
AGUARDANDO PACTENTEMENTE
ESTOURAREM QUASE DE REPEMNTE..

/s

AS LARVIMNHAS ENTRAM NQ PEZINHO

QUE ESTAG DESCALCOS SEM CHINELOS A VISTA

VERMES ADULTOS CAUSAM UMA PREGUICA 4
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TURMINHA!

TEMOS QUE
INVESTIGAR ESS5E
PROBLEMA!

PRECISAREMOS DE
CADERMNO, LAPIS E
VAMOS PERGUNTAR
AQS NO5S50 AMIGOS
SE ESTAD SENTINDO
O MESMO QUE
GERONIMO!

O QUE VOCE ACHA
QUE VAMOS
PRECISAR PARA
5ABER QUEM ESTA
COM VERME,
CELINA?

VAMOS CHAMAR MOS5A

MuITS!

CADE MEU
BLOQUINHO bE
NOTAS?

S5E ANDAM DESCALLOS OU
FICAM MUITQO CANSADOS
MESMC NAC BRINCANDO

VAMOS FAZER

LUMA SUPER
PESQUISA!

NA CASA DA VOVO

— —r

Poco Comunitaro
_-H—"'\.‘_ D
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EITA CRIANCADA AMIMADA,
MOS505 CTIENTISTAS
MIRIMS, UM FUTURO

BRILHANTE TERAD!

GENTE, O DOUTOR CENTURLAD
CONTOU QUE TENHO UMA
VERMINOSE COMO NOME DE
ANCILOSTOMIASE OU TAMBEM
CHAMADA AMARELAD!

SEEUMNDO ELE, TS50 50
PODE S5ER CONFIRMADO
CASO FOS5EM
ENCONTRADOS 05 OVOS
DO VERME NO MEU COCO!

ELE DISSE TAMBEM QUE
QUANDO SOUBER O
RESULTADO, VAI ME DAR O
REMEDIO.

MAS POR QUE
AMARELAC?

O COUTOR CENTURTAQ
FALOU QUE E55ES
VERMES SUGAM O

SAMNEUE DA GENTE!

AS PES50A5
VAQ FICAMNDO
FRACASE

PALIDAS!

ELES SAD como
VAMPTROS EM
NOS5A BARRIGA?
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MA BIBLIOTECA DA

SIM, ROBERVAL, SO QUE
ELES NAD VAD A6 ARRAR
NO SEU PESEOCO NAO,
VILP

ESCOLA..

CRIANGAS, AQUI ESTA
O LIVRO DE CTENCIAS!

capmETa S

VOU EMPRESTAR
PARA QUE VOCES
POSSAMFAZER A

PESQUISA!

—_—n_

MA PESQUISA..

QBRIGADD, PROFESSORA
AURELTAMA! ESSE LIVRO
VAIMNOS AJUDAR
BASTANTE!

A
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INDD AQ BOSTO DE

+

POSTO DE SAUDE l‘
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COUTOR
CENTURIAO!

FIZEMOS UMA INVESTIGACAD MA
COMUNIDADE, SOBRE O AMARELAO!

Q SEMNHOR PODERIA VER 05
RESULTADOS?

:
vy
G
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CRIANCADA DE CAMPO ALEGRE, VOCES
JA OUVIRAM FALAR NA FUNDACAD
OSWALDO CRUZ? ESSA FUNDACAO,

TAMEM CHAMADA DE FIOCRUZ, E UM
LUG AR DE PESQUISA EM SAUDE!

LA TEM UM IMENSO
CASTELO E VARIAS
PES50A5 TRABALHAM
MELE. VOCES FIZERAM
HOTJE @ MESMO QUE
MUITOS CIENTISTAS
FAZEM NESTE LOCAL
PARABENMS!

VOU ANALISAR Q5
RESULTADOS
CRITERIOSAMENTE!

MINUTOS
DEPOTIS..

E TODOS RECLAMAM DA FALTA
DE BAMNHEIROS!

A SITUACAD DA
POPULACAO DE CAMPO
ALEGRE E PREOCUPANTE!

ISS0 E UM
PROBLEMA QUE
PRECISA SER
RESOLVIDO COM
URGENCIA!

ANDAM COM PES
DESCALCOS £
RELATAM CANSACO!

VOU CONVOCAR TODOS,
CRIAMNCAS E ADULTOS PARA
FAZEREM CONSULTAS E
EXAMES!

IREMOS TODOS COMBATER ES5A
BOEmVﬁM%EfMéﬁMQ?%EsRE

MUNIDADE!

EMUTITO
IMPORTANTE
SABER QUEM ESTA
COM VERME E 56
ESTAO
APRESENTANDO
SINTOMAS!
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ANOITE, NA CASA DA
vong ZEZE

VOVE, SERA QUE UM DIA
EU SERET UM CIENTISTA?

VOCES

ROBERVAL, VOCE, ATUDARAM - —
CELINA, GERONIMO E BASTANTE A s
: VOCE E UM CIENTISTA,
TODA A TURMINHA COMUNIDADE NAD 5E ESQUECA! )
FIZERAM UMA GRANDE HOJE. FOT UMA ) - e
INVESTIGACAD! ACAD EM GRUPO, V____—
POR IS50 DEU

CERTON

E CTENCTA SE
FAZ TOBO DIA!

A GENTE NAD VAL MALS PERTUBAR O
SAPQ QMNEINHA NO FUNDO DO
QUINTAL QUANDO TIVERMOS

VONTADE DE FAZER COCO!

O DIA EM QUE AQUT
TIVER BANHEIROD, VAL
SER TAC BOM, NE VOVG?!

PARA MINHA
RAIMNHA!
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ESSE DIA VAL 5ER LOEO,
ROBERVAL!

NAD PODEMOS
CORRER O RISCO
DE PEGAR VERME!

SERA QUE UM DIA, CONHECERET AQUELE
CASTELO, VOVO? GOSTARIA TANTO DE
SOMNHAR CHEGAMNDO NA FIOQCRUZ!

CLARC QUE 5IM, ROBERVAL. VOCE
E SEUS AMIGOS VAD CONTINUAR
A FAZER MUITO POR CAMPO
ALEGRE!

EQEAROTIMNG SOMHOU, MAS SOMHOU DIFERENTE, SONHOU
QUE ELEE TODA A TURMIMNHA PUXAVAM O CASTELO DA
FIOCRUZ COM UMA CORDA TMENSA ATE CAMPO ALEGRE PARA
QUE FICASSEM BEM PERTINHO DELE.

ROBERVAL SENTIU TANTA FELICIDADE QUE SEU ESTOMAG O SE ASSEMELHAVA A UM POTINHO CHEIO DE BORBOLETAS.
TODO O BOM SENTIMENTO FEZ ROBERVAL TER A CERTEZA, MAQUELE MOMEMNTD, DE QUE TUDC MNA VIDA SE COMECA AQ
SONHAR!

PROXTMA,
PESSOAL
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1. Introducéo

- Sobre o0 que as criancas da historia querem pesquisar? Circule a resposta
correta.

- Qual o objetivo principal da pesquisa? Faga um “X” de azul nos desenhos que
NAO est&o corretos.

2. Material e métodos
- O que as criancas utilizaram para fazer a pesquisa? Ligue a garota as respostas

corretas. Utilize o lapis de cor vermelho.
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Como as criancgas foram fazer a pesquisa? Sozinhas ou em dupla? Marque com o

“X” a resposta correta.

3. Resultados

- O gue deixou o Dr. Centurido assustado depois que viu a pesquisa da Turminha

de Campo Alegre? Circule as respostas corretas.
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- Em seguida, desenhe outros resultados que tenham deixado o medico
preocupado.

4. Discusséo e concluséo
- O local onde vocé vive é parecido com a comunidade Campo Alegre? -

Desenhe e pinte o local onde vocé vive.
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- Para concluir nossa revista cientifica, o0 que vocé imagina que os moradores de

Campo Alegre precisam para evitar o Amareldao? Cirucle de lapis de cor verde a

=

resposta correta.

Gl

5. Agradecimentos

- Desenhe e pinte todas as pessoas que ajudaram as criancas da histéria a fazerem

a pesquisa.
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6. Referéncias Bibliogréaficas

- As criancgas utilizaram algum livro para ajudar a fazer a pesquisa? Se sim, desenhe

o livro qual foi o livro utilizado
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