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RESUMO

A abordagem de Uma S¢6 Satde promove a integragdo de multiplos setores e é essencial para o
enfrentamento das doengas tropicais negligenciadas (DTNs) que afetam principalmente
populagdes vulneraveis em regides de baixa renda e com acesso limitado a servigos de saude
basicos. Entre elas, aquelas causadas por parasitos intestinais merecem destaque por sua forte
relacdo com condigdes sanitarias precdrias, favorecendo a manutencao dos ciclos biologicos e
a disseminacao via solo, agua e alimentos contaminados. O solo, em especial, atua como um
reservatorio crucial de estdgios parasitarios e, embora a microscopia de luz seja o método
tradicional de identificacdo desses parasitos, ela ¢ menos eficiente que os métodos moleculares,
os quais oferecem maior sensibilidade e especificidade. Neste contexto, o presente estudo
propde o uso de DNA ambiental (eDNA) como ferramenta auxiliar para investigar a ocorréncia
de parasitos intestinais em amostras de solo coletadas nas comunidades P¢ da Serra, Tocantins
e Santana, pertencentes ao distrito de Brejo do Amparo, Januaria (MG), utilizando a técnica de
qPCR Multiparalelo. Foram analisadas 298 amostras de solo, coletadas em duas estacdes
climaticas distintas (seca e chuvosa), sendo identificados helmintos e protozoarios de interesse
em saude publica. Nove espécies parasitarias foram detectadas, sendo Ascaris. lumbricoides,
Strongyloides stercoralis, Blastocystis sp. € Entamoeba histolytica presentes em todas as
comunidades. A frequéncia de parasitos foi maior na estacao seca (36%) do que na chuvosa
(14,9%), com risco de deteccdo 3x maior e maior poliparasitismo no periodo seco. Banheiros
concentraram mais parasitos na estagdo seca e quintais na chuvosa, porém sem associagao
estatistica. A investigacdo também incluiu a andlise de fezes humanas e a aplicagdo de
questionario domiciliar, permitindo caracterizacao da populagdo, evidenciando um cenario de
pobreza e vulnerabilidade. A detec¢cao de parasitos intestinais tanto no solo quanto nas fezes
permite hipotetizar a existéncia de um ambiente propicio a manutencdo e circulagdo desses
organismos. Essa situacdo, associada a auséncia de infraestrutura, como saneamento, coleta de
lixo e pavimentagdo, contribui para a exposicao continua da populacao residente. Esses achados
reforcam a necessidade de implementacdo de politicas publicas voltadas a prevengao,

diagnostico e controle, bem como a promog¢ao de programas de educagdo em satde.

Palavras-chave: Uma S6 Saude, parasitos intestinais, contamina¢do ambiental, qPCR

Multiparalelo



ABSTRACT

The One Health approach promotes the integration of multiple sectors and is essential for
addressing Neglected Tropical Diseases (NTDs), which primarily affect vulnerable populations
in low-income regions with limited access to basic healthcare services. Among these, diseases
caused by intestinal parasites are particularly noteworthy due to their strong association with
poor sanitation conditions, which facilitate the maintenance of biological cycles and the spread
through contaminated soil, water, and food. Soil, in particular, acts as a crucial reservoir for
parasitic stages. Although light microscopy is the traditional method for identifying these
parasites, it is less efficient than molecular methods, which offer higher sensitivity and
specificity. In this context, the present study proposes the use of environmental DNA (eDNA)
as an auxiliary tool to investigate the presence of intestinal parasites in soil samples collected
from the communities of P¢ da Serra, Tocantins, and Santana, located in the district of Brejo
do Amparo, Januaria (MG), using the Multi-parallel qPCR technique. A total of 298 soil
samples were analyzed, collected during two distinct climatic seasons (dry and rainy), and
helminths and protozoa of public health importance were identified. Nine parasitic species were
detected, with Ascaris lumbricoides, Strongyloides stercoralis, Blastocystis sp., and Entamoeba
histolytica present in all communities. Parasite frequency was higher in the dry season (36%)
compared to the rainy season (14.9%), with a three times higher detection risk and increased
polyparasitism during the dry period. Bathrooms had more parasites in the dry season and
backyards in the rainy season, though without statistical association. The investigation also
included the analysis of human feces and the application of a household questionnaire, allowing
characterization of the population and confirming a scenario of poverty and vulnerability. The
detection of intestinal parasites in both soil and feces suggests the existence of an environment
conducive to the persistence and circulation of these organisms. This situation, coupled with
the lack of infrastructure such as sanitation, waste collection, and paving, contributes to the
continuous exposure of the resident population. These findings highlight the urgent need for
public policies focused on prevention, diagnosis, and control, as well as the promotion of health

education programs.

Keywords: One Health, intestinal parasites, environmental contamination, Multi-parallel gPCR
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1. INTRODUCAO

1.1 Ecologia e Parasitismo: Interacées, Influéncias e Desafios no contexto de Uma Sé

Saude

A Ecologia possui suas raizes na histéria natural, remontando aos primordios da
humanidade. Desde tempos ancestrais, o interesse pelo ambiente era essencial para a
sobrevivéncia humana, pois o conhecimento sobre o clima, botanica e a ocorréncia de animais
eram vitais para a alimentagdo e outras necessidades basicas, permitindo a caga, a coleta de
vegetais e, posteriormente, o desenvolvimento da agricultura. O termo “Ecologia” foi
introduzido pelo bidlogo alemao Ernst Haeckel em 1869, que a definiu como o estudo cientifico
das interagdes entre organismos e seus ambientes. Em 1927, Charles Elton a descreveu como a
historia natural cientifica, e na década de 1950, Eugene Odum a caracterizou como o estudo das
inter-relacdes entre organismos e seu ambiente. Atualmente, uma definicdo amplamente aceita
¢ a de Charles J. Krebs, que define a Ecologia como o estudo das interagdes que determinam a
distribuicdo e abundancia dos organismos (Hanazaki et al., 2013).

A grande area da Ecologia abrange diversas outras, integrando o conhecimento
bioldgico e cientifico. Dentre essas estd o parasitismo, que ¢ a interacdo ecologica em que existe
unilateralidade de beneficios, sendo um dos associados prejudicados pela associagdo. Nesse
contexto, o parasito € o agente espoliador e o hospedeiro ¢ aquele que alberga o parasito e que
¢ espoliado (Neves, 2022). A complexidade dessa interacdo comecou a ser amplamente
estudada a partir dos séculos XIX e XX, especialmente no ambito da Parasitologia, devido a

ocorréncia de doengas associadas ao ser humano e seus animais domésticos (Mascarini, 2003).

A adaptacao ao modo de vida parasitario ocorreu de forma repetida e independente em
muitos grupos (Weinstein et al., 2016), assim como as estratégias de transmissao similares e a
exploracdo do hospedeiro, comuns a parasitos ndo relacionados, sdo resultados de uma evolugao
convergente (Poulin & Haseeb, 2015). Diante disso, o parasitismo se destaca como um dos
modos de vida mais bem-sucedidos e difundidos na natureza (Poulin, 2011; Weinstein & Kuris,
2016), sendo os parasitos ubiquos nos sistemas bioldgicos, onde podem apresentar abundancia,

biomassa e produtividade consideraveis (Kuris et al., 2008; Hechinger et al., 2011).

A coevolugdo entre hospedeiro e parasito resultou em adaptagdes reciprocas e intimas,
permitindo que os parasitos explorassem atributos especificos de seus hospedeiros, assegurando
sua transmissdo, sobrevivéncia e manutencdo populacional (Timi & Poulin, 2020). Como

resultado, os parasitos podem afetar diretamente varios aspectos da biologia do hospedeiro,
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incluindo morfologia, reprodu¢do, comportamento e até mesmo sobrevivéncia, com impactos

indiretos as populacdes, comunidades e ecossistemas do hospedeiro (Wood & Johnson, 2015).

Assim, a diversidade de estilos de vida e estratégias adotadas pelos parasitos, juntamente
com sua dependéncia e influéncia sobre seus hospedeiros, fazem deles organismos fascinantes
para estudos bioldgicos. Além disso, os parasitos sdo potenciais fontes de informacdes
bioldgicas, ecoldgicas e evolutivas sobre seus hospedeiros e ambientes, uma vez que o foco
esta, frequentemente, nos aspectos humanos, econdmicos e¢ meédicos, negligenciando a
capacidade ecologica e evolutiva que essa interagao tem de influenciar o ecossistema. Esses
podem fornecer uma infinidade de ferramentas para detectar e compreender padroes e processos
bioldgicos em ambientes de transi¢do, atuando, por exemplo, como indicadores de qualidade
ambiental e biodiversidade, de perda e degradacdo de habitat, de polui¢do (Sures et al., 2017),
de mudancas climéticas (Marcogliese, 2001, 2016), do aumento dos riscos de doengas (Lafferty

et al., 2004; Paull et al., 2012) e de espécies invasoras (Goedknegt et al., 2016).

Além das caracteristicas do hospedeiro e das condig¢des abioticas e bioticas do ambiente,
os parasitos também sao influenciados por fatores antropogénicos, como mudangas climaticas,
poluicdo e invasdo bioldgica (Studer et al., 2010; Cable et al., 2017; Sures et al., 2023; Poulin
et al., 2024). Dentre todos esses fatores, sabe-se que as mudancas climaticas representam
indiscutivelmente um dos maiores desafios, provocando transformacgdes irreversiveis no
planeta. As atividades humanas tém aquecido a atmosfera, o oceano e a terra, aumentando as
concentragdes de gases de efeito estufa (IPCC, 2021). Além dos aumentos da temperatura, sao
esperadas mudangas na quantidade de radiacdo solar, no nivel do mar, na precipitagdo, nos
padrdes de circulacdo, na acidificagdo e salinidade dos oceanos, com efeitos variaveis em
muitas redes ecoldgicas e sistemas bioldgicos, incluindo mudancas na estrutura da comunidade

e interacdes entre espécies (Marcogliese, 2004; Widmann, 2013).

Apesar da relevancia dos fatores ambientais na ecologia das parasitoses, ainda existem
poucas investigacdes epidemioldgicas que abordem de forma especifica seu impacto. A maioria
dos estudos se concentra em variaveis isoladas, como clima ou temperatura, sem considerar a
complexidade de intera¢des ecologicas envolvidas. No entanto, as alteragdes ambientais podem
causar mudancas na distribuigdo espacial e alterar a dindmica da transmissdo de parasitos,
aumentando a velocidade de desenvolvimento dos ciclos de vida e o potencial de troca de
hospedeiro, permitindo até mesmo o surgimento de novos parasitos € doencas (Brooks &
Hoberg, 2007; Macnab & Barber, 2012), assim como, a introducao e dissemina¢ao de parasitos

e vetores em todos os ecossistemas (Benelli, 2019; Wilke et al., 2020, 2021; Semenza et al.,
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2022; Bezerra—Santos et al., 2023). Isso ressalta a necessidade de desenvolver novas praticas
de manejo focadas em contextos epidemioldgicos especificos para controlar e, se necessario,

eliminar esses agentes etioldgicos.

Atualmente, a ocorréncia de surtos de doencgas parasitarias que afetam diversas espécies
animais, incluindo humanos, fornece evidéncias de que os parasitos estdo se adaptando a
diferentes ambientes (Brooks et al., 2014; Pozio, 2020; Semenza et al., 2022). Por exemplo,
estudos relatam que a temperatura pode estar positivamente associada a sobrevivéncia e
densidade de oocistos de Cryptosporidium e que a incidéncia de criptosporidiose atinge o pico
durante os meses mais quentes, especialmente em areas com climas temperados (Hu et al.,
2010a, 2010b; Lal et al., 2013; Brankston et al., 2018; Liu et al., 2020; Ma et al., 2021). Ja
Wilkes e colaboradores (2011) em um estudo realizado no Canadd, descreveram que a
densidade de cistos de Giardia sp. estava associada negativamente a variaveis de temperatura
do ar e agua durante a primavera-verao-outono, o que foi semelhante as descobertas de Li e
colaboradores (2019) e Masina e colaboradores (2019). Outros estudos demonstraram que a
transmissdo de Cryptosporidium (Britton et al., 2010; Lal et al., 2012; Gonzalez-Moreno et al.,
2013; Lal etal., 2015; Young et al., 2015; Brankston et al., 2018) e de Giardia (Lal et al., 2015;
Young et al., 2015) pode estar associada a maior precipitagdo, especialmente apos eventos
climaticos extremos. Quanto a Blastocystis e geo-helmintos, Cociancic e colaboradores (2021),
observaram que a prevaléncia desses organismos foi maior devido ao aumento da
isotermalidade, que o risco de infec¢do por Ascaris lumbricoides foi associado a0 aumento da
temperatura no trimestre mais chuvoso e que a infec¢do por ancilostomideos foi associada ao

aumento do indice de vegetacao padrao.

Além dos fatores ambientais, as alteracdes antropicas também vém interferindo no
parasitismo, evidenciando a complexidade dos mecanismos que influenciam a dinamica de
transmissdo e a necessidade de estratégias multifatoriais no controle das parasitoses. A
abordagem de Uma S¢ Saude comegou a ser difundida no final da década de 90, mas alcangou
reconhecimento global a partir de uma forte colaboracdo entre as comunidades médicas
humanas e veterinarias entre 2006 e 2007 (Gibbs, 2014; Mackenzie et al., 2014). Definida pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma estratégia que visa a formulagdo e
implementagdo de programas, politicas, legislagcdo e investigacdo em que multiplos setores se
comunicam e trabalham em conjunto para alcangar melhores resultados para a satde publica
(OMS One Health), essa abordagem complementa-se com a perspectiva da Organizagao para a

Alimentacdo e a Agricultura (FAO), que destaca a importancia de especialistas dos mais
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diversos setores trabalharem em conjunto para enfrentar as ameacgas a saide de humanos,

animais, plantas e meio ambiente (FAO One Health; Banerjee & Van Der Heijden, 2023).

Ao explorar esse campo, inevitavelmente depara-se com o conceito de saude global que
busca nao apenas melhorar a satde geral, mas também promover a equidade na satide para todas
as pessoas no mundo (Koplan et al., 2009). A evolu¢ao dos estudos com foco nessas abordagens
ao longo do tempo tem contribuido para fomentar a necessidade de a¢des globais que garantam
esses direitos (Mendes et al., 2020). Nessa perspectiva, estudos como o de Theobald e
colaboradores (2018) abordam a importancia de melhorar a implementacdo de politicas e
programas de saude. No entanto, esses autores ressaltam que a construgdo de sistemas efetivos
que promovam a saude e o bem-estar, por meio de estratégias sustentaveis, continuam sendo

um desafio, especialmente para os paises em desenvolvimento.

Essa disparidade na implementacao de politicas reflete a variagao das questdes de saude
global. Nesse aspecto, os cientistas, desde a década de 2000, tém como alvo um subconjunto
de doengas conhecido como doencas tropicais negligenciadas (DTNs) (Shiffman & Shawar,
2022) que sdao mais prevalentes em regidoes de extrema pobreza, com precarias condi¢des de

infraestrutura sanitaria e deficiéncias nas a¢des de educacao sanitaria.

Além disso, fatores como o crescimento da populagdao humana e de animais domésticos,
bem como a mudanca no uso da terra (Daszak et al., 2000; Elnaiem et al., 2023), podem
favorecer a interagdo de ambientes selvagens, seres humanos e populagdes de animais
domésticos. O fato ¢ que muitos dos pontos de entrada para as questdes de Uma S6 Satde
frequentemente comegam com os comportamentos humanos, nossas interacdes com o ambiente
e a estabilidade dentro dos ecossistemas e dos sistemas socioecoldgicos (Elnaiem et al., 2023).
Para garantir a seguranga sanitaria global, as abordagens de Uma S6 Satde devem se expandir

para além das zoonoses e doencas infecciosas com potencial pandémico.

1.2 Doencas tropicais negligenciadas (DTNs) e o impacto das parasitoses intestinais na

Saude Global

As DTNs formam um grupo de doencas endémicas causadas por uma variedade de
agentes infecciosos ou parasitarios, que tém relevancia significativa para a saide publica,
principalmente por afetar populacdes vulneraveis em situacao de pobreza e com acesso limitado

a servicos de saude basicos. Apesar das agdes estratégicas estabelecidas pela Organizagdo
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Mundial da Saade (OMS), as DTNs continuam afetando diariamente os residentes mais pobres
da comunidade global (OMS, 2023). Em 2021, a Assembleia Mundial da Satde instituiu o dia
30 de Janeiro como “Dia Mundial das Doengas Negligenciadas”, destacando a importancia de
se discutir sobre os impactos ocasionados por esse grupo de doengas tropicais endémicas,

encontradas especialmente entre as populacdes da Africa, Asia e América Latina.

Dentre os agentes causadores de doencas, os parasitos intestinais como helmintos e
protozoarios, ocupam um lugar de atencao, sendo responsaveis pelas infeccdes mais comuns
entre as DTNs (OPAS/OMS, 2016; Badri et al., 2025). Apesar dos esfor¢os realizados nas
ultimas décadas para combaté-los nas regides afetadas, as infecgdes parasitarias continuam
amplamente disseminadas, representando um problema significativo de satde global
(Lustigman et al., 2012; OMS, 2020; Strkolcova et al., 2024). Esses parasitos causam baixa
produtividade, morbidade e mortalidade tanto em animais, quanto em humanos (Haque et al.,
2007; Aydemir et al., 2024) afetando negativamente a saude e a qualidade de vida,

particularmente das criancas, e desencadeando consequéncias financeiras e sociais extensas.

Os parasitos intestinais estdo diretamente relacionados a deficiéncia na infraestrutura
sanitaria, o que propicia a manutencao de seus ciclos bioldgicos. A transmissdo ocorre por meio
da ingestao ou contato da pele com estagios infectantes presentes no solo, d4gua e alimentos, em
um ambiente contaminado por fezes. Embora esses parasitos apresentem distribui¢cdo global, as
regides de maior prevaléncia estdo intimamente associadas a contaminacao fecal, infraestrutura
sanitaria precdria, praticas inadequadas de higiene e baixos indicadores socioeconomicos (Katz
et al., 2001; Haque et al., 2007; Rodriguez-Pérez et al., 2011; Freeman et al., 2013; Panti-May
et al.,, 2019), assim, as comunidades afetadas incluem os individuos mais vulneraveis,
especialmente populacdes pobres e marginalizadas em areas com padrdes inadequados de
higiene e condicdes econdomicas desfavorecidas (Lustigman et al., 2012; Strkolcova et al.,

2024).

Globalmente, as infecgOes parasitarias intestinais afetam cerca de 3,5 bilhdes de
individuos, dos quais, aproximadamente, 450 milhdes apresentam algum sintoma clinico.
Estima-se que, a cada ano, essas enfermidades resultem em cerca de 200 mil mortes (WHO,
2006; Hajare et al., 2021; Tsegaye et al., 2021). E reconhecido que os nimeros globais exatos
a respeito das infecgdes e morbidades atribuiveis as parasitoses intestinais sdo imprecisos, seja
pela escassez de dados epidemiologicos, seja pela falta de atencao e priorizacao dessas doengas
pelos sistemas de saude, ou pela inespecificidade sintomatologica. Ainda assim, existem

pesquisas empenhadas em gerar estudos na area. Por exemplo, o estudo de Pullan e
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colaboradores (2014) estimou que, em 2010, 1,45 bilhdo de pessoas foram infectadas, em todo
o mundo, por pelo menos uma espécie de nematoide intestinal, resultando em 5,18 milhdes de
anos de vida ajustados por incapacidade (DALYSs,) sendo que a maior parte das infeccdes e
maiores cargas parasitarias foram registradas na Asia. Além disso, Povoa e colaboradores
(2000) e Maia e colaboradores (2009) relataram que, apesar da redu¢do na prevaléncia de
infeccdes parasitarias no Brasil nos ultimos 30 anos, devido a melhorias em engenharia

sanitaria, as regioes Norte e Nordeste ainda apresentam taxas de infec¢do de até 62,4%.

Como mencionado anteriormente, a maioria das infec¢des intestinais sdo causadas por
parasitos protozoarios, como Giardia intestinalis, Cryptosporidium spp., Entamoeba
histolytica, Blastocystis spp., € helmintos, como A. lumbricoides, Trichuris trichiura, Necator
americanus e Ancylostoma duodenale e outros. Esses parasitos estdo associados a diversos
problemas de satide e sociais, incluindo a ma absorcdo de nutrientes, diarreia, sangramento,
nanismo, declinio cognitivo e redu¢do da capacidade de trabalho. Esses problemas geram um
déficit financeiro significativo nas comunidades afetadas (Dudlova et al., 2016; WHO, 2016;
Faria et al., 2017).

Os helmintos, principalmente os geo-helmintos (helmintos transmitidos pelo solo -
STHs), sdo parasitos que afetam mais de 1,5 bilhdo de pessoas, principalmente criangas que
vivem em extrema pobreza e comunidades rurais com falta de abastecimento de agua, condigdes
de higiene inadequadas e baixos indices educacionais, representando uma preocupacao global
(Lustigman et al., 2012; Pullan et al., 2014; Khuroo et al., 2016; Panti-May et al. 2019; OMS,
2018, Ahmed et al., 2023). Embora pacientes com infec¢des de baixa intensidade causadas por
STHs possam ser assintomaticos, infec¢des de intensidades moderada a alta estdo associadas a
sintomas gastrointestinais, anemia e deterioracdo do desenvolvimento fisico em criangas. De
acordo com a OMS (WHO, 2020), a cada ano 45.000 mortes sdo diretamente atribuidas a

infecgdes por ancilostomideos e outras 4.300 a 4. lumbricoides.

Na ultima década, diversos estudos investigaram o impacto dos STHs na satde e nas
fungdes cognitivas das criancas (Khuroo et al., 2016; Weatherhead et al., 2017; Ahmed et al.,
2023). E, embora essas infecgdes ndo estejam entre as principais causas de morte de criangas a
nivel global, elas sdo causas importantes de doencas infantis, desnutri¢do, mau desempenho
escolar, distirbios cognitivos e, consequentemente, de perdas econdmicas a longo prazo (GBD,

2016; Weatherhead et al., 2017).

Apesar de ndo serem considerados parasitos intestinais humanos tipicos, Toxocara canis

e T. cati sao helmintos que também merecem ateng¢do junto aos geo-helmintos, pois apresentam
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ampla circulagdo e persisténcia em areas com grande populacdo de animais errantes e
deficiéncia de saneamento basico. Esses sdo parasitos intestinais de cdes e gatos com
reconhecida importancia em saude publica devido ao seu potencial zoondtico (Macpherson,
2013; Hotez, 2020). Os ovos eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos podem
permanecer viaveis no solo por longos periodos e, quando ingeridos acidentalmente por seres
humanos, especialmente criancas, podem originar sindromes clinicas como larva migrans

visceral, ocular e neurologica (Ma et al., 2018; Lopez-Alamillo et al., 2025).

Quanto aos protozoarios, a G. intestinalis, causadora da giardiase, ¢ descrita como um
dos parasitos mais associados a doengas intestinais, com aproximadamente 280 milhdes de
individuos sintomaticos ¢ 500 mil novos casos relatados anualmente (Xiao et al., 2017; WHO,
2020). A giardiase aguda ¢ tipicamente caracterizada por diarreia autolimitada e sintomas
intestinais como coélicas abdominais € ma absorc¢ao (Hellard et al., 2000; Eberhard et al., 2015;
Painter et al.; 2016). No entanto, a infec¢do por esse protozoario pode provocar manifestagdes
extra intestinais e poOs infecciosas como artrite reativa, alteragdes dermatologicas e
complicacdes oculares (Cantey et al., 2011; Halliez & Buret, 2013; Painter et al., 2016), bem
como, sindrome do intestino irritavel e fadiga cronica, prolongando o impacto da doenca
mesmo apos a resolucdo da infeccdo aguda (Hanevik et al., 2014). Além disso, esse ¢ um
parasito frequentemente associado a surtos epidémicos associados a agua e alimentos
contaminados, refor¢cando a importancia de pesquisas considerando tanto a populagao humana

quanto a contaminagdo ambiental, para compreender plenamente seu impacto na satde publica.

Ja& a criptosporidiose, causada por espécies do género Cryptosporidium, ¢ uma doenga
gastrointestinal comum em criangas de 1 a 5 anos, tanto em paises em desenvolvimento quanto
desenvolvidos (Putignani et al., 2010; Checkley et al., 2015; Dayao et al., 2020), e em pacientes
imunocomprometidos (Current et al., 1983; Cama et al., 2007; Wang et al., 2018). Khalil e
colaboradores (2018) e Pumipuntu e colaboradores (2018) relataram que, em 2016, a
criptosporidiose foi a quinta causa mais frequente de sindrome diarreica em criangas menores

de cinco anos e causou mais de 48.000 mortes em todo o mundo.

As espécies de Cryptosporidium diferem em termos epidemioldgicos, e os métodos
moleculares tém sido fundamentais para caracterizagdo do género e melhor compreensao da
dinamica de transmissao do parasito. Embora mais de quinze espécies ja tenham sido associadas
a infeccdes humanas, a maioria dos casos sdo atribuidos a Cryptosporidium hominis e
Cryptosporidium parvum em todo o mundo (Bouzid et al., 2013; Checkley et al., 2015). Além

disso, este ¢ um parasito que apresenta considerdvel resisténcia ambiental, sendo capaz de
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sobreviver por longos periodos em ambientes aquaticos e resistir a desinfetantes comuns, como
cloro, exigindo métodos de tratamento mais rigorosos para sua inativacdo (King & Monis,
2006). Outro desafio significativo ¢ a auséncia de um tratamento eficaz que promova a cura
parasitologica, limitando as opg¢des terapéuticas disponiveis (Cabada & White, 2010; Checkley
et al., 2015). Esses fatores ressaltam a necessidade do monitoramento ambiental continuo de
Cryptosporidium, visando identificar fontes de contaminagdo e prevenir surtos, além de orientar

politicas publicas de satde e estratégias de controle mais eficazes.

E indiscutivel o qudo prejudiciais e negligenciadas sdo as parasitoses intestinais,
ressaltando a importancia de estudos que busquem compreender as rotas de transmissdo e a
prevaléncia desses parasitos. Conhecer esses aspectos ¢ crucial para o desenvolvimento e
implementagdo de estratégias preventivas e terapéuticas eficazes, integradas as iniciativas de
saude publica. Ademais, fica evidente que os investimentos em infraestrutura de saneamento e
campanhas de educagdo em satde sdo fundamentais. Essas agdes ajudam a aumentar a
conscientizacao sobre a transmissdo, prevengao e tratamento de infec¢des parasitarias, podendo

melhorar significativamente os resultados de satde e reduzir a carga de doencgas preveniveis.

1.3 Infecches parasitarias intestinais e os avancos no diagndstico: Desafios atuais e

perspectivas futuras

Os parasitos entéricos estdo entre os responsaveis por algumas das infeccdes mais
prevalentes do mundo, contribuindo consideravelmente para a estimativa global de doengas
diarreicas (Haque, 2007; Bhaumik et al., 2024). Contudo, a prevaléncia e o impacto clinico
causados por esses parasitos sdo, frequentemente, subestimados. Essa subestimag¢do pode
ocorrer devido a caréncia de protocolos adequados de detec¢do, monitoramento e vigilancia,
especialmente em paises em desenvolvimento (Ten Hove et al., 2007; Newell et al., 2010; Ryan
et al., 2017). Além disso, a maioria dos individuos com gastroenterite ndo buscam por consulta
médica (Tam et al., 2012; McHardy et al., 2014; Ryan et al., 2016), e nem todos os sintomaticos
tém suas amostras fecais testadas (Tam et al., 2012; McHardy et al., 2014). Isso evidencia a
necessidade de levantamentos epidemioldgicos precisos para compreender a situagdo

epidemioldgica dessas enteroparasitoses.

O diagnostico e o tratamento das infec¢des parasitarias sdo de extrema importancia, pois
essas, quando nao diagnosticadas por um periodo prolongado, podem levar a desnutrigao,

comprometimento do desenvolvimento fisico e neuroldgico e perda da capacidade de frequentar



34

a escola em criancas (Harhay et al., 2010; Sandoval et al., 2015; Demirel & Ding, 2022).
Idealmente, os diagndsticos devem ser acessiveis, sensiveis, especificos, faceis de usar, rapidos
e robustos, sem necessidade de equipamentos complexos e entregaveis aos usuarios finais. No
entanto, a busca por um diagnéstico preciso em todas as etapas de um programa de controle

direcionado a doengas gastrointestinais ¢ frequentemente negligenciado (Harhay et al., 2011).

Os avangos nos métodos de diagnéstico tém ocorrido de forma lenta, e a confirmagao
de muitos casos ainda se apoia em técnicas tradicionais, como a microscopia de luz (Ricciardi
et al., 2015). Esse procedimento, baseado na identificagdo morfoldgica e morfométrica de
diferentes estagios de vida dos parasitos em amostras bioldgicas, permanece como referéncia
diagndstica tanto em paises em desenvolvimento quanto em contextos com maior infraestrutura
laboratorial (Manser et al., 2014; Roellig et al., 2017; Garcia et al., 2021). Em sistemas de satide
com poucos recursos, a microscopia de luz € vantajosa por necessitar de poucos equipamentos
e reagentes. No entanto, as analises microscopicas podem ser trabalhosas, demoradas, pouco
sensiveis e especificas e requerem um alto nivel de conhecimento parasitologico (Zimmerman
et al., 2004; Ricciardi et al., 2015; Weerakoon et al., 2016). Além disso, para aumentar a
sensibilidade e reprodutibilidade, esses métodos podem exigir multiplas coletas de forma
independente, para minimizar os possiveis resultados falso negativos, devido a intermiténcia da
eliminagdo de estadgios parasitarios (ovos, cistos e oocistos) em individuos hospedeiros (Claas

et al., 2013; Riddel et al., 2016).

Os testes imunologicos tém sido uma alternativa comumente utilizada no diagnostico
de enteroparasitoses, especialmente para deteccdo de antigenos ou anticorpos circulantes
(Wilson et al., 2006; Chan et al., 2022; Sokouri et al., 2024). Esses métodos se baseiam na
interacdo entre antigenos parasitarios e anticorpos especificos do hospedeiro, permitindo a
identificacdo indireta da infec¢do, mesmo na auséncia de formas parasitarias visiveis nas fezes.
Entre os testes mais utilizados se destacam o ELISA, imunofluorescéncia indireta, ensaios
imunocromatograficos rapidos (como os testes de fita), e os métodos baseados em detecgao de
coproantigenos (Gofi et al., 2012; Levenhagen & Costa-Cruz, 2014; Goudal et al., 2019;
Sokouri et al., 2024). Eles sdo particularmente Uteis para parasitos com eliminagdo intermitente
ou em baixa carga e para casos em que o diagndstico direto ¢ dificultado por limitagdes
amostrais ou técnicas. No entanto, os testes imunologicos apresentam limitagdes importantes,
como a possibilidade de reagdes cruzadas, persisténcia de anticorpos apds resolucao da infeccao
e menor capacidade de discriminar infeccdo ativa. Assim, seu uso isolado pode ser insuficiente

em contextos epidemioldgicos complexos, sendo mais efetivo quando integrado a outras
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abordagens diagndsticas, como as moleculares (Verweij & Stensvold, 2014; Buonfrate et al.,

2015).

A partir disso, percebe-se que o diagnostico ¢ peca fundamental no estudo de doengas
parasitarias e € essencial em uma abordagem holistica para o conhecimento, monitoramento e
controle dessas doengas. Portanto, ha necessidade de novos testes diagndsticos, sobretudo mais
sensiveis, que visem melhorar o conhecimento acerca da distribuicdo espacial, a estimativa
precisa de populacdes em risco e a carga de doengas, além do direcionamento de intervengdes
de controle e prevengao (Bergquist et al., 2009; Brooker et al., 2010; Johansen et al., 2010;
Speich et al., 2010).

Dessa forma, como resultado das limitagdes dos ensaios microscopicos € imunoldgicos,
métodos de deteccao baseados em DNA estiao sendo cada vez mais desenvolvidos e otimizados
para o estudo de infec¢des parasitarias intestinais (Verweji et al., 2014; Van Lieshout et al.,
2015). Apesar dos altos custos e da dificuldade de uso na rotina clinica (Roberts et al., 2011),
essa abordagem oferece inumeras vantagens sobre os métodos tradicionais como maior
sensibilidade e especificidade, capacidade de combinar multiplos alvos em um unico ensaio,
possibilidade de quantificagdo e tipagem molecular e um répido tempo de resposta (Verweji et
al., 2014; Van Lieshout et al., 2015; Ozkan-Ahmetoglu et al., 2023), bem como capacidade de
diferenciar espécies intimamente relacionadas. Tudo isso auxilia na compreensado das fontes de
infeccdo, tratamento e controle (Mejia et al., 2013; McHardy et al., 2014; Cimino et al., 2015;
Llewellyn et al., 2016).

Dentre as metodologias moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
amplamente aplicada no contexto das infec¢Oes parasitarias intestinais tanto em sua forma
convencional (Moghaddassani et al., 2011; Sitta el al., 2014) quanto em outros formatos, como
a PCR quantitativa (qQPCR) (O’Connel & Nutman, 2016; Meurs et al., 2017; Nourisson et al.,
2020). A gPCR Multiparalelo, uma das variagdes da qPCR, permite a amplifica¢do individual
de alvos especificos em reagdes separadas, mas processadas simultaneamente em um mesmo
ensaio, ou seja, o termo se refere ao fato de que varias reagdes unicas (singleplex) sao rodadas
em paralelo, com a mesma amostra (Mejia et al., 2013). Diferentemente da PCR multiplex, na
qual multiplos alvos sdo amplificados em uma unica reagdo contendo varios pares de primers,
a abordagem multiparalelo evita competicdes entre reagentes, reduz o risco de reacdo cruzada
e facilita a padronizagdo dos limites de deteccao individuais para cada alvo (Verweij &
Stensvold, 2014). Essas caracteristicas tornam a qPCR Multiparalelo especialmente util em

contextos epidemioldgicos onde € possivel realizar a detec¢do e quantificagdo simultanea de
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parasitos tanto em amostras ambientais quanto humanas, nas quais eles podem estar presentes

coexistindo em baixas cargas (Easton et al., 2016; Papaiakovou et al., 2024).

E esperado que os desafios relacionados as doencas parasitarias transmitidas por
alimentos, agua e solo contaminados aumentem devido as interagdes complexas entre
hospedeiros humanos, animais e o ambiente, fato que ¢ agravado pelos efeitos emergentes das
mudangas climaticas e da urbanizacao, e pela necessidade de aumentar a produgdo de alimentos
(Weaver et al., 2010; Hassell et al., 2017; Awad et al., 2024). Com isso, o desenvolvimento de
ferramentas inovadoras no campo de diagnosticos moleculares e de epidemiologia molecular
apresentam potencial para melhorar a identificagdo de espécies e sorotipos zoonoticos, na
triagem em massa de populagdes endémicas e no monitoramento de programas de controle,

ajudando assim a reduzir a transmissdo de doencas.

1.4 O DNA ambiental e seu potencial como ferramenta para deteccio e monitoramento

dos parasitos intestinais

O DNA ambiental, ou eDNA, ¢ um termo que se refere ao material genético presente
em amostras ambientais, como agua, solo, sedimento, fezes ou ar. (Pawlowski et al., 2020;
Rodriguez-Ezpeleta et al., 2021; Sengupta et al., 2022). Ao contrario do DNA extraido
diretamente de tecido fresco, o eDNA ¢ caracterizado por uma mistura complexa de DNA
nuclear, mitocondrial e cloropléstico originario de diferentes organismos, sem isolamento
prévio, que foram eliminados em fezes, urina, pele, cabelo, gametas e células para o ambiente.
Assim, as amostras de eDNA constituem tanto DNA intracelular quanto DNA extracelular
degradado (geralmente fragmentos curtos) devido a ruptura celular e a degradagdo natural no
ambiente (Taberlet et al., 2012).

O campo de eDNA esta se expandindo com um repertdrio cada vez maior de pesquisas
utilizando a biologia molecular para investigar a diversidade e distribuicdo de organismos (Bass
etal., 2015), enriquecendo, principalmente, os estudos epidemiologicos (Lymbery et al., 2012).
E, essa abordagem também tem mostrado grande potencial para o estudo de organismos em
baixa abundancia, como espécies raras, elusivas ou ameacadas de extingdo, bem como para
detecg¢do precoce de espécies invasoras e estimativa de biodiversidade (Harper et al., 2019;
Deiner et al., 2021), para biomonitoramento da satide e dindmica dos ecossistemas, dieta e
interacdes troficas, ecologia de desova de animais aqudticos, no monitoramento da

biodiversidade e ecologia de parasitos (Beng et al., 2020).
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A aplicagdo de técnicas sob a perspectiva de eDNA aumenta a acuracia temporal e
espacial do monitoramento (Beng et al., 2020; Takahashi et al., 2023). Por serem rapidas,
eficientes e relativamente acessiveis, essas técnicas apresentam inumeras vantagens, como a
maior oportunidade de monitorar a dinamica de espécies, populagdes e comunidades, e mapear
sua distribui¢do geografica durante longos periodos e em grandes escalas espaciais (Ficetola et
al., 2019; Itakura et al., 2019; Lecaudey et al., 2019; Preissler et al., 2019; Reinhardt et al. 2019;
Sales et al. 2020). Além disso, a amostragem ¢ simples, ndo destrutiva e ndo invasiva, evitando
danos significativos as espécies-alvo ou seus habitats (Mora et al., 2019; Leempoel et al., 2020;
Gava et al., 2025). O eDNA também pode detectar espécies raras mesmo em densidades
relativamente baixas (Carvalho et al., 2019; Shelton et al., 2019; Takahara et al., 2020), e
permite a deteccdo precoce de espécies invasoras e sua erradicagdo oportuna antes do
estabelecimento completo (Schumer et al., 2019; Tingley et al., 2019). Por fim, a amostragem
por eDNA oferece potencial precisdo taxondmica, permitindo a avaliacdo simultanea da
biodiversidade para uma ampla gama de organismos (Sawaya et al., 2019; Thomsen &
Sigsgaard, 2019; Zhang et al., 2020b).

Esses métodos sdo ainda mais potencializados quando combinados com estudos
complementares, como no caso do monitoramento e controle de doencas parasitarias, que
necessitam de ferramentas escalaveis, sensiveis € econdmicas (Sengupta et al., 2022). No
entanto, a aplicagdo desses na parasitologia comegou a ser explorada apenas recentemente
(Stothard et al., 2017; Selbach et al., 2019), e ainda sdo poucos os trabalhos que padronizaram
a aplicagdo da técnica para detec¢do de eDNA de patogenos em diferentes amostras ambientais
(Worrell et al., 2011; Hashizume et al., 2017; Mejia, et al., 2020; Tyungu et al., 2020; McKim
et al., 2023; Gava et al., 2025), representando assim uma pequena parcela dos estudo gerais
sobre eDNA (Sengupta et al., 2022).

Especificamente, dentro da parasitologia, o eDNA pode fornecer informagdes sobre a
diversidade e distribuicao espacial e temporal dos parasitos, a diversidade de linhagens dentro
de hospedeiros (multiplas infeccdes), o rastreamento do ambiente quanto a presenca de
hospedeiros potenciais (intermediarios ou definitivos), novas linhagens e associagoes,
elucidagdes dos ciclos de vida, investigagdo da etiologia de doengas e como as comunidades
ecologicas influenciam o risco de doenga (Bass et al., 2015).

No ambito da contaminagdo ambiental, o solo representa um dos principais reservatorios
de ovos e larvas de helmintos e cistos e oocistos de protozodrios intestinais, € o ser humano,
assim como, muitos dos animais de criagdo, estdo constantemente expostos devido a

proximidade com o mesmo (Banerjee & Van Der Heijden, 2023). Alguns trabalhos, j& utilizam
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o solo como ferramenta para identificagdo de parasitos (Storey et al., 1985; Davies et al., 2005;
Martinez-Moreno et al., 2007; Alum et al., 2014; Strkolcova et al., 2014), no entanto, essa
identificacdo ¢ frequentemente realizada por microscopia, o que exige conhecimento
especializado em taxonomia e morfologia, além de demandar mais tempo e trabalho para
fornecer resultados com menor sensibilidade e especificidade em compara¢do com métodos
moleculares. Como ndo existe um método padrao para identificar e quantificar a presenga de
parasitos intestinais no solo, a combina¢do de métodos de eDNA com outras ferramentas ja
utilizadas oferece um grande potencial para entender os riscos de doengas e sua transmissao,
assim como as comunidades parasitarias e seu papel em processos ecossistémicos mais amplos,

como estruturagdo de teias alimentares e associacdo ecologica (Sengupta et al., 2022).
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2.  JUSTIFICATIVA

A abordagem de Uma S6 Satde ¢ uma estratégia, definida pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) e pela Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagdo e a Agricultura
(FAO), que promove a colaboracao entre setores diversos para alcancar melhores resultados de
saude publica. Essa abordagem ¢ essencial para enfrentar as ameacas a satide humana, animal,

vegetal e ambiental (OMS One Health, FAO One Health; Banerjee & Van Der Heijden, 2023).

Em consonancia com essa perspectiva, o conceito de saude global visa melhorar a satde
geral e promover a equidade na saide em todo o mundo (Koplan et al., 2009), destacando a
necessidade de agdes globais para garantir saide a diferentes comunidades (Mendes et al.,
2020). No entanto, a implementagao efetiva de politicas e programas de satide enfrenta desafios,
especialmente em paises com baixa e média rendas (Theobald et al., 2018). Em 2020, a
pandemia de COVID-19 expds a fragilidade dos sistemas de satde publica, destacando a
necessidade de uma abordagem integrada (Coria et al., 2022; Elnaiem et al., 2023) a fim de
garantir seguranca sanitaria global para além das zoonoses e das doengas infecciosas com

potencial pandémico.

As DTNs expoem a disparidade existente na saude publica, afetando
desproporcionalmente populagdes em dreas com infraestrutura sanitaria precaria (Shiffman &
Shawar, 2022). Problemas como crescimento populacional, mudangas climaticas e uso da terra
agravam essas condigdes (Daszak et al., 2000; Elnaiem et al., 2023). Entre os agentes
causadores das DTN, os parasitos intestinais sdo especialmente preocupantes, devido a relagao
direta com a deficiéncia de infraestrutura sanitria, que facilita a transmissdo através do solo,
agua e alimentos contaminados (Steinbaum et al., 2016; Steinbaum et al., 2017; Mejia et al.,
2020). Apesar dos esfor¢os para melhorar a qualidade da 4gua, do saneamento e da higiene
(WASH), os resultados tém sido limitados (Nery et al., 2019). O solo ¢ um dos principais
reservatorios de parasitos e o ser humano e animais de cria¢do estdo constantemente expostos

devido a proximidade (Banerjee & Van Der Heijden, 2023).

A inovagdo na detecgao de patdogenos, como o uso de DNA ambiental (eDNA), oferece
uma abordagem promissora para superar os desafios existentes na identificacdo e
monitoramento de parasitos. Embora ainda haja poucos estudos padronizando essa técnica
(Worrell et al., 2011; Hashizume et al., 2017; Mejia et al., 2020; Tyungu et al., 2020; McKim
et al., 2023), o eDNA tem mostrado ser eficaz na deteccao de material genético ambiental,

reduzindo tempo e custos (Ficetola et al., 2008; Minamoto et al., 2012; Hashizume et al., 2017).
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Diante disso, sdo necessarios mais estudos que explorem a aplicabilidade da técnica de
eDNA como um método capaz de auxiliar pesquisadores na compilagdo de dados de
distribuicao de espécies, no monitoramento de mudangas ecologicas, na compreensao das
dinamicas de transmissao das doencas parasitarias e na identificacdo e mapeamento de possiveis
fontes de infeccdo. Assim, o eDNA se apresenta como uma ferramenta promissora para o
desenvolvimento de estratégias preventivas de futuras infec¢des parasitarias, como o
direcionamento de medidas de controle eficientes, auxilio no diagndstico precoce e tratamento,
e avaliacdo periddica da contaminagdo ambiental nas areas endémicas. Esses esfor¢os ajudardo

a direcionar politicas de prevencdo e promover a satide global e a educagao em satde.
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar a contaminac¢ao ambiental por helmintos e protozoarios parasitos em amostras

de solo do peridomicilio e seu potencial risco de exposi¢ao e infec¢do para os residentes de

Brejo do Amparo, Janudria, estado de Minas Gerais.

3.2

Objetivos especificos

Caracterizar as comunidades de Brejo do Amparo (P¢ da Serra, Tocantins e Santana) e
os domicilios estudados quanto as condi¢des socioecondmicas, a infraestrutura sanitaria

e as caracteristicas habitacionais;

Detectar a presenga e identificar as espécies de parasitos em amostras de solo coletadas
no peridomicilio das residéncias de Brejo do Amparo por meio da técnica de qPCR

Multiparalelo;

Avaliar e comparar a frequéncia de parasitos no solo segundo as estagdes, as
comunidades e os locais de coleta (entrada, banheiro e quintal) no peridomicilio das

residéncias de Brejo do Amparo;

Identificar as espécies de helmintos parasitos presentes nas amostras fecais humanas por
meio das técnicas Kato-Katz, Helmintex e Rugai modificado nas mesmas comunidades

onde foram realizadas as coletas de solo;

Investigar possiveis associacdes entre a positividade de parasitos presentes nos

domicilios (solo e fezes) e as variaveis socioecondmicas ¢ de infraestrutura domiciliar.
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4. METODOLOGIA
4.1 Consideracoes éticas

Este estudo ¢ uma ramificacao do projeto originado da Chamada CNPq/MS-SCTIE-Decit
N° 22/2019 - PESQUISAS SOBRE DOENCAS TRANSMISSIVEIS E NEGLIGENCIADAS
(Processo CNPq 442994/2019-2). Inicialmente, todos os participantes foram informados sobre
as coletas de amostras biologicas (fezes, urina e sangue) essenciais para execu¢ao do projeto e
solicitados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para maiores de
18 anos ou o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) como representantes legais
para pessoas de 6 a 17 anos (Anexo A). Posteriormente, foram incluidas as coletas ambientais,
e os participantes foram visitados e devidamente informados sobre a proposta e os objetivos

das referidas coletas.

4.2 Delineamento do Estudo

4.2.1  Escolha da area de estudo: Brejo do Amparo, distrito de Janudria

Janudaria ¢ um municipio localizado na regido Norte do Estado de Minas Gerais (Figura
1), fazendo fronteira com o Estado da Bahia. A cidade estd na margem esquerda da Bacia do
Rio Sdo Francisco, a aproximadamente 600 km da capital mineira, Belo Horizonte. Com uma
populagdo estimada em 65.150 pessoas (IBGE, 2022), o municipio possui uma extensao
territorial de 6.661,588 km?, resultando em uma densidade demografica de 9,78 hab/km?. O
clima ¢ tropical semidrido, com temperaturas maximas de até 38° C e minimas de 12,6° C, e
uma média anual de 26,30° C. As chuvas sdo escassas, concentrando-se nos meses de outubro
a mar¢o. A regido encontra-se em um bioma de transicao, incluindo caatinga, cerrado, mata
seca e remanescentes de mata atlantica, caracterizando-se por pouca precipitacdo e calor

constante (Prefeitura de Januaria).
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Figura 1 Localizagdo do municipio de Januaria no Estado de Minas Gerais, no Brasil e na América do Sul. A
figura ilustra a posicdo geografica do municipio de Januaria no estado de Minas Gerais dentro do Brasil e no
contexto mais amplo da América do Sul. A imagem destaca a posi¢do do municipio de Janudria no mapa de Minas
Gerais facilitando a compreensdo de sua localizagdo em relagdo a outras regides do pais e do continente.

Segundo o Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento (SNIS) 2022, 38,48%
da populagdo de Januaria ndo possui acesso a agua tratada, e 83,8% ndo conta com esgotamento
sanitario adequado (IAS, 2022), além disso as internagdes devido a diarreias sdo de 26,1 para
cada 1.000 habitantes (IBGE, 2022). Como reflexo das precarias condi¢des de infraestrutura
sanitaria, das deficiéncias no tratamento de agua e altos indices de pobreza, o municipio e seus

distritos apresentam cenario propicio para doengas parasitarias intestinais.

O municipio de Januéria ¢ composto por sete distritos: Varzea Bonita, Sdo Joaquim,
Tejuco, Pandeiros, Riacho da Cruz, Levindpolis e Brejo do Amparo. Entre eles, Brejo do
Amparo foi a area escolhida para o desenvolvimento do estudo em questdo (Figura 2). O
distrito esta localizado a, aproximadamente, 3 km da sede do municipio e possui cerca de 370

habitantes que residem em areas rurais proximas aos corregos P¢ da Serra, Tocantins e Santana.
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Figura 2 Representacdo dos Distritos do Municipio de Januaria, Estado de Minas Gerais. A figura apresenta a
divisdo territorial dos distritos do municipio de Janudria, localizado no estado de Minas Gerais. Cada distrito esta
destacado com cores distintas para facilitar a visualizacdo e a identificacao das areas administrativas.
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4.2.2  Desenho do estudo

O presente estudo se caracteriza como observacional, transversal e analitico.
Observacional porque ndo houve intervengao sobre as variaveis de interesse, restringindo-se a
coleta e analise de dados ambientais, biolégicos e socioecondmicos. E transversal uma vez que
tanto os desfechos (presenca de parasitos intestinais em amostras de solo e fezes humanas)
quanto as exposicoes (caracteristicas socioecondmicas, condigdes de infraestrutura domiciliar
e fatores sazonais) foram avaliados de forma simultanea, em periodos especificos de coleta. E
analitico porque, além da descri¢do da ocorréncia dos parasitos, buscou-se analisar a relagdo de

causa e efeito entre determinadas exposi¢des e desfechos.

4.2.3  Aplicag¢do do questionario a populagdo de estudo

Para realiza¢do do estudo, a amostragem foi por conveniéncia mediante assinatura e
aceitacdo em participar da pesquisa. Para a coleta de dados da populagdo de estudo foram
aplicados dois questionarios aos residentes de Brejo do Amparo. O primeiro questionario,

preenchido por apenas um membro da familia, teve o objetivo de caracterizar questdes
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familiares, domiciliares e ambientais (Anexo B). O segundo questionario foi aplicado

individualmente aos participantes, coletando informacdes pessoais (Anexo B).

4.3 Analise de dados dos questionarios e caracterizacao da populacio

Inicialmente os dados obtidos por meio das respostas dos questionarios foram tabulados
e interpretados conforme a propor¢do de respostas. Tabelas de contingéncia também foram
criadas com o objetivo de analisar a distribui¢ao das variaveis socioecondmicas e demograficas

entre as comunidades do distrito de Brejo do Amparo.

Para complementar a caracterizagdo socioecondmica da drea de estudo e auxiliar na
analise da vulnerabilidade da populagio residente, foi utilizado o Indice Firjan de
Desenvolvimento Municipal (IFDM). Desenvolvido pela Federacao das Industrias do Estado
do Rio de Janeiro (FIRJAN), o IFDM ¢ um indicador sintético de desenvolvimento
socioecondmico com abrangéncia nacional, periodicidade anual e com recorte municipal. O
indice busca mensurar a capacidade dos municipios brasileiros em promover condigdes
adequadas de vida para sua populagao, com base em trés dimensdes do desenvolvimento:
Emprego e Renda, Educacgdo e Satde. Cada uma dessas vertentes ¢ composta de informagdes
extraidas de fontes oficiais e publica, como IBGE, RAIS, INEP, DataSUS e Cadastro Unico.

Todos submetidos a processos de normalizagdo e ponderacao (FIRJAN, 2025).

O componente de Emprego & Renda inclui variaveis como absor¢ao de mao de obra
formal, PIB per capita, taxa de pobreza e diversidade econdmica. A vertente Educacdo avalia
tanto a oferta quanto a qualidade da educagdo basica, considerando dados como adequacdo da
formagdo docente, taxa de atendimento escolar na educa¢do infantil, educagdo em tempo
integral, distor¢ao idade-série, taxa de abandono e desempenho do IDEB. Ja a dimensao Saude
contempla indicadores como cobertura vacinal infantil, niimero de médicos por habitante,
cobertura de pré-natal, gravidez na adolescéncia, internagdes por causas sensiveis a ateng¢ao
basica, doencas relacionadas ao saneamento inadequado e Obitos infantis evitdveis. Os
resultados de cada componente sdo agregados por média simples, gerando uma nota final para
cada municipio, em uma escala que varia de 0 a 1, na qual valores mais préximos a 1 indicam
maior nivel de desenvolvimento. Os valores sdo classificados em quatro categorias:
Desenvolvimento Critico (0,0 a 0,4), Baixo (0,4 a 0,6), Moderado (0,6 a 0,8) e Alto (0,8 a 1,0)
(FIRJAN, 2025). A escolha de aplicacdo do IFDM neste estudo se justifica por sua robustez
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metodologica e por sua ampla disponibilidade e comparabilidade entre os municipios do estado

e pais (FIRJAN, 2025).

Adicionalmente, com o objetivo de descrever as condigdes socioambientais da
populagio estudada, optou-se por critérios derivados da composi¢do do indice de Pobreza (IPo),
um instrumento j& validado e aplicado em diferentes contextos regionais para avaliar
vulnerabilidade ndo apenas monetdrias, mas estruturais. Essa selecdo foi realizada de forma a
atender as necessidades do presente estudo de maneira abrangente, considerando multiplas
dimensdes da pobreza adaptadas a realidade local. O indice em questdo abarca indicadores
diretos e indiretos de pobreza e inclui cinco dimensdes essenciais: taxa de mortalidade infantil
até cinco anos, percentual de popula¢do com renda inferior a meio salario-minimo, taxa de
analfabetismo entre adultos de 25 anos, probabilidade de morrer antes do 40 anos € proporg¢ao
de domicilios com saneamento inadequado (Confalonieri et al., 2018). A partir dessa estrutura,
os critérios selecionados para descrever a populacdo de Brejo do Amparo incluiram: auséncia
de 4gua encanada, auséncia de coleta adequada de lixo, saneamento precario, baixa escolaridade
do chefe de familia, uso de 4gua sem tratamento e rua ndo pavimentada. Dentre esses, destaca-
se o critério de saneamento inadequado, que segue a definicao adotada pelo IPo, segundo a qual
o domicilio é considerado adequado quando possui acesso simultdneo a rede geral de
abastecimento de agua, esgotamento sanitario por rede ou fossa séptica e servico de coleta de
lixo, sendo classificado como inadequado aquele que ndo possui os trés servigos

simultaneamente.

4.4 Coleta e processamento das amostras ambientais

Inicialmente, como um estudo piloto, para aprendizado, validagdo e estruturacdo das
estratégias de pesquisa, 56 amostras de solo foram coletadas em 21 casas, no dia 22 de maio de
2023. Dessas 56 amostras de solo, apenas 10 foram utilizadas para o aprendizado da técnica de
extracdo de eDNA e padroniza¢do da metodologia no Laboratério de Imunobiologia e Controle

de Parasitos (ICB/UFMG).

Ap0s serem testadas e padronizadas, as demais coletas da pesquisa foram oficialmente
realizadas. Das 85 residéncias participantes do projeto inicial aprovado pelo DECIT/CNPq, 68
foram amostradas realizadas por meio da coleta ambiental. O critério de selec¢do foi a presenca

e autorizacao do residente no momento da coleta. As coletas foram realizadas em Julho de 2023
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e em Marco de 2024, totalizando 298 amostras (150 em Julho e 148 em Margo). Os meses em

questdo caracterizam duas estacdes, seca e chuvosa, respectivamente.

A amostragem foi realizada de forma proposital, ou seja, os locais de coleta foram
escolhidos pelo investigador, sem delimitagdo espacial especifica (Collender et al., 2015;
Waindok et al., 2022). A escolha dos diferentes locais para coleta no ambiente externo foi feita
levando em consideracdo maior trafego e permanéncia dos residentes no local, informagao
adquirida por meio dos proprios residentes no momento de coleta. Foi priorizada a coleta nas

entradas das casas, nas entradas de banheiros externos e em areas do quintal.

As amostras de solo foram coletadas raspando-se a superficie escolhida utilizando tubos
conicos tipo Falcon de 50 mL, buscando preencher o volume completo do recipiente. Os tubos
foram devidamente identificados com o codigo gerado para cada residéncia e foram realizadas
pelo menos duas coletas por residéncia. Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em
temperatura ambiente até serem transportadas do local de estudo para o laboratério. No

laboratério, essas amostras foram armazenadas a 4 °C até o processamento.

Para realizacao da concentracao de DNA parasitario utilizou-se a flotagao e filtragao das
amostras antes da extragdo do DNA, segundo o protocolo descrito por Crudo Blackburn e
colaboradores (2024). Primeiramente, as amostras foram pesadas, apresentando variagdo entre
40 e 70 g, para que os valores de DNA obtidos por qPCR fossem normalizados em relagdo ao
peso da amostra. Para isso, a quantificagdo de DNA (fg/uL por kg de solo) foi dividida pela

massa correspondente, garantindo comparabilidade entre as amostras analisadas.

Em seguida, cada amostra foi dividida igualmente entre dois tubos conicos tipo Falcon
de 50mL e foi adicionado solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo Tween-20 a
0,05%, até completar o volume de S0mL em cada tubo. Entdo, as amostras foram agitadas
manualmente por 5 minutos para completa incorporacdo da solucdo a amostra e,
posteriormente, os tubos foram centrifugados a 1500 rpm (ou 500 g) por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado, sendo essa uma etapa que auxilia na remog¢do dos detritos em
macroescala. Para flotacdo dos ovos e larvas de helmintos, bem como cistos e oocistos de
protozodrios, foi adicionado ao pellet 10 mL solucdo de NaNO; (CRQ Produtos Quimicos,
Brasil) a 35,6% p/p com densidade especifica de 1,25 a 1,30 em cada tubo. A amostra com
solucao foi novamente agitada manualmente por 5 minutos e centrifugada a 1500 rpm (ou 500

g) por 5 minutos.
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Realizada essas etapas, seringas descartaveis do tipo Luer Lock de 60mL (Descarpack,
Brasil) foram acopladas a um aparato de filtragem, contendo filtros de nylon de 3 pum, e
aproximadamente 20 mL de sobrenadante por amostra, resultantes da centrifugacdo, foram
despejados na seringa e filtrados. Apos este processo, os filtros foram coletados e colocados em

tubos Lysing Matrix E® (MP Biomedicals, EUA) para iniciar o processo de extracio de DNA.

4.5 Extraciao de DNA das amostras de solo

Para a extracdo do material genético das amostras de solo foi utilizado o kit da MP -
FastDNA® Spin Kit para solo (MP Biomedicals, EUA), conforme descrito anteriormente por

Mejia e colaboradores (2013, 2020). Resumidamente, seguindo o protocolo, os filtros
provenientes da filtragdo, descrita no item 4.4, foram colocados em tubos Lysing Matrix E (MP
Biomedicals) contendo 978 ul de Fosfato de Sédio (MP Biomedicals) com controle interno
adicionado e 122 pul de tampao MT buffer (MP Biomedicals). Esse controle de DNA exo6geno,
nao relacionado aos parasitos alvo, foi adicionado a cada amostra antes da etapa de purificagao
para permitir a quantificacdo do DNA isolado usando PCR, avaliar a eficiéncia do processo e
reduzir a ocorréncia de falsos negativos. Em sequéncia, as amostras foram aquecidas 90°C
durante 10 minutos. Apds o aquecimento, as amostras foram homogeneizadas no Disruptor
Genie por 5 minutos a 3000 rpm, seguido de centrifugacdo a 14.000 g durante 10 minutos. Os
sobrenadantes foram coletados e adicionados em um novo tubo de 2 mL contendo 250 pL de
PPS (MP Biomedicals) e centrifugados novamente a 14.000 g por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo, em um novo tubo, foi adicionado 1mL do sobrenadante em 1mL de Binding
Matrix (MP Biomedicals). As amostras ficaram em repouso por 10 minutos em temperatura
ambiente. Apos os 10 min, os sobrenadantes foram descartados e a matriz de ligagdo foi
adicionada em um tubo de 2mL com filtro. Esses tubos foram centrifugados a 14.000 g por 2
minutos. O liquido resultante foi descartado e 500 pL. de SEWS-M (MP Biomedicals) foi
adicionado. Os tubos foram submetidos a uma nova centrifugagdo de 14.000 g por 4 minutos.
O filtro contendo a matriz foi transferido para um novo tubo de 2mL e ficou em repouso por 5
minutos, em temperatura ambiente € com a tampa aberta. Apds o tempo necessario, foi
adicionado 100 uL de DES (MP Biomedicals) e os tubos ficaram em repouso novamente, por
5 minutos, porém com a tampa fechada. Apos os 5 min, os tubos foram centrifugados a 14.000
g por 2 minutos e o produto da centrifugacdo foi armazenado a —20 °C, até seu posterior uso na

técnica de qPCR Multiparalelo.
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4.6 qPCR Multiparalelo

A deteccdo de DNA dos parasitos em amostras de solo foi realizada segundo o
protocolo descrito por Mejia e colaboradores (2013), utilizando qPCR Multiparalelo.
Resumidamente, primers especificos para cada espécie e sondas ligantes marcadas com FAM
(Applied Biosystems™, Foster City, CA) foram selecionados para cada um dos onze parasitos
testados (Tabela 1), incluindo helmintos (4. lumbricoides, A. duodenale, N. americanus,
Strongyloides stercoralis, T. cati, T. canis, e T. trichiura) e protozoarios (Blastocystis sp.,

Cryptosporidium sp., E. histolytica e G. intestinalis).

Todas as qPCRs foram realizadas em placas MicroAmp de 96 pocos (Applied
Biosystems™) e para as reagdes foram preparados um volume total de 7 uL por poco contendo
3,5 uL de Tagman™ fast mix (Applied Biosystems™), 0,007 nL de forward primer (900 uM),
0,007 pul de reverse primer (900 uM), 0,0175 uL de sonda marcada com FAM (100 uM), 1,47
pL de agua ultrapura e 2 uL de DNA. As reagdes foram executadas no termociclador 7500
Real Time (Applied Biosystems™) usando parametros padrdo com uma configuracdo de
ciclagem caracterizada por um primeiro estagio a 95°C por 20 min, seguida por 40 ciclos de
95°C por 1 min e 60°C por 20 min. Os resultados da qPCR foram considerados negativos se os

valores de limiar de ciclo (Ct) fossem > 38.

Uma curva padrao parasito-plasmideo com diluigdes de 10 vezes foi gerada para cada
parasito, servindo como controle positivo e permitindo a quantificagdo da concentragdo de
DNA do parasito. Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo. Os resultados foram

analisados no software QuantStudio™ Design and Analysis v2.6.0.
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Tabela 1 Regides alvo, sequéncias de primers e sondas por parasitos para amplificagdo de DNA.

Parasito

Regido alvo

Sequéncia Forward primer (5'-3")
Sequéncia Reverse primer (5'-3")
Sequéncia Probe (5'FAM-3")

Ancylostoma duodenale ITS-2

GAATGACAGCAAACTCGTTGTTG
ATACTAGCCACTGCCGAAACGT
ATCGTTTACCGACTTTAG

Ascaris lumbricoides ITS-1

TGCACATAAGTACTATTTGCGCGTAT
CCGCCGACTGCTATTACATCA
GAGCCACATAGTAAATT

Blastocystis spp. 16s rRNA

AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA
TCTTCGTTACCCGTTACTGC
CGTGTAAATCTTACCATTTAGAGGA

DNA-J like

Cryptosporidium spp. protein

AACTTCACGTGTGTTTGCCAAT
CCAATCACAGAATCATCAGAATCG
CATATGAAGTTATAGGGATACCAG

Entamoeba histolytica 18S rRNA

GTTTGTATTAGTACAAAATGGCCAATTC
TCGTGGCATCCTAACTCACTTAGA
CAATGAATTGAGAAATGACA

Giardia intestinalis 16S rRNA

CATGCATGCCCGCTCA
AGCGGTGTCCGGCTAGC
AGGACAACGGTTGCAC

Necator americanus ITS-2

CTGTTTGTCGAACGGTACTTGC
ATAACAGCGTGCACATGTTGC
CTGTACTACGCATTGTATAC

Strongyloides

. 18s rRNA
stercoralis

GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATTAGC
TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC
ACACACCGGCCGTCGCTGC

Toxocara canis ITS-2

GCGCCAATTTATGGAATGTGAT
GAGCAAACGACAGCSATTTCIT
CCATTACCACACCAGCATAGCTCACCGA

Toxocara cati ITS-2

ACGCGTACGTATGGAATGTGCT
GAGCAAACGACAGCSATTTCTT
TCTTTCGCAACGTGCATTCGGTGA

Trichuris trichiura ITS-1

TCCGAACGGCGGATCA
CTCGAGTGTCACGTCGTCCTT
TTGGCTCGTAGGTCGTT

Synthetic
sequence

Internal Amplification
Control (1AC)

CTAACCTTCGTGATGAGCAATCG
GATCAGCTACGTGAGGTCCTAC
TCGATGCACTCCAGTCCTCCT

*ITS = internal transcribed spacer; *rRNA = ribosomal RNA. Fonte: Pineda et al., 2025.
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4.7 Coleta de Fezes

As amostras de fezes foram coletadas para a realizacdo do diagnostico parasitoldgico
pelos métodos de Kato-Katz, Helmintex e Rugai modificado (RMOD). Cada participante
recebeu um frasco, devidamente identificado, com capacidade para evacuacao total de S00mL.
As orientagdes sobre os procedimentos adequados para a coleta, armazenamento e entrega das
amostras foram fornecidas a todos os individuos. Apds o recolhimento, as amostras foram
encaminhadas e processadas no laboratorio do Centro Avangado de Pesquisa e Tratamento das
Leishmanioses de Januaria, localizado na sede do Municipio de Januéria, Estado de Minas

Gerais.

4.8 Exame parasitolégico de Fezes

4.8.1 Kato Katz

Para a detecc¢do da infec¢do por geo-helmintos e por Schistosoma mansoni, o método de
Kato-Katz foi utilizado. Este ¢ um método que consiste na detec¢do dos ovos desses parasitos
em amostras fecais. Foi utilizado o kit parasitologico fornecido pelo Ministério da Satde do

Brasil, o Helm-Test® (Biomanguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil).

Foram confeccionadas seis laminas de uma unica amostra fecal por individuo. Em todos
0s casos, as laminas de KK foram examinadas em microscopio optico Zeiss Primostar (Carl
Zeiss, Alemanha) com aumento de 100x, pelo menos 1-2 horas apos a preparacao. Para controle
de qualidade, pelo menos 10% das laminas negativas para S. mansoni foram verificadas por

outro microscopista.

Os pacientes positivos para esquistossomose receberam tratamento gratuitamente com
praziquantel (40-60 mg/kg) e os positivos para helmintos intestinais receberam Albendazol
(400 mg dose unica). Medicamentos e tratamento foram providenciados pela equipe

colaboradora do posto de satde local no Brejo do Amparo.

4.8.2  Helmintex

Adicionalmente, foi utilizado o método Helmintex em todas as amostras de todos os
individuos, conforme descrito por Teixeira e colaboradores (2007) e aprimorado por Favero e

colaboradores (2017). Resumidamente, foram utilizados 30g de fezes suspensas em etanol 70%



52

tratado com detergente (Tween-20). O homogeneizado foi filtrado em peneira com abertura de
500um sobreposta a um recipiente coletor e deixado por uma hora em temperatura ambiente
para sedimentacdo. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi desprezado e em seguida
adicionada agua destilada para uma nova sedimentagado, repetindo-se esse processo até que o
sobrenadante ficasse limpido. Apods as lavagens e sedimentagdes consecutivas, uma nova
tamisacdo foi realizada utilizando peneiras com aberturas diferentes (150 e 45 pm). O material
retido na Ultima peneira (45 um) foi recolhido e submetido ao método de Ritchie (1948). O
sedimento obtido foi ajustado até o volume de 1,5mL, transferido para microtubos e
adicionados 19 pL de particulas paramagnéticas (BioMag® Superparamagnetic Iron Oxide;
lote: 10516). Os microtubos foram incubados e agitados por uma hora com o auxilio de um
agitador orbital & temperatura ambiente. Apos a incubacdo, os microtubos foram conectados ao
magneto (BioMag® Multi-6-Separator; PolySciences, Inc. Valley Road, Washington, PA) por
3 minutos; o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 1mL de solugdo aquosa
de NaCl (0,9%) e armazenados a -4°C até o momento da analise. Para a analise microscopica,
o sedimento foi corado com uma solucdo de 3% de ninhydrina em alcool 70% e transferido
para papéis filtro (5 cm x 2,5 cm; poro de 25um; UNIFIL), e examinadas por microscopia Optica

para identificagdo dos ovos de S. mansoni.

4.8.3  Técnica de Rugai modificado

A fim de aumentar a sensibilidade na detec¢ao de larvas de Strongyloides, especialmente
em amostras com baixa carga parasitaria, foi empregada a técnica de Rugai modificada
(RMOD), conforme descrito por Rodrigues e colaboradores (2024). Resumidamente, a
adaptacao consiste na homogeneizacao de 10 g de fezes humanas com agua filtrada até obter
uma consisténcia pastosa. Em seguida, essa mistura foi incorporada a vermiculita expandida
média na proporcao 1:2 (fezes:vermiculita, p/p). O composto fecal foi entdo envolvido por uma
camada de gaze cirurgica e uma camada externa de pano de limpeza multiuso (tecido sintético
nao tecido, viscose e latex, 40G Smooth, 20 x 20 cm) e colocada dentro de uma peneira sobre
um cone de sedimentagdo de plastico cheio de dgua, permitindo o contato entre a mistura fecal
e a d4gua morna (4042 °C). Apo6s duas horas de incubagdo, foram coletados 9 mL do fundo do
cone de sedimentagdo ¢ imediatamente adicionado 1 mL de formalina. A mistura foi
homogeneizada e centrifugada a 400 g por 5 min. Posteriormente, 8 mL do sobrenadante foram
cuidadosamente descartados, restando 2 mL do material sedimentado. Duas aliquotas de cada

amostra (100 pL cada) foram misturadas com solugdo de Lugol e analisadas em microscopio
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de luz, sendo o nimero de larvas por aliquota utilizado para o calculo do niumero de larvas por

grama de fezes.

4.9 Georreferenciamento

Durante a coleta de amostras de solo e fezes, todas as residéncias visitadas foram
georreferenciadas com o auxilio de um dispositivo GPS da marca Garmin eTrex H (Figura 3).
Os pontos geograficos coletados foram transferidos do dispositivo GPS para o software QGIS,
onde foram integrados com a malha municipal disponibilizada gratuitamente no site do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Os arquivos referentes a malha municipal retratam
a divisdo Politica Administrativa do territorio, através da representagcdo vetorial dos limites
estaduais e municipais, permitindo a constru¢do de mapas (IBGE, 2022). Desta forma, apds a
integracdo dos dados, foi possivel elaborar mapas tematicos evidenciando a distribuicido
espacial das residéncias visitadas bem como a presenca de amostras positivas para os parasitos

detectados no estudo.

erojclcolamparo

Figura 3 Vista do Google Earth das 85 residéncias participantes do Projeto no distrito de Brejo do Amparo no
Municipio de Januaria, Minas Gerais. A) representagdo geral dos pontos de coleta. B) representagdo dos pontos de
coleta em P¢ da Serra. C) representacdo dos pontos de coleta na regido de Tocantins D) representagdo dos pontos
de coleta na regido de Santana.
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4.10 Processamento dos dados e analises estatisticas

Os dados foram organizados e analisados utilizando os softwares GraphPad Prism (v.
8.0), R (v 4.4.3) e Microsoft® Excel. Inicialmente, todos os dados foram tabulados e,
especialmente, para as andlises de regressao logistica binomial foi construida uma tabela com
os dados coletados pelo questionario, com os resultados positivos para exame de fezes e com
os resultados positivos para eDNA no solo. Essa tabela foi composta pelas variaveis numéricas:
numero de residentes (quantidade de pessoas que residem no domicilio), comodos por casa
(quantidade de comodos da residéncia) e banheiros por casa (quantidade de banheiros
disponiveis na residéncia) e pelas varidveis categoéricas: comunidade (comunidade onde
residem: P¢é da Serra, Tocantins ou Santana), casa (codigo de identificacdo da residéncia),
escolaridade (nivel de instru¢ao do chefe de familia), carro (posse de carro), moto (posse de
moto), maquina (posse de maquina de lavar), geladeira (posse de geladeira), computador
(posse de computador), energia (residéncia com acesso a energia elétrica), agua encanada
(residéncia com acesso a rede de abastecimento), pavimentagdo (localizagdo da residéncia em
rua pavimentada), auxilio (recebimento de algum tipo de beneficio social), destino do
esgotamento (destino do esgotamento do vaso sanitério), destino do lixo (destino dado ao lixo
gerado no domicilio), origem da agua (forma captacio de dgua no domicilio), tratamento de
agua (método de tratamento utilizado para o consumo da agua), coleta de fezes (realizacao ou
nao da coleta de fezes no domicilio), resultado exame de fezes (resultado obtido no exame de
fezes), parasito fezes (espécies de parasitos encontrados na amostra de fezes), coleta de solo
(realizacdo ou ndo da coleta de solo no domicilio), resultado solo (resultado obtido na amostra
de solo), parasito solo seca (espécies de parasitos encontrados na amostra de solo na estagcdo
seca) e parasito solo chuva (espécies de parasitos encontrados na amostra de solo na estacao

chuvosa).

A partir disso, foram realizadas analises exploratorias e criadas tabelas de contingéncia
com o objetivo de analisar a distribuicdo das varidveis socioecondmicas conforme as
comunidades e a positividade dos exames e a necessidade de agrupar algumas categorias, com
0 objetivo de evitar separagdo completa nos modelos de regressdo logistica e garantir a
viabilidade das analises estatisticas subsequentes. Nesta etapa, a variavel escolaridade foi
recategorizada em uma nova varidvel bindria denominada escolaridade baixa. A variavel
assume o valor 1 quando a escolaridade corresponde a “analfabeto/fundamental 1 incompleto”

ou “fundamental 1 completo / fundamental 2 incompleto”; 0 nos demais casos (niveis de
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escolaridade mais elevados). E as variaveis carro, computador, geladeira, maquina ¢ moto

foram excluidas por ndo contribuirem diretamente para as analises.

Para todas as analises estatisticas, inicialmente foi verificada a normalidade das
distribuicdes por meio do teste de Shapiro—Wilk, aplicado sempre que necessario para definir

0 uso de métodos paramétricos ou ndo paramétricos.

Para avaliar se houve diferenca estatisticamente significativa entre as comunidades em
relagdo as varidveis socioecondmicas, o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado para as variaveis
numéricas, uma vez que os dados nao apresentaram distribuicdo normal, e para as variaveis
categoricas, os testes foram escolhidos com base nas frequéncias observadas. Quando todas as
frequéncias esperadas foram maiores que 5 foi utilizado o teste do Qui-quadrado padrdo, em
tabelas 2x2, quando essas foram menor que 5 foi aplicado o teste exato de Fisher, e quando nao
atendia a nenhuma das condigdes foi aplicado o Qui-quadrado com simula¢ao de Monte Carlo,
conforme proposto por Hope (1968). Apods a identificagdo das varidveis com diferencas
estatisticamente significativas, foram realizadas comparagdes pareadas entre as comunidades,
ou seja, entre duas comunidades por vez. Para essas comparagdes, aplicaram-se 0s mesmos
testes descritos anteriormente. Adicionalmente, foi utilizada a correcdo de Bonferroni para o

ajuste dos valores de p, a fim de controlar o erro tipo I em multiplas comparagoes (Zar, 2010).

Para comparar a frequéncia de parasitos entre as estagdes seca e chuvosa, bem como
entre as comunidades estudadas, empregou-se o teste exato de Fisher, adequado para amostras
com frequéncias reduzidas (Zar, 2010). As comparagdes foram realizadas para o total de
amostras por estacdo, analises estratificadas por comunidade nas diferentes estacdes e, também,
por local de coleta (entrada, banheiro e quintal). A associacao entre a presenca de parasitos e as
variaveis de interesse (estacdo do ano, comunidade e local de coleta) foi estimada por meio do
calculo da razdo de chances (odds ratio — OR) acompanhada dos respectivos intervalos de

confianca de 95% (IC 95%)).

Para a andlise da quantificacdo de DNA parasitario (expressa em fg/ul) nas amostras
positivas por qPCR, os dados foram transformados em escala logaritmica e comparados entre
grupos utilizando o teste de Mann-Whitney, apropriado para dados com distribui¢do nao
normal. Além disso, a associacdo entre a positividade nos testes (fezes, solo ou a0 menos um)
e as variaveis socioecondmicas e demograficas foi avaliada por meio de regressdo logistica
binomial univariada. Para investigar a influéncia de cada variavel explicativa sobre a variavel

resposta, os desfechos avaliados foram:
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positivo_fezes: resultado do exame de fezes (0 = negativo; 1 = positivo),
positivo_solo: resultado do exame de solo (0 = negativo; 1 = positivo),

positivo: variavel composta que assume valor 1 quando pelo menos um dos exames

(fezes ou solo) foi positivo, e 0 caso contrario.
A estrutura geral dos modelos univariados ¢ apresentada a seguir:
(D glm(positivo_fezes ~ variavel explicativa, family = binomial)
(I) glm(positivo solo ~ variavel explicativa, family = binomial)
(III) glm(positivo ~ variavel explicativa, family = binomial)

O diagrama de Venn foi empregado para representar graficamente os conjuntos de dados
obtidos por meio dos resultados positivos pela qPCR Multiparalelo e pelos exames de fezes,
permitindo visualizar suas intersecdes. Para quantificar a similaridade entre esses conjuntos
sobrepostos, calculou-se o coeficiente de Jaccard por meio da ferramenta disponivel no site

Molbiotools (https://molbiotools.com/listcompare.php).

Em todas as analises, valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5.  RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo da populacio de estudo e das comunidades de Brejo do Amparo

Todas as casas do distrito de Brejo do Amparo foram visitadas e informadas sobre o
projeto. Destas, foi obtido o preenchimento de 85 questionarios, correspondentes a 85
residéncias. A amostragem por comunidade foi de 20 residéncias em Pé-da-Serra, 30
residéncias em Tocantins e 35 em Santana. A partir das respostas coletadas foi possivel
caracterizar as condi¢des socioecondmicas, de infraestrutura ¢ saneamento dos moradores

(Tabela 2).

De acordo com as variaveis investigadas, foi constatado que a maioria dos domicilios é
composto por 3 a 4 residentes (45,9%) com 5 a 6 comodos (49,4%). O servigo de energia
elétrica ¢é praticamente integral (98,8%), mas o acesso a 4gua encanada ¢ limitado, presente em
apenas 24,7% das residéncias. A principal fonte de agua € o pogo artesiano comunitario
(63,5%), seguido por rios ou corregos (31,8%). Em nenhum domicilio foi relatado
abastecimento por rede geral, barragem ou caminhdo pipa demonstrando a auséncia da
prestacao de servico no fornecimento de 4gua tratada. Ainda sobre a qualidade da dgua, em
41,2% das residéncias nao se realiza nenhum tipo de tratamento para consumo, enquanto em
32,9% utiliza-se o método de filtragio e em 23,5% combina-se mais de um método. E
importante mencionar que uma pequena parcela que respondeu utilizar mais de um método,

informou buscar 4gua na COPASA.

Quanto a escolaridade do chefe de familia, 45,9% s@o analfabetos ou possuem ensino
fundamental I incompleto, evidenciando baixo nivel de escolaridade da comunidade. A respeito
dos beneficios sociais, cerca de 44,7% informaram receber algum auxilio. Sobre a posse de
bens foi possivel observar que apenas 15% possuem computador ou tablet, embora 96,5%

possuam geladeira.

No que se refere ao saneamento basico, a maioria das residéncias (85,9%) utilizam
fossas rudimentares e apenas 9,4% dispdem de fossa séptica. A coleta publica de lixo € ausente,
sendo que a queima ¢ a principal forma de destinagao do lixo (96,4%). Em relagao a mobilidade
dos residentes, 62,4% das familias ndo possuem carro particular e 42,3% nao possuem moto

(Tabela 2).
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Tabela 2 Caracterizagdo da populacdo de estudo, domicilio e o perfil socioeconémico do distrito Brejo do Amparo, municipio de Januaria, Estado de Minas Gerais.

Caracterizagao da populacdo de estudo, domicilio e perfil socioeconomico

Pessoas por casa

1 a 2 residentes

3 a 4 residentes

5 a 6 residentes

7 a 8 residentes

mais que 8 residentes

Comodos na casa
3 a4 comodos

5 a 6 comodos

7 a 8 comodos

9 a 10 comodos

Escolaridade do chefe da familia

Analfabeto ou Fundamental I incompleto

Fundamental I completo ou Fundamental II incompleto
Fundamental II completo / Médio incompleto

Médio completo / Superior Incompleto

Superior completo

Auxilio (Bolsa Familia ou Bolsa Escola ou Bolsa Alimentacio)
Sim
Nao

N (%)

21 (24,7%)
39 (45,9%)
15 (17,6%)
8 (9,4%)

2 (2,4%)

8 (9,4%)
42 (49,4%)
30 (35,3%)
4 (4,7%)

39 (45,9%)
21 (24,7%)
5 (5,9%)
17 (20%)
3 (3,5%)

38 (44,7%)
47 (55,3%)

Energia Elétrica

Sim
Nao

Agua encanada

Sim
Nao

Origem da agua

Rede geral

Pogo artesiano comunitario

Cisterna

Caixa d'agua (chuva)

Barragem
Nascente
Rio/Cérrego

Caminhao Pipa

Tratamento de agua para beber

Nenhum
Filtragao
Cloragao
Decantacao
Fervura

Mais de um método

N (%)
84 (98,8%)
1(1,2%)

21 (24,7%)
64 (75,3%)

0
54 (63,5%)
1 (1,2%)

0

0

3 (3,5%)
27 (31,8%)
0

35 (41,2%)
28 (32,9%)
1 (1,2%)

0

1 (1,2%)
20 (23,5%)



Carro particular
0

W N =

Maquina de Lavar
Sim
Nao

Geladeira
Sim
Nao

Computador/tablet
Sim
Nao

53 (62,4%)
30 (35,3%)
2 (2,3%)

0

36 (42,3%)
43 (50,6%)
5 (5,9%)

0

1 (1,2%)

59 (69,4%)
26 (30,6%)

82 (96,5%)
3 (3,5%)

13 (15,3%)
72 (84,7%)

Rua Pavimentada
Sim
Nao

Destino do lixo
Coleta ptblica

Enterra

Queima

Joga em terreno baldio
Joga no lixao

Joga no quintal
Reciclagem

Banheiro

W N = O

Destino do esgotamento da privada
Rede publica

Fossa séptica

Fossa rudimentar

Vala/Céu aberto

Outro

59

28 (32,9%)
57 (67,1%)

0
1(1,2%)
82 (96,4%)
0

1 (1,2%)

0

1 (1,2%)

5(5,9%)
68 (80%)
11 (12,9%)
1 (1,2%)

0
8 (9,4%)
73 (85,9%)
3 (3,5%)
1(1,2%)

N=numero de respostas; %= percentual de respostas.
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Quando consultado o indice Firjan para o Municipio de Januéria, Edi¢cdo 2025-ano base
2023, bem como a sua evolugao nos ultimos 10 anos, foi possivel observar que o municipio,
com valor de 0,5221 para o IFDM consolidado, se enquadra no critério de baixo
desenvolvimento (Figura 4A) e que, apesar, da evolucao ao longo dos anos (Figura 4B), essa
ainda ndo progrediu para mudangas no nivel de desenvolvimento. Ao analisar os indicadores
separadamente, percebe-se que educacdo (Figura 4D) ¢ o Unico entre os indicadores que
apresentou melhora perceptivel, ocupando nivel de desenvolvimento moderado (de 0,5696 em
2022 para 0,6337 em 2023). Quanto ao emprego ¢ renda (Figura 4C), esse se manteve
relativamente estavel, com discreto crescimento, ao longo do periodo de analise, exceto em
2018. Ainda assim, esse resultado sugere a necessidade de politicas publicas para geragao de
emprego e renda. A respeito da saude (Figura 4E) hé oscilagdes consideraveis, especialmente
em 2019-2020. Apesar da melhora apos esses dois anos, o desenvolvimento ainda € baixo,

indicando que hd margem para melhora na cobertura, acesso ¢ qualidade dos servigos de satde.

De acordo com os valores apresentados pelo IFDM, Januaria foi elencada como o
municipio 4123° em desenvolvimento no ranking nacional e na posi¢do 755 de 852 no estado

de Minas Gerais.

A B

IFDM e Indicadores

IFDM

IFDM Educagdo Saude Emprego &
Renda
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2014
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Figura 4 indice Firjan de Desenvolvimento Municipal (IFDM) do municipio de Januaria, Estado de Minas Gerais.
A) IFDM consolidado e os indicadores; B) Evolugdo anual do IFDM de 2013 até 2023; C) Indicador Emprego e
Renda; D) Indicador Educagéo; E) Indicador Saude. Os valores apresentados se referem ao valor do indice que
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varia de 0 a 1 sendo: 0,0 a 0,4 = desenvolvimento critico, 0,4 a 0,6 = desenvolvimento baixo; 0,6 a 0,8 =
desenvolvimento moderado e de 0,8 a 1,0 = desenvolvimento alto (FIRJAN, 2025).

Diante o exposto, enquanto o IFDM forneceu uma visao geral do desenvolvimento
socioecondomico do municipio de Janudria, os critérios selecionados com base no IPo
permitiram uma andlise mais detalhada da realidade do distrito de Brejo do Amparo. A
articulacdo dessas duas fontes possibilitou uma compreensao mais abrangente do contexto
local, especialmente no que diz respeito a vulnerabilidade social. De acordo com os critérios
adotados, observa-se que o distrito apresenta condi¢des consideraveis de privagdo: 75,3% dos
domicilios nao possuem dgua encanada; 100% nao contam com coleta adequada de lixo; 89,4%
apresentam saneamento precario; quase 50% dos chefes de familia possuem baixa escolaridade;
mais de 40% das residéncias utilizam dgua sem nenhum tipo de tratamento e 67% estdo

localizadas em ruas ndo pavimentadas.

Quanto as comunidades P¢é da Serra, Tocantins e Santana, todas pertencentes ao distrito
de Brejo do Amparo, as andlises de distribuicdo por meio das tabelas de contingéncia
demonstraram que: somente uma casa ndo tinha energia elétrica; a comunidade Tocantins
apresenta maior frequéncia de uso de agua do rio, enquanto em Santana usa-se mais agua do
poco e P¢ da Serra depende exclusivamente de dgua do poco; P¢é da Serra e Tocantins
apresentam alta proporcao de casas que ndo tratam a dgua para consumo, ja na comunidade de
Santana os residentes utilizam a filtragdo como forma de tratamento; a maioria, independente
da comunidade utiliza fossa rudimentar e queimam lixo; todas as comunidades apresentaram

alta propor¢ao de baixa escolaridade, porém Tocantins se destaca com o maior numero.

Ao analisar se houve diferenca estatistica entre as comunidades de acordo com as
varidveis analisadas, foi possivel observar que para pavimentagao (p= 0,00000085), origem da
agua (p=0,0001), 4gua encanada (p=0,0001), baixa escolaridade (p=0,0027) e tratamento da

agua para consumo (p=0,0059) havia perfis significativamente distintos.

Ap6s a identificacdo de quais variaveis foram significativamente diferentes entre as
comunidades, um novo teste foi realizado para observar como essas varidveis se comportavam
comparativamente entre as comunidades. Por meio das analises foi verificado que a
comunidade Tocantins (TO) se diferenciou significativamente das comunidades de P¢ da Serra
(PS) e Santana (SA) em todas as varidveis selecionadas relacionadas as condicdes

socioecondmicas e de infraestrutura (Tabela 3), apresentando situacdes de maior
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vulnerabilidade. Por outro lado, as comunidades P¢ da Serra e Santana ndo apresentaram

diferengas significativas entre as variaveis analisadas, sugerindo condi¢des semelhantes.

Tabela 3 Analise comparativa por comunidade quanto as condi¢des socioecondmicas e de infraestrutura das
residéncias do distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, Estado de Minas Gerais

Variavel Comunidade 1 Comunidade 2 p-valor ajustado
Escolaridade baixa TO SA 0,00307*
Escolaridade baixa TO PS 0,71987
Escolaridade baixa SA PS 0,45508

Origem da agua TO SA 0,00030*
Origem da agua TO PS 0,00000*
Origem da agua SA PS 0,33117
Agua encanada TO SA 0,00001*
Agua encanada TO PS 0,00003*
Agua encanada SA PS 1,00000
Tratamento da dgua TO SA 0,01050*
Tratamento da dgua TO PS 0,35366

Tratamento da dgua SA PS 1,00000
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Pavimentagdo TO SA 0,00012*

Pavimentagao TO PS 0,00000*

Pavimentagdo SA PS 0,14887
*p<0,05.

5.2 Diversidade de parasitos encontrados no solo em Brejo do Amparo: um panorama

geral

Inicialmente, a fim de visualizar um panorama geral sobre a presenga ou auséncia de
parasitos investigados por gPCR Multiparalelo, foi realizada a anélise de 298 amostras de solo
coletadas em Brejo do Amparo (150 amostras coletadas em julho de 2023 e 148 amostras
coletadas em marco de 2024). Este panorama inicial revelou a presenca de diversos parasitos
distribuidos heterogeneamente entre as trés comunidades avaliadas: Pé da Serra, Tocantins e

Santana (Quadro 1).

Quadro 1 Panorama da distribui¢do das espécies detectadas por gPCR Multiparalelo em amostras de solo nas
comunidades de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais

Comunidades de Brejo do Amparo —
Parasito Januaria, MG
Pé¢ da Serra Tocantins Santana

Helmintos

Ascaris lumbricoides N4 v v
Toxocara canis v v X
Toxocara cati v X v
Trichuris trichiura X X v
Ancylostoma duodenale X X v
Necator americanus X v X
Strongyloides stercoralis v v v
Protozoarios

Blastocystis sp. v v v
Cryptosporidium sp. X X X
Entamoeba histolytica v v v
Giardia intestinalis X X X

V: presenga; X: auséncia
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Ao observar o Quadro 1, ¢ possivel perceber que dentre as onze espécies de parasitos
investigadas, nove foram detectadas em pelo menos uma localidade e apenas Cryptosporidium

sp. € G. intestinalis foram ausentes em todas as comunidades.

A comunidade de Santana foi a que apresentou maior riqueza parasitaria, com sete
espécies encontradas, destacando-se a presenga de 4. duodenale e T. trichiura, ausentes nas
demais localidades. Ja P¢ da Serra e Tocantins apresentaram a mesma quantidade de espécies
(6), porém com padroes distintos de ocorréncia. Por exemplo, N. americanus foi detectado

exclusivamente na comunidade de Tocantins, enquanto 7. cati ndo foi identificado nessa regido.

As espécies A. lumbricoides, S. stercoralis, Blastocystis sp. e E. histolytica foram

detectadas em todas as comunidades.

5.3 Impacto da sazonalidade na deteccio de eDNA de parasitos em amostras ambientais

Do total de amostras analisadas por estagdao, 150 na estagdo seca (julho de 2023) e 148
na estacdo chuvosa (margo de 2024), 36% (54/150) foram positivas para pelo menos um
parasito na estagdo seca e 14,9% (22/148) positivas na estagdo chuvosa (Figura SA e Tabela
4). Ao analisar a distribuigdo da positividade de parasitos por comunidades, foi possivel
observar que na estacdo seca (Figura 5B), Santana foi a regido que apresentou maior
positividade de amostras com 17,3% (26/150), seguido de Tocantins com 13,3% (10/150) e P¢
da Serra com 5,3% (8/150). Ja na estacdo chuvosa (Figura 5C), Tocantins foi a regido que
apresentou maior positividade das amostras analisadas com 6,8% (10/148), seguida de Santana

com 5,4% (8/148) e P¢ da Serra com 2,7% (4/148).
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Figura 5 Porcentagem de amostras positivas para pelo menos um parasito nas diferentes estagdes e comunidades
do distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. A) Estacdes seca e chuvosa em
Brejo do Amparo; B) Estacdo seca nas comunidades Pé da Serra, Tocantins e Santana; C) Estagdo chuvosa nas
comunidades P¢é da Serra, Tocantins e Santana.

A fim de verificar se essas diferencas de positividade eram significativas, realizou-se a
comparagao das amostras positivas por estagao com os numeros absolutos (Figura 6). Como
resultado, observou-se uma diferenga significativa entre as estagdes (p <0,0001), sendo a

chance de detec¢do de parasitos trés vezes maior no periodo de seca (Figura 6A e Tabela 4).
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Figura 6 Quantidade de amostras positivas nas diferentes estacdes e comunidades do distrito de Brejo do Amparo,
municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. A) Estacdes seca e chuvosa em Brejo do Amparo; B) Estacdes
seca e chuvosa em P¢é da Serra; C) Estagdes seca e chuvosa em Tocantins; D) Estacdes seca e chuvosa em Santana.
O teste exato de Fisher foi performado. Diferengas significativas estdo indicadas nos graficos por asteriscos (¥***p
<0,001; ****p <(0,0001). N°= nimero.

A respeito das analises separadas por comunidade (Figuras 6B, 6C, 6D), Santana foi a
unica que apresentou diferenca estatisticamente significativa (p=0,0005) entre as estagdes
(Figura 6D), com uma razao de chance de quase cinco vezes maior no periodo da seca (Tabela
4). Nas demais comunidades, embora tenha ocorrido variagdo, as diferencas nao foram
significativas (Figuras 6B e 6C). O teste por comunidade foi aplicado ajustando o total de
amostra coletado por regido e a contabilizacdo das amostras positivas esta descrita na Tabela

4.



Tabela 4 Frequéncia de parasitos nas amostras de solo por comunidade e estacdo, com razao de chances (OR), intervalo de confianga (IC) e valores de p

Regiodes Total (N° amostras) Positivos Negativos OR (95% IC) p-valor

Brejo do Amparo 298

0 0
Chuvos s Y A
Pé da Serra 70

0 0
izcui,osa ;2 i 8?:3(;3 iz E;;:éoﬁg 2,296 (0,6677 - 7,385) 0,342
Tocantins 103

0 0
ziiavosa 2? fg 82:2;3 ﬁ Eg(l):iojz; 2,563 (1,069 - 6,441) 0,504
Santana 125

0 0
?jicui,osa 23 286((1421”930/3) ;71 E;:ZQ; 4,743 (1,883 - 11,24) 0,0005

OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; N°= nimero.
A categoria referéncia no modelo logistico da sazonalidade foi “seca”.
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5.4 Avaliacao do poliparasitismo por amostra de solo e por residéncias

A andlise da frequéncia de espécies de parasitos por amostra revelou variagdes na
riqueza. Na estacdo seca foi observada maior riqueza parasitaria por amostra, com registros de
até trés espécies distintas em uma mesma amostra (Figura 7A). Na estagao chuvosa, apesar de
ser observada uma amostra apresentando trés espécies, todas as outras amostras positivas

continham apenas uma espécie (Figura 7B).

Esses dados sugerem que, além de apresentar maior positividade na estagdo seca, ha
também maior complexidade parasitaria nesse periodo, indicando condigdes mais propicias

para manuten¢do da comunidade parasitaria naquele ambiente durante o periodo de

amostragem.
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Figura 7 Numero de espécies de parasitos detectadas por amostra de solo por estagdo nas diferentes comunidades
do distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. A) Estacdo seca nas comunidades
Pé da Serra, Tocantins e Santana; B) Estacdo chuvosa nas comunidades Pé da Serra, Tocantins e Santana.

Dentre as amostras positivas para mais de um parasito, a frequéncia de coocorréncia de
S. stercoralis e Blastocystis sp. foi perceptivel. Os parasitos encontrados por amostra podem

ser verificados no Apéndice A.

Diante do resultado a respeito da riqueza de espécies por amostra, buscou-se avaliar
também o padrdo de ocorréncia de espécies por residéncia, permitindo visualizar um panorama
geral da presenca dos parasitos no solo e as possiveis interagdes de contato destes com os

hospedeiros.
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Das 68 casas analisadas, 35 (51,5%) foram positivas para pelo menos um parasito na
estacdo seca e 20 (29,4%) foram positivas na estacao chuvosa (Apéndice B). Para conseguir
visualizar as relagcdes e parasitos em comum por residéncia representacdes por meio do

Diagrama de Venn foram geradas para ambas as estagdes.

A Figura 8 indica que na estacdo seca a maioria das residéncias tiveram mais que uma
espécie de parasito detectada, chamando atengdo para uma residéncia em que se detectou a
presenca de quatro espécies de parasitos: A. lumbricoides, Blastocystis sp, S. stercoralis e T.

cati.

Estacao seca — Brejo do Amparo

Blastocystis sp.

Strongyloides stercoralis

Ascaris lumbricoides

Entamoeba histolytica
Toxocara spp.

Figura 8 Diagrama de Venn representando a sobreposigdo de residéncias positivas para S. stercoralis, Blastocystis

sp., A. lumbricoides, E. histolytica e Toxocara spp. em amostras de solo coletadas durante a estagao seca no distrito

de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. Os niimeros indicam a quantidade de

residéncias positivas para cada parasito, sendo os valores nas interse¢des referentes a presenga concomitante por
mais de uma espécie. O circulo vermelho destaca residéncia com quatro espécies.

Devido as observacdes da riqueza de espécies por amostra e da distribui¢ao dos parasitos
por casa, realizamos o coeficiente de Jaccard para quantificar a similaridade entre os conjuntos
sobrepostos no Diagrama de Venn. O resultado gerado reforca a observagdo de consideravel

similaridade (0,44) entre a presenca de S. stercoralis e Blastocystis sp. (Tabela 5).
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Tabela 5 Coeficiente de similaridade de Jaccard entre espécies de parasitos detectadas nas residéncias durante a
estacdo seca no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais

Blastocystis sp. Ascaris lumbricoides Toxocara sp. Entamoeba histolytica
(28) ) (3 C))
Strongyloides stercoralis 15 4 1 2
@n 0.4412 0.1667 0.0433 0.0870
Blastocystis sp. 4 2 3
(28) 0.1290 0.0690 0.1034
Ascaris lumbricoides 1 1
(7) 0.1111 0.1000
Toxocara sp. 0
(3) 0.0000
0 Jaccard index “1

Os numeros absolutos correspondem a quantidade de residéncias positivas gerais e compartilhadas entre as
espécies, enquanto os valores decimais representam o indice de Jaccard calculado.

A mesma representacao visual e analise de similaridade foi realizada para as coletas de
solo nas residéncias durante a estagdo chuvosa (Figura 9 e Tabela 6). Segundo o diagrama ¢
possivel constatar que, apesar da reducdo da frequéncia de espécies nesta estacao, algumas
residéncias ainda apresentavam a coocorréncia de mais de uma espécie, com destaque para dois
domicilios, um com A. lumbricoides, Blastocystis sp. e T. trichiura e outro com A. duodenale e

S. stercoralis.



Estacao chuvosa — Brejo do Amparo

Blastocystis sp.

Strongyloides stercoralis

Ascaris lumbricoides

Trichuris trichiura

Ancilostomideos

Toxocara canis

Blastocystis sp.  Ascaris lumbricoides Toxocara canis  Ancilostomideos  Trichuris trichiura
3 )] &y @ (D

Strongyloides stercoralis 0 0 0 1 0
(8) 0.0000 0.0000 0.0000 0.1111 0.0000

Blastocystis sp. 1 0 0 1
3 0.1000 0.0000 0.0000 0.3333

Ascaris lumbricoides 0 0 1
®) 0.0000 0.0000 0.1250

Toxocara canis 0 0
(45 0.0000 0.0000

Ancilostomideos 0
2) 0.0000

0 Jaccard index .1
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Figura 9 Diagrama de Venn representando a sobreposi¢@o de residéncias positivas para S. stercoralis, Blastocystis
sp., A. lumbricoides, T. trichiura, T. canis ¢ ancilostomideos. em amostras de solo coletadas durante a estagdo
chuvosa no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. Os nlimeros indicam a
quantidade de residéncias positivas para cada parasito, sendo os valores nas interse¢des referentes a presenca
concomitante por mais de uma espécie. Os circulos vermelhos destacam residéncias poliparasitadas.

Tabela 6 Coeficiente de similaridade de Jaccard entre espécies de parasitos detectadas nas residéncias durante a
estacdo chuvosa no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais
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Os numeros absolutos correspondem a quantidade de residéncias positivas gerais e compartilhadas entre as
espécies, enquanto os valores decimais representam o indice de Jaccard calculado.

Ao confrontar a positividade de parasitos das residéncias nas diferentes estacoes, por
meio do diagrama de Venn, foi possivel notar que 14 domicilios permaneceram positivos para
algum parasito em ambas as estagdes (Figura 10A). E importante mencionar que grande parte
das casas positivas nas duas estagdes apresentaram positividades diferente de parasitos nos
diferentes periodos de coleta (Apéndice C). Tal resultado ¢ ilustrado quando analisamos os
diagramas gerados para os parasitos 4. lumbricoides (Figura 10B), S. stercoralis (Figura 10C)
e Blastocystis sp. (Figura 10D) que foram os mais frequentes nas diferentes estagcdes. Apenas
Blastocystis sp., apesar da queda de positividade, apresentou persisténcia de positividade em

duas das trés casas positivas no periodo chuvoso.

A

Seca Chuvosa

B c D Seca Chuvosa

Seca Chuvosa

Seca Chuvosa

19

A. lumbricoides S. stercoralis Blastocystis sp.

Figura 10 Diagramas de Venn representando a sobreposi¢ao de resultados positivos entre residéncias amostradas
durante as estagdes seca e chuvosa. A) Positividade geral; B) Positividade para A. lumbricoides; C) Positividade
para S. stercoralis; D) Positividade para Blastocystis sp. Os numeros dentro dos circulos indicam a quantidade de
residéncias positivas em cada estagdo e a sobreposicdo indica detec¢do em ambas as estagdes.
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5.5 Analise da detec¢io de eDNA de parasitos em diferentes pontos de coleta nas

residéncias

Os locais escolhidos para a coleta das amostras — entrada, banheiro e quintal —
representam area comumente frequentada pelos moradores, sendo assim, em caso de presenca
do parasito, oferecem risco de exposicao aos residentes. Os resultados mostram que, durante a
estagcdo seca, a maior proporc¢ao de positividade ocorreu no banheiro (42,1%) (Figura 11A e
Tabela 7) e, na estacdo chuvosa, o local que apresentou maior positividade foi o quintal (20%)

(Figura 11B e Tabela 7).

Locais de coleta de solo Locais de coleta de solo
Estagdo Seca Estacdo Chuvosa

100+ . 100+

Negativo Negativo

80 mm Positivo 80— Hm Positivo
60 60~

=R X
40 40+
20+ 20—
0- 0
Entrada Banheiro Quintal Entrada Banheiro Quintal

Figura 11 Comparacdo da positividade de amostras por local de coleta (entrada, banheiro e quintal) nas diferentes
estacdes no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. A) Estag¢do seca; B)
Estagdo chuvosa.

Embora tenham sido observadas diferencas nas proporgdes de positividade entre os
diferentes locais de coleta, ndo houve associagdo estatisticamente significativa entre os

diferentes locais e a probabilidade de detec¢do de parasitos (Tabela 7).



Tabela 7 Frequéncia de parasitos no solo por local de coleta nas estagdes seca e chuvosa, com razdo de chances (OR), intervalo de confianca (IC) e valores de p
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Estac¢ao/ Total ‘e . o
Localidade (N° amostras) Positivos Negativos OR (95% 1C) p-valor
Seca 150
Entrada 0.7202
o 0 X )
Entrada 64 22 (34,4%) 42 (65,6%) Banheiro (02690 2.175) 0,5921
Banheiro 1303
. X )
Banheiro 19 8 (42,1%) 11 (57,9%) Quintal (04378 — 3.434) 0,7886
Quintal 0.9385
1 0 0 s
Quintal 67 24 (35,8%) 43 (64,2%) Ent)r(ada (0.4660  1.970) >0,9999
Chuvosa 148
Entrada 0.5517
o 0 X s
Entrada 64 6 (9,4%) 58 (90,6%) Banheiro (0.1461  2.206) 0,4210
Banheiro
i 0 0 X 0,7500
Banheiro 19 3 (15,8%) 16 (84,2%) Quintal (02076 2.980) >0,9999
Quintal 0.4138
1 X B
Quintal 65 13 (20%) 52 (80%) Entrada (0.1468  1,153) 0,1348

OR= odds ratio; IC= intervalo de confiang¢a; N°= niimero.
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5.6 Quantificacio de eDNA dos parasitos nas diferentes estacoes

Além de detectar presenga e auséncia, também buscamos quantificar as concentracdes

de DNA de cada parasito testado (Figura 12).

Em um contexto geral, na estagdo seca os parasitos detectados foram: A. lumbricoides,
T. cati, T. canis, S. stercoralis, Blastocystis sp. e E. histolytica. Dentre esses, S. stercoralis €

Blastocystis sp. foram os mais frequentes (Figura 12A).

A estagdo chuvosa, como ja mencionado, apresentou uma queda de positividade, mas
curiosamente, apresentou maior riqueza (Figura 12B). Além disso, espécies como A.
lumbricoides € S. stercoralis continuaram sendo, consideravelmente, detectadas, indicando

persisténcia no ambiente.
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Figura 12 Quantificagdo de DNA dos parasitos, por gPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas no distrito
de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais, nas diferentes estagdes. A) Concentragdo de
DNA parasitario (fg/uL por kg de solo) na estacdo seca; B) Concentracdo de DNA parasitario (fg/uL por kg de
solo) na estagdo chuvosa. Cada ponto representa uma amostra individual. As barras horizontais indicam a média.

Ao analisar a variagdo na presenca dos parasitos entre as estagdes, foi constatado que
apenas S. stercoralis (p <0,0001), Blastocystis sp. (p <0,0001) e E. histolytica (p= 0,0462)
apresentaram uma reducdo significativa na deteccdo e na meédia de concentracdao de DNA na

estacao chuvosa comparado a estacao seca (Figuras 13G, 13H e 13I).



71

Brejo do Amparo

A Ascaris lumbricoides B Toxocara canis C Toxocara cati
100 . . 100 1000
.
= - — 100 .
g 10 H z 10 3
-
= H I8 28 10 .
23 E— 23 . 28
Z2 o4 H . =2 o4 zg
o : oL oL 01
g : g g
= oo < 001 = 001
0.001 1" e p— —— LY Sm—— —_— —_— 0.001 L g™~ e p—
Seca Chuvosa Seca Chuvosa Seca Chuvosa
D Trichuris trichiura E Ancylostoma duodenale F Necator americanus
1000 . 100000 100
.
_ 100 __ 10000 . -
2 L2 1000 2
— 0 10 —) — 0
= 2% 100 _ E 1
23 23 23
2 ! zg " ER
o%C o1 o 1 [ :
=] Q o
£ & o £ .01
0.01 -
0.01
0.001 L e p— p— 0.001 L~ e —— s p— 0.001 "
Seca Chuvosa Seca Chuvosa Seca Chuvosa
G Strongyloides stercoralis H Biastocystis sp. | Entamoeba histolytica
e
.
1000 R S 100000 . 10 —_—
— 100 3 . _ 10000 _ .
° . S 1000 —_— 2 1
=35 10 ' 3 =3
2 I, 100 2 e .
o e L o @ . o) @ '
poid 1 L] poid 10 2 01
¥ - i2 : 5
oL o4 [ ] oL 1 oL —_—
2 . g o4 ' 2 o001
. £ =
0.01 o4 ¢ |
0.001 L cm—— — — 0.001 - p——— — 0.001 "
Seca Chuvosa Seca Chuvosa Seca Chuvosa

Figura 13 Quantificagdo de DNA por espécie de parasito, por gPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas
nas estagdes seca e chuvosa no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais. A) A.
lumbricoides; B) T. canis; C) T. cati; D) T. trichiura; E) A. duodenale; F) N. americanus; G) S. stercoralis; H)
Blastocystis sp.; 1) E. histolytica. Cada ponto representa uma amostra (n seca=150, n chuvosa=148). Todos os
pontos abaixo da linha tracejada sdo negativos. As barras horizontais indicam a média. Foi utilizado o teste de
Mann-Whitney para comparagao entre as estagdes. Diferengas significativas estdo indicadas nos graficos por
asteriscos (*p < 0,05; ****p < 0,0001).

5.7 Quantificacdo de eDNA de parasitos por comunidade nas diferentes estacoes

A fim de também investigar o padrido de deteccdo em cada comunidade, as
concentragdes de DNA para cada parasito foram analisadas. Como resultado observamos que
em P¢ da Serra (Figura 14), na estacdo seca, houve positividade para varias espécies, incluindo
A. lumbricoides, T. canis, T. cati, S. stercoralis, Blastocystis sp. € E. histolytica (Figura 14A).

Entre elas, apenas A. lumbricoides e S. stercoralis foram detectadas na estagdao chuvosa (Figura

14B).
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Figura 14 Quantificagdo de DNA dos parasitos, por qPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas na
comunidade Pé da Serra. A) Concentracdo de DNA parasitario (fg/uL por kg de solo) na estagdo seca; B)

Concentracdo de DNA parasitario (fg/puL por kg de solo) na estagdo chuvosa. Cada ponto representa uma amostra
individual. As barras horizontais indicam a média.

Ao realizar a comparagdo entre as espécies nas diferentes estagdes nao foram verificadas

alteracdes significativas na deteccdo dos parasitos (Figura 15).
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Figura 15 Quantificagdo de DNA por espécie de parasito, por gPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas
nas estagdes seca e chuvosa na comunidade Pé da Serra. A) A. lumbricoides; B) T. canis; C) T. cati; D) S.
stercoralis; E) Blastocystis sp.; F) E. histolytica. Cada ponto representa uma amostra (n=35). Todos os pontos
abaixo da linha tracejada sdo negativos. As barras horizontais indicam a média. Foi utilizado o teste de Mann-
Whitney para comparagdo entre as estagoes.

Diferentemente do observado em P¢ da Serra, a comunidade de Tocantins apresentou

maior riqueza de espécies na estagdo chuvosa em comparagdo com a estacao seca (Figura 16),

em contraste, os niveis de DNA foram reduzidos, de maneira geral. As espécies 4.lumbricoides,

S. stercoralis e Blastocystis sp. foram positivas em ambas as estagoes.
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Figura 16 Quantificagdo de DNA dos parasitos, por qPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas na
comunidade Tocantins. A) Concentragdo de DNA parasitario (fg/uL por kg de solo) na estagdo seca; B)

Concentracdo de DNA parasitario (fg/puL por kg de solo) na estagdo chuvosa. Cada ponto representa uma amostra
individual. As barras horizontais indicam a média.

Quando analisado separadamente a distribuigdo por parasitos (Figura 17), foi verificado
que a quantidade de amostras e os valores da concentracdo de DNA foram significativamente

menores na estacdo chuvosa comparado a estacio seca para os parasitos S. stercoralis (Figura
17D) e Blastocystis sp. (Figura 17E).
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Figura 17 Quantificacdo de DNA por espécie de parasito, por gPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas
nas estacdes seca ¢ chuvosa na comunidade Tocantins. A) A. lumbricoides; B) T. canis; C) N. americanus; D) S.
stercoralis; E) Blastocystis sp.; F) E. histolytica. Cada ponto representa uma amostra (n seca=52; n chuvosa=51)
Todos os pontos abaixo da linha tracejada sdo negativos. As barras horizontais indicam a média. Foi utilizado o
teste de Mann-Whitney para comparagao entre as estagdes. Diferengas significativas estdo indicadas nos graficos
por asteriscos (¥p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001).

A comunidade de Santana ndo apresentou diferenga na riqueza de espécies entre as
estacdes, porém foi possivel observar diminui¢do na frequéncia de amostras positivas para S.
stercoralis e Blastocystis sp. na estacdo chuvosa. Em contraste, a presenga de outros dois

parasitos exclusivos, 4. duodenale e T. trichiura, foi verificado na estacdo chuvosa (Figura

18).
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Figura 18 Quantificagdo de DNA dos parasitos, por qPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas na
comunidade Santana. A) Concentragdo de DNA parasitario (fg/uL por kg de solo) na estagdo seca; B) Concentragdo

de DNA parasitario (fg/uL por kg de solo) na estagdo chuvosa. Cada ponto representa uma amostra individual. As
barras horizontais indicam a média.

As andlises especificas por parasitos indicaram que somente as espécies S. stercoralis €

Blastocystis sp. apresentaram diferencas significativas entre as estagdes (Figuras 19E e 19F).
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Figura 19 Quantificagdo de DNA por espécie de parasito, por gPCR Multiparalelo, nas amostras de solo coletadas
nas estagdes seca e chuvosa na comunidade Santana. A) A. lumbricoides; B) T. cati; C) T. trichiura; D) A.
duodenale; E) S. stercoralis; F) Blastocystis sp.; G) E. histolytica. Cada ponto representa uma amostra (n seca=63;
n chuvosa=62). Todos os pontos abaixo da linha tracejada sdo negativos. As barras horizontais indicam a média.
Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparagao entre as estagdes. Diferencas significativas estdo indicadas
nos graficos por asteriscos (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001).

Mais informacdes sobre a frequéncia e os valores da concentragdo de DNA com a média

e intervalo podem ser encontradas no Apéndice B.

5.9 Positividade de parasitos em amostras de fezes e solo e associacdes com as variaveis

socioeconomicas e demograficas

As coletas bioldgicas (amostras de fezes) foram realizadas em 85 residéncias (100%) e
as coletas ambientais (amostras de solo) foram realizadas em 68 residéncias (80%) do distrito
de Brejo do Amparo. Das 85 residéncias visitadas, 43 apresentaram amostras de fezes (50,6%)

positivas para algum helminto (Tabela 8). Dessas, 7 (16,3%) tiveram positividade para mais de
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um parasito. E importante deixar claro que os resultados para amostras de fezes foram apenas
para helmintos pois as metodologias empregadas ndo s3o as ideais para identificacdo de

protozoarios.

Tabela 8 Perfil de positividade das residéncias quanto a presenga de helmintos, com base nos resultados dos
exames parasitologicos de fezes, no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, estado de Minas Gerais

Positividade das casas amostradas

Total de casas amostradas 85 (100%)
Total de casas positivas 43 (50,6%)
Schistosoma mansoni 40 (47,1%)
Strongyloides stercoralis 8 (9,4%)
Ancilostomideos 2 (2,4%)
Enterobius vermicularis 1(1,2%)
Hymenolepis sp. 1 (1,2%)

A partir do diagrama de Venn, foi possivel observar a coocorréncia de parasitos
helmintos nas amostras de fezes por domicilio (Figura 20A). Observa-se que algumas
residéncias apresentaram positividade exclusiva para uma espécie, enquanto outras exibiram
infeccdo concomitante por dois ou mais parasitos. J4 o diagrama da Figura 20B mostra a
positividade geral das residéncias quanto as amostras de fezes e amostras de solo, independente
do parasito e estagdo (Figura 20B). Foi possivel verificar que 20 residéncias foram positivas
exclusivamente em fezes, 19 exclusivamente em solo e 23 apresentaram positividade em
ambos, sugerindo que os ambientes intra e peridomiciliares podem compartilhar de importantes

fontes de contaminacgdo parasitaria.
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Figura 20 Sobreposicao da positividade das residéncias amostradas no distrito de Brejo do Amparo, municipio de
Januaria, estado de Minas Gerais. (A) Diagrama de Venn representando a sobreposigdo de espécies de helmintos
detectadas em amostras de fezes, os nimeros indicam a quantidade de residéncias positivas para cada parasito,
sendo os valores nas interse¢des referentes a presenga concomitante por mais de uma espécie; (B) Diagrama de
Venn representando a sobreposigdo da positividade geral segundo o tipo de amostra analisada (fezes ¢ solo), os
numeros dentro dos circulos indicam o total de residéncias positivas apenas em fezes, apenas em solo ou, quando
sobrepostos, em ambos os tipos de amostra.

A representagdo cartografica da distribui¢do espacial das residéncias positivas em
amostras de fezes e solo permitiu visualizar a sobreposicdo dos pontos georreferenciados no
mapa da regido (Figura 21). Além disso, o mapa de calor auxiliou na identificacdo de areas
com maior positividade de amostras, seja para fezes e/ou solo, o que foi evidenciado pela

intensidade da cor (Figura 22).
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Figura 21 Distribuicdo espacial das residéncias positivas no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria,
estado de Minas Gerais. A) Localiza¢do das residéncias positivas segundo o tipo de amostra analisada: fezes e
solo. (B) Mapa de referéncia com a delimitagdo do municipio de Januaria e seus distritos.

Conego Marinho

Legenda:
E Maximo
Minimo

o 500 1.000 m

Distrito Brejo do Amparo

-

Figura 22 Mapa de calor da distribuicdo espacial da positividade geral das residéncias do distrito de Brejo do
Amparo, municipio de Janudria, estado de Minas Gerais. As areas em tons mais escuros indicam maior
concentragdo de residéncias positivas, enquanto as areas em tons mais claros representam menor intensidade.

Projesiio: Lat./Long. - SIRGAS 2000

Quando analisada a associacdo das residéncias positivas no exame de fezes com as

caracteristicas socioecondmicas ¢ demograficas apenas a varidvel pavimentacao apresentou
. . . A . .

resultado significativo (f = —1.1381, p=0.0193). Exponenciando o coeficiente, encontramos

uma razdo de chances de 0.320. (Tabela 9). Isso indica que, ao se comparar com areas sem
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pavimentagdo, as dreas com pavimentagdo t€m aproximadamente 0.32 vezes a chance de
apresentar positividade nas amostras. Dessa maneira, a presenca de pavimentacdo estd
associada a uma reducao de cerca de 68% nas chances de positividade de fezes (1— OR de 0.32=

0.68). O intervalo de confianca inferior a 1 confirma que a associagdo negativa € robusta.

Tabela 9 Associagdo entre a positividade das residéncias no exame de fezes e a pavimentacdo das ruas no distrito
de Brejo do Amparo, municipio de Janudria, estado de Minas Gerais

Variavel Coeficiente ()  Erro padrao OR (95% 1C) p-valor
Intercepto 0,3909 0,3909 1,478 0,1477
Pavimentagao -1,1381 0,4864 0,32 (0,124 - 0,825)  0,0193*
(SIM)
*p<0,05

OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; Razio de Chances (&)

Outras variaveis sugeriram tendéncias de associacdes como: a comunidade Tocantins
apresentou uma tendéncia de associacdo positiva com a chance de positividade, a baixa
escolaridade também apresentou tendéncia de associagdo positiva em relagdo a positividade no
exame de fezes (Tabela 10). No entanto, ndo foram observados valores estatisticamente

significativos.

Tabela 10 Associagdo entre a positividade das residéncias no exame de fezes e as variaveis socioeconomicas €
demograficas no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Janudria, estado de Minas Gerais

Variavel p-valor Coeficiente
comunidade (TO) 0,066 1,0986
escolaridade baixa 0,086 0,8436
demais variaveis >0,2

*p<0,05
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Quanto aos resultados para os modelos com as variaveis positivo_solo e positivo (pelo
menos um dos exames positivos), nenhuma das variaveis testadas nas regressoes logisticas se
mostrou estatisticamente significativa para a explicagao da positividade no solo ou em relagao

as casas com pelo menos um dos exames positivos.
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6. DISCUSSAO

As doencas tropicais negligenciadas, em especial as parasitoses intestinais, sdo um
desafio para a saude publica, principalmente nas regides tropicais € subtropicais, onde ha
predominancia de popula¢des em vulnerabilidade social, com acesso limitado a infraestrutura
sanitaria e aos servigos basicos de saude (Lustigman et al., 2012; Stolk et al., 2016; OMS, 2023).
O crescimento populacional, o aumento do contato entre a populagdo humana e animais
domésticos e selvagens e a instabilidade sociopolitica, como o deslocamento for¢cado devido a
conflitos, também sao fatores socioecondmicos associados ao surgimento, disseminagdo €
manuten¢do dessas doengas infectoparasitarias (Poglayen et al., 2023). Apesar da alta
prevaléncia, elas permanecem subnotificadas e, muitas vezes, esquecidas nos sistemas de
vigilancia epidemiologica, comprometendo as acdes de controle e prevencao (Strkolcova et al.,
2024). Para um enfrentamento efetivo dessas infec¢des ¢ necessario ampliar o conhecimento
acerca do ciclo de transmissdo, da dindmica de infec¢do, da distribuicdo dos parasitos, bem

como dos fatores ambientais e climaticos envolvidos.

Alguns estudos, como os desenvolvidos no México por Diaz e colaboradores (2018) e
Gutiérrez-Gutiérrez & Palomo-Ligas (2023) discorrem sobre como a grande variedade de
condi¢des geograficas, socioeconOmicas e ambientais se relacionam com a maioria das
infec¢des intestinais parasitarias (Li et al., 2020; Wong et al., 2020). De modo similar, Katz
(2018) no Inquérito Nacional de Prevaléncias da Esquistossomose Mansoni e Geo-helmintoses,
aborda como essas doencas estdo distribuidas por todo o territdrio brasileiro e como sua
prevaléncia estd associada a falta de saneamento ambiental, condigdes precérias de higiene, a
ingestdo de dgua ndo potavel, o andar descalco e ao consumo de alimentos contaminados. Isso
acontece porque esses fatores favorecem a ocorréncia e, consequentemente, a exposicao dos
individuos aos ovos e larvas de geo-helmintos presentes no solo. Essas observagdes sdo
reforcadas por diversos estudos conduzidos em diferentes partes do mundo que associam a
prevaléncia das parasitoses intestinais € zoonoticas as condigdes socioecondmicas € ambientais
das populacdes estudadas (Pullan, et al., 2008; Doni et al., 2016; Speich et al., 2016; Campbell
et al., 2017; Pasaribu et al., 2019; Alvarez Di Fino, et al., 2020; Zillioto et al., 2020).

Por exemplo, o estudo de Chammartin e colaboradores (2014) no Brasil mostrou que
infecc¢des por A. lumbricoides, ancilostomideos e T. trichiura estavam positivamente associadas
a indicadores de pobreza, confirmando essa relagcdo. Para infec¢des por E. histolytica o baixo
status socioecondmico também demonstrou ser o fator demografico mais importante associado

a alta ocorréncia do parasito, principalmente em criancas (Salami et al., 2019). Esses achados
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sdo reiterados por um estudo recente conduzido nos Estados Unidos por Crudo Blackburn e
colaboradores (2024), que identificou em certa comunidade do estado do Mississippi, marcada
por uma das maiores taxas de pobreza entre as avaliadas, a maior prevaléncia de infeccao por
parasitos. E como esperado, aquelas comunidades com menores indices de pobreza
apresentaram também as menores taxas gerais de infec¢do. De forma semelhante, as
comunidades analisadas no presente estudo compartilham condigdes estruturais precarias, em
que grande parte da populacdao ndo dispde de sistemas municipais de saneamento e dependem
predominantemente de fossas, as quais exigem manutengdo e sdo vulneraveis ao

transbordamento e refluxo.

Com base nos dados obtidos a partir do questionario aplicado, foi possivel observar que
a populagdo do distrito de Brejo do Amparo estd inserida em um contexto de vulnerabilidade
socioeconOmica, evidenciado pela auséncia de 4gua tratada e esgotamento sanitdrio, baixa
escolaridade, ruas ndo pavimentadas e uma consideravel parcela das familias dependentes de
algum beneficio social. Apesar das diferentes abordagens conceituais e metodoldgicas para
mensurar a pobreza de um territorio, os estudos convergem quanto ao entendimento de que a
pobreza ¢ uma realidade mundial, cujas causas estdo associadas a uma complexa conjugacao
de fatores (Busso, 2001; Crespo & Gurovitz, 2002; IPEA, 2011). Essa perspectiva esta alinhada
ao conceito de pobreza multidimensional, que também foi considerado para a caracterizacao da
populagdo estudada (Alkire, 2007; Alkire & Foster, 2011), reconhecendo que a privacao nao se
restringe a renda, mas envolve multiplas dimensdes simultaneas, como condigdes de vida,

educacdo, empoderamento e autoestima, bem como a posse de bens (Unicef, UNPD, 2024).

Por meio dos critérios adotados, que forneceram informagdes, principalmente, a respeito
das privagdes de infraestrutura sanitaria e urbana, bem como de acesso a tecnologia e
informagao, foi possivel observar que a maior parte dos domicilios da area de estudo pode ser
classificada como de alta vulnerabilidade, acumulando privag¢des simultaneas. Esses resultados
sugerem risco para agravos a saude, devido as deficiéncias encontradas no acesso a
infraestrutura basica e no tratamento de dgua consumida, além da dificuldade de mobilidade
social, devido a prestacdo de servigos essenciais, bens durdveis e escolaridade do chefe de

familia.

Melhorias no saneamento, higiene, educacao e abastecimento de d4gua sao medidas que
contribuem para o controle das infec¢des parasitarias (Gutiérrez-Gutiérrez & Palomo-Ligas,
2023). No entanto, ¢ fundamental que essas a¢des sejam acompanhadas e que haja a validagao

de diferentes métodos diagnosticos que auxiliem e aprimorem a capacidade de deteccao de
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parasitos intestinais e zoonoéticos, fornecendo resultados mais fidedignos a realidade observada

nesse contexto social (Mizan et al., 2024).

Os estudos epidemiologicos com parasitoses intestinais em comunidades endémicas
ainda dependem majoritariamente da coleta de fezes para testes coproparasitologicos, e de
coleta sangue para testes imunologicos (Verwejj et al., 2014; Oliveira et al., 2018; Sahimin et
al., 2019; Celestino et al., 2021; Oliveira et al., 2022; Guilavogui et al., 2023; Menezes et al.,
2023). Para que se obtenha um levantamento epidemiol6gico mais preciso, essas coletas devem
ser realizadas em comunidades inteiras ou em grupos especificos considerados de maior risco
(Salami et al., 2019). A logistica dessas coletas, especialmente em estudos que demandam
grande amostragem, pode envolver altos custos e desafios operacionais, exigindo visitas
repetidas ao local de estudo, equipes de campo experientes, além das limitagdes geradas por
fatores socioculturais nas taxas de participacdo. Nesse contexto, a amostragem por meio de
matriz ambiental, como a utilizada neste estudo, apresenta-se como uma estratégia alternativa
uma vez que demanda menor mobilizagdo comunitaria, reduz custos operacionais com menor
necessidade de multiplas visitas, além de minimizar possiveis resisténcias culturais

relacionadas a coleta de material bioldgico humano.

A metodologia convencional para detecgdo de parasitos intestinais ainda ¢ realizada por
meio de exame de fezes utilizando técnicas como Kato-Katz, sedimentacdo espontanea e/ou
flotacdo, que dependem da identificagdo morfologica por microscopia de luz. Apesar de simples
e de baixo custo, essas técnicas apresentam baixa sensibilidade e requerem tempo prolongado
para obtencdo de resultados (Traub et al., 2004; McCarthy et al., 2012; Amoah et al., 2017;
Khurana et al.,2021). A limitada sensibilidade pode estar associada a diversos fatores como
intensidade de infecgdo abaixo do limite de detecgdo, variacdo na taxa de liberacao de ovos,
quantidade de amostras coletadas e analisadas, além das condi¢des inadequadas de transporte
ou armazenamento, que podem levar a desintegragao do parasito (Knopp et al., 2014; Barenbold

et al., 2017; Khurana & Sethi, 2017; Liu et al., 2017; Garcia et al., 2018).

Em um contexto de pobreza estrutural e crescentes alteragdes ambientais, o
desenvolvimento de métodos diagndsticos complementares mais eficientes, sensiveis e de alto
rendimento representa um avango diante das limitagdes das metodologias convencionais
(Gordon et al., 2011; Gyawali et al., 2015; Easton et al., 2016; Amoah et al, 2017; Benjamin-
Chung et al., 2020). Dentre essas alternativas, o diagndstico molecular se apresenta promissor
por melhorar a sensibilidade e especificidade, permitir quantificagdes mais precisas, aumentar

a produtividade e demandar menos recursos humanos. Além disso, essa abordagem pode
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auxiliar na distingdo entre espécies de parasitos que infectam humanos e animais e sao
intimamente relacionadas e morfologicamente semelhantes (Gyawali et al., 2015; Easton et al.,
2016; Benjamin-Chung et al., 2020). Diferentes métodos baseados em PCR estao disponiveis e
estudos como de Verwejj (2014), demonstrou que a técnica € capaz de superar a microscopia
na detecgdo e diferenciacdo de espécies de geo-helmintos em infecgdes de baixa intensidade,
por exemplo. Um estudo conduzido na Malasia constatou que a PCR foi mais sensivel do que
o método Kato-Katz e as técnicas de flotagao (Basuni et al., 2011). Ja na Argentina, outro estudo
observou que a PCR apresentou melhor desempenho em comparacdo com técnicas de
concentragdo e com o método de McMaster para os parasitos intestinais analisados (Cimino et

al., 2015).

E reconhecido que a PCR tem permitido a deteccdo de ampla gama de agentes
etioldgicos de doengas infecciosas, como bactérias, virus, protozoarios e helmintos de maneira
mais sensivel, especifica e rapida (Deisingh & Thompson, 2004; Gémez-Couso et al., 2004;
Ishiwata et al., 2004; Pecson et al., 2006; Manser et al., 2014; Ricciardi et al., 2015). Estudos
como de Manuel e colaboradores (2021) reforcam a relevancia do uso dessas ferramentas
moleculares para diagnostico e vigilancia parasitoldogica em areas endémicas, assim como
proposto no presente trabalho. Estudos como esse t€ém revelado que essas ferramentas estio se
tornando cada vez mais econdmicas e potencialmente adequadas para o uso em cenarios com

Poucos recursos.

Como uma aprimoragdo da qPCR, a qPCR Multiparalelo permite que diferentes
espécies sejam testadas simultaneamente em diferentes pocos de reagdo. O estudo de Mejia e
colaboradores (2013) mostrou que a técnica apresenta maior sensibilidade e especificidade que
a PCR multiplex, detectando melhor infeccoes de baixa intensidade. Outra vantagem do
formato multiparalelo ¢ a flexibilidade fornecida na sele¢do dos alvos por regido de estudo. A
qPCR Multiparalelo ja foi testada tanto para uso em amostras biologicas, como fezes (McKenna
et al., 2017; Bryan et al., 2020; Naceanceno et al., 2020; Grau-Pujol et al., 2021; Castafieda et
al., 2024; Papaiakovou et al., 2024), quanto para uma variedade de amostras ambientais, como
solo, poeira e agua (Mejia et al., 2020; Villanueva-Lizama et al., 2024; Crudo Blackburn et al.,
2024; Pineda et al., 2025). Sua aplicagdo obteve sucesso em varios cenarios, incluindo Estados
Unidos (McKenna et al., 2017; Herrick et al., 2020; Singer et al., 2020), América Latina
(Cimino et al., 2015; Bryan et al., 2020; Naceanceno et al., 2020; Castafieda et al., 2024; Pineda
et al., 2025) e Africa (Morawski et al., 2017; Grau-Pujol et al., 2021). Essa técnica tem se
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mostrado particularmente 1til em populagdes de baixa transmissdo, onde as infec¢des sao

praticamente indetectaveis por métodos de microscopia padrao.

O uso de DNA ambiental tem se destacado como abordagem epidemioldgica
complementar (Ficetola et al., 2019; Pawlowski et al., 2020; Takahashi et al., 2023), mesmo
que sua aplicagdo em parasitologia ainda seja incipiente (Stothard et al., 2017; Sengupta et al.,
2022). Entre as diversas vantagens ja mencionadas, destaca-se a possibilidade de aplicacdo da
metodologia em uma variedade de matrizes, desde aguas residuais, solo e até alimentos,
possibilitando seu uso de maneira universal, o que confere aos pesquisadores maior
versatilidade (Pecson et al., 2006; Amoah et al., 2017; Mejia et al., 2024; Gava et al., 2025;
Pineda et al., 2025). A disponibilidade de ensaios moleculares para detec¢do de parasitos,
especialmente os intestinais, em amostras ambientais, utilizando metodologias aplicaveis em
ambientes com recursos limitados, representa uma alternativa oportuna para o delineamento de
estratégias de monitoramento e vigilancia de risco de transmissao (Easton et al., 2016; Stothard

et al., 2017; Sengupta et al., 2022; Alum et al., 2014; Mejia et al., 2024; Gava et al., 2025).

Além disso, uma grande variedade de parasitos, muitos dos quais sdo zoondticos,
depende de um periodo de desenvolvimento no ambiente, fazendo deste um reservatério de
infeccdo (Alum et al., 2014; Campbell et al., 2017; Cociancic et al., 2021; Ziliotto et al., 2022).
Ao consultar a literatura, ¢ possivel perceber que uma parte consideravel dos estudos
envolvendo parasitos em amostras ambientais tem se concentrado em amostragens de agua,
principalmente aquelas recreativas e residuais, com enfoque na busca por protozoarios como
Cryptosporidium spp. e G. intestinalis (Ward et al., 2002; Gallas-Lindemann et al., 2013;
Pineda et al., 2020; Bonatti et al., 2023). Estudos relativamente mais recentes também apontam
para essa tendéncia, enfatizando os impactos desses parasitos nos recursos hidricos e na satde

publica global (Xie et al., 2022; Pandey et al., 2024; Estrada et al., 2025).

Esse enfoque majoritdrio em matrizes aquaticas, embora relevante, pode limitar a
detec¢do de helmintos cujos ciclos de vida estdo diretamente associados ao solo. Por exemplo,
ovos de A. lumbricoides e T. trichiura necessitam de um periodo de embrionamento no
ambiente antes de se tornarem infectantes. J& parasitos como os ancilostomideos apresentam
larvas que eclodem no solo e passam por estagios de desenvolvimento larval no ambiente, como
ocorre também com de S. stercoralis (Bethony et al., 2006; Jourdan et al., 2018; Eslahi et al.,
2021). Neste contexto, um estudo conduzido por Blaszkowska e colaboradores (2015)
evidenciou a presenca de espécies como Trichuris sp., ascarididios e ancilostomideos em

amostras de solo coletadas em areas urbanas da Polonia. Os autores associaram a contaminagao
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do solo a presenca de animais nos locais e as condi¢des precarias de saneamento, reforgando a

importancia da investigacdo ambiental como parte da vigilancia epidemioldgica integrada.

Em nosso estudo, a matriz ambiental de interesse foi o solo, uma vez que ¢ de
conhecimento que este abriga uma biodiversidade essencial para a manutencdo da saude
ambiental ¢ humana (Banerjee & Van Der Heijden, 2023). No entanto, o solo também
representa um importante reservatdrio parasitario por ser um ambiente amplamente exposto ao
risco de contaminagao, seja por fezes humanas ou de animais, principalmente em comunidades
com baixa cobertura sanitaria e infraestrutura deficiente. A contaminagdo ambiental pode
favorecer a ingestdo ou penetracdo dérmica das formas infectantes, resultando na infec¢ao de

hospedeiros suscetiveis (Alum et al., 2014; Ziliotto et al., 2022).

A presenga, sobrevivéncia, densidade e dispersdo desses estagios infectantes no
ambiente provavelmente constituem determinantes importantes para a endemicidade das
infecgdes. A literatura relata que ovos e larvas de helmintos, bem como cistos ¢ oocistos de
protozoarios, podem permanecer vidveis por longos periodos, a depender de fatores como o
tipo e as caracteristicas fisico-quimicas do solo (por exemplo, pH e granulometria), o clima

(temperatura e umidade) e a exposi¢ao a luz solar (Storey & Phillips, 1895; Mejia et al., 2024).

Nas ultimas décadas, estudos utilizando a pesquisa de parasitos em solo tem se
expandido (Oge & Oge, 2000; Borecka & Gawor, 2008; Mandarino-Pereira et al., 2010;
Btaszkowska et al., 2015; Steinbaum et al., 2017). Entretanto, ainda sdo escassos os estudos
que, como este, contemplem a busca por multiplas espécies de parasitos em um mesmo ensaio
como feito na qPCR Multiparalelo. Além disso, assim como realizado por Tchakounté e
colaboradores (2018), o presente estudo ¢ um dos poucos a relatar resultados obtidos tanto em
amostras de solo quanto em fezes humanas, a fim de reconhecer quais residéncias foram
positivas para ambos os tipos de amostras. Porém ¢ necessario sinalizar que ndo foi possivel
estabelecer associacdo entre as coletas uma vez que as amostras de fezes e de solo ndo foram
coletadas concomitantemente e que o exame de fezes visou apenas helmintos, enquanto a qPCR
investigou helmintos e protozoarios. Dessa maneira, as comparacdes indicam apenas a

positividade geral da residéncia para algum parasito.

A utilizagdo de técnicas baseadas na detec¢do de parasitos em amostras ambiental &
defendida por alguns autores, que destacam sua importdncia para o mapeamento
epidemiologico de parasitos e para a prevencdo de possiveis casos de infeccao, uma vez que
permitem estimar o risco ao qual a populacdo estd exposta, orientar programas de controle e

complementar a amostragem fecal (Traversa et al., 2014; Mejia et al., 2024). Além disso, a
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amostragem de solo apresenta vantagens como a facilidade de execu¢do e a possibilidade de
padronizagdo entre diferentes laboratorios. Essa aplicabilidade é comprovada por estudos que
empregaram metodologias semelhantes em estudos realizados no México (Villanueva-Lizama

et al., 2024), nos Estados Unidos (Crudo Blackburn et al., 2024) e no Peru (Pineda et al., 2025).

Em nosso trabalho, assim como nos estudos de Mejia e colaboradores (2024), Crudo
Blackburn e colaboradores (2024) e Pineda e colaboradores (2025), empregamos o qPCR
Multiparalelo para mapear a distribuicao espacial de multiplos parasitos entéricos nas
comunidades de Brejo do Amparo. Os parasitos avaliados incluiram helmintos antroponéticos
e zoonoticos (4. lumbricoides, T. canis, T. cati, T. trichiura, A. duodenale, N. americanus e S.
stercoralis) e protozodrios (Blastocystis sp., Cryptosporidium sp., E. histolytica e G.
intestinalis). Ainda sdo escassos os estudos que visam detectar alta variedade de parasitos
simultaneamente, no entanto, tais abordagens sdo necessarias, pois os dados gerados sdo
capazes de fornecer informagdes relevantes sobre os locais potencialmente importantes de

transmissdo no entorno dos domicilios.

Das onze espécies investigadas neste estudo, nove foram detectadas, com excecdo de
Cryptosporidium sp. € G. intestinalis. Dentre as nove espécies, A. lumbricoides, S. stercoralis
e Blastocystis sp. foram as mais comumente encontradas. Estudos que utilizaram estratégias de
coleta e analise semelhantes também observaram altas taxas de positividade para Blastocystis
sp., apontando-o como o parasito com maior taxa de contaminagao ambiental (Crudo Blackburn
et al., 2024), assim como encontrado em nossos resultados. No entanto, houve divergéncia
quanto aos helmintos mais prevalentes, enquanto em nosso estudo A. lumbricoides e S.
stercoralis foram os mais detectados, no trabalho de Crudo Blackburn e colaboradores (2024),
T. cati e T. canis apresentaram as maiores taxas de contaminacdo. Pineda e colaboradores
(2025) também encontraram Blastocystis sp. como o protozoario de maior prevaléncia e ndo

detectaram Cryptosporidium sp., resultado que corrobora com nossos achados.

A elevada frequéncia de Blastocystis sp. observada pode estar relacionada a multiplos
fatores, como ampla circulacdo dos diferentes subtipos em diferentes animais nao humanos
(Shams et al., 2022; Wang et al., 2024), elevada carga de eliminagdo fecal (Zanetti et al., 2020),
ampla distribuicdo (OMS,2021; Estrada et al., 2025) e resisténcia ambiental (Mokhtar et al.,
2023). A presenca cotidiana de animais domésticos, a inexisténcia de barreiras sanitarias € o
uso recorrente do solo como interface de atividades humanas tornam o ambiente propicio para
a perpetuagdo e recirculacdo desse protozodrio, podendo servir como um indicador de

contaminagdo fecal-oral no ambiente (Amin, 2002. Mejia et al., 2020). Estudos prévios
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refor¢gam que Blastocystis pode ser subestimado em levantamentos ambientais convencionais,
0 que pode justificar sua alta deteccdo no presente trabalho. Esse achado ¢ importante pois,
além de subestimado, esta ¢ considerada uma infec¢do oportunista (Bednarska et al., 2018) e
sua detecgdo ¢ necessaria nos diferentes cenarios, nao apenas naqueles associados a pobreza.
Além disso, sdo necessarios estudos futuros com foco na diferenciacdo dos subtipos de
Blastocystis presentes na area de estudo para compreender quais sdo exclusivos da relagdo

humana e quais sao derivados da vida selvagem.

A contaminagdo por Cryptosporidium e por G. intestinalis em éaguas residuas ou
superficiais tem sido caracterizada em alguns estudos (Ward et al., 2002; Gallas et al., 2013;
Dreelin et al., 2014; Kitajima et al., 2014), no entanto, poucos ou nenhum deles examinam a
contaminagdo do solo. Apesar de nao termos detectados essas espécies em nosso trabalho,
alguns autores ja demonstraram que essas podem ser encontradas no solo (Dai & Boll, 2003;
Clarholm et al., 2006; Balderrama-Carmona et al., 2014; Lee et al., 2021), podendo este servir

como uma rota adicional de transmissao.

Apesar dos resultados encontrados reforcarem o papel do solo como um importante
reservatorio de parasitos intestinais, a deteccao e quantificacdo desses organismos em matrizes
ambientais por meio de eDNA ainda enfrentam diversas limita¢des, relacionadas tanto as
condi¢gdes ambientais quanto as metodologicas. Entre os fatores que influenciam o desempenho
técnico estdo as caracteristicas do ambiente, as propriedades fisico-quimica do solo (teor de
minerais, matéria organica, nutrientes, umidade e pH), a representatividade da amostragem
(volume/peso da amostra e a profundidade da coleta) e as técnicas empregadas para
processamento e analise (Collender et al., 2015; Amoah et al., 2017; Khurana et al., 2021;

Waindok et al., 2022).

Um dos primeiros obstaculos a serem considerados ¢ a alta heterogeneidade, que gera
variagdo significativa na deteccdo de formas parasitarias. Diferencas no teor de umidade, na
quantidade de solidos suspensos e a presenca de inibidores de PCR comprometem a qualidade
e o rendimento do DNA extraido (Amoah et al., 2017; Khurana et al., 2021). Outro desafio
refere-se a diluicdo do material genético no ambiente, o que muitas vezes demanda a coleta de
grandes volumes de amostras para detec¢do. Além disso, a qPCR ndo discrimina entre formas
parasitarias vidveis e ndo vidveis podendo superestimar a positividade amostral (Gyawali et al.,
2016). Nesse ponto, métodos auxiliares como o uso de corantes intercalantes de DNA ou a

deteccdo de mRNA tém sido aplicados para avaliar viabilidade dessas células (Gensberger et
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al., 2014; Li et al., 2014; Gyawali et al., 2016). Tal abordagem ¢é necessaria pois propicia maior

precisdo na avaliacdo e mitigagdo de riscos.

Tendo em vista essas limitagdes, torna-se fundamental discutir os principais processos
envolvidos na recuperagao de parasitos em amostras de solos, biossolidos e agua. Sao eles: a
homogeneizagdo e dissociacdo quimica da matriz ambiental, a sedimentacgdo, a flotacdo e a
filtracao (Collender et al., 2015; Waindok et al., 2022). A etapa de dissociagdo quimica, em
particular, melhora a homogeneizagdo da amostra e libera estruturas parasitarias aderidas a
particulas do solo. No entanto, a eficdcia dessa etapa na recuperagdo parasitaria depende
diretamente da interagdo entre a natureza fisico-quimica da matriz (granulometria, teor de
argila/silte, matéria organica) e a solucao de dissocia¢ao escolhida (Smith, 1998; Collender et
al., 2015). Detergentes como Triton® X-100 (Molleda et al., 2008; Forslund et al., 2010), 7X e
Tween® (20/40/80) (Collender et al., 2015; Waindok et al., 2022) tém sido amplamente
utilizados. Alguns estudos tem se empenhado em comparar as diferengas entre esses agentes de
dissociacdo (Gnani Charitha et al., 2013; Collender et al., 2015; Steinbaum et al., 2017). Por
exemplo, o detergente 7X foi relatado como superior para recuperar ovos de Ascaris em
biossolidos e solo comparado a outros detergentes (Nelson & Darby, 2001), enquanto Tween
40 foi referido por melhorar recuperacgdes de ovos de Toxocara em solo e areia (Kazacos, 1983;
Oge & Oge, 2000). Em nosso estudo foi utilizado o Tween 20 por disponibilidade laboratorial,
mas € provavel que o uso de agentes alternativos pudesse melhorar a eficiéncia, recomendando-

se sua avaliacdo em futuros trabalhos.

O processo de flotagdo contribui para concentrar as estruturas parasitarias a partir da
diferenca de densidade (Smith, 1998). Neste estudo, utilizamos a solucdo de NaNOs,
comumente empregada para flutuagdo de ovos. No entanto, sua performance pode variar
conforme a espécie-alvo e as caracteristicas do solo (Collender et al., 2015; Waindok et al.,
2022). Sendo assim, ¢ possivel que a escolha da solu¢do também tenha influenciado nas taxas
de detec¢do reportada. Alternativas como ZnSOs4, solugdes de sacarose/glicerina, combinacdes
de detergentes (Triton, Tween) e multiplas etapas de lavagem podem melhorar a recuperacao
em determinados contextos (Collender et al., 2015), refor¢cando a importancia de se avaliar e
otimizar a solu¢do de escolha de acordo com a matriz analisada e os parasitos de interesse.
Além disso, estudos classicos apontaram que repeticdes sucessivas do processo em questao

aumentam as taxas de recuperacao em até 20% para ovos de Toxocara (Quinn et al., 1980).

A flotacdo pode ser otimizada pela centrifugacdo, etapa que também merece atencao

(Smith, 1998; Waindok et al., 2022). Collender e colaboradores (2015) relataram que
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velocidades mais elevadas podem aumentar a recuperagao de determinadas espécies, inclusive
quando associadas ao uso de NaNOs. Por exemplo, métodos de referéncia, como USEPA
Method 1623.1 (U.S. Environmental Protection Agency [USEPA], 2012), recomendam
centrifugacdo minima de 1500 x g por 15 minutos para recuperacao de cistos de Giardia e
oocistos de Cryptosporidium, podendo ser esse um dos fatores aliados que resultaram na

auséncia de deteccao dessas espécies em nosso estudo.

Como mencionado, a presenca de inibidores de PCR presentes no solo, como acidos
humicos e falvicos, polifendis, sais, lipidios, proteinas e outros compostos organicos (Smith,
1998; Collender et al., 2015; Amoah et al., 2020; Waindok et al., 2022), podem comprometer
a eficiéncia dos ensaios moleculares, interferindo diretamente na extragdo e amplificacdo do
DNA. Esses compostos sdo frequentes em solos com maior teor de matéria organica e podem
reduzir a sensibilidade dos ensaios mesmo quando protocolos de purificagao sao aplicados. Em
nosso trabalho, o uso de um controle interno exdgeno, o qual apresentou amplificagdo adequada
em todas as reagdes, ajudou atestar a qualidade da extracdo e descartar a ocorréncia de inibi¢ao

significativa nos resultados obtidos.

E importante enfatizar que ainda ha uma escassez de plataformas moleculares
padronizadas para a detec¢do de parasitoses, como apontado por Khurana e colaboradores
(2021). A dificuldade em estimar o desempenho dos testes diagndsticos decorre, possivelmente,
da auséncia de um padrao-ouro ideal, uma vez que os métodos de microscopia fecal, embora
de baixa sensibilidade, ainda sdo utilizados como referéncia. Ainda nao existem critérios
universalmente aceitos para validar os testes de PCRs desenvolvidos em laboratorio como
padrao diagnostico, porém isso nao inviabiliza os estudos que demonstram a utilidade dessa
metodologia como ferramenta para diagnostico e vigilancia ambiental de parasitos intestinais.
Esses estudos fornecem uma abordagem robusta para monitoramento dos niveis de
contaminagdo e para a avalia¢do dos riscos potenciais a saude publica em diversos contextos

ecologicos (Pineda et al., 2025).

Em nosso estudo, com o uso da técnica de qPCR Multiparalelo, detectamos uma
frequéncia parasitaria geral de até¢ 36%. Mesmo que fatores como a vulnerabilidade social
possam contribuir para essa alta frequéncia, aspectos ambientais e sazonais também
desempenham um papel determinante na dindmica de contaminagdo por parasitos no solo. A
variacdo da temperatura, precipitagao e umidade, por exemplo, podem impactar diretamente na
viabilidade e distribui¢do espaco-temporal dos parasitos no ambiente (Amin, 2000;

Marcogliese, 2004; Chammartin et al., 2014; Cociancic et al., 2021).
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Nesse contexto, Poglayen e colaboradores (2023) discutem como os eventos
catastroficos naturais e as condi¢des climaticas extremas — como desmatamento, incéndios,
longos periodos de seca e chuvas intensas seguidas de inundagdes - tém se tornado cada vez
mais frequentes e influenciam diretamente os ciclos parasitarios. Por exemplo, o aumento da
temperatura pode acelerar o desenvolvimento do parasito no ambiente, mas pode diminuir as
taxas de sobrevivéncia de ovos, larvas, cistos e oocistos (Semenza et al., 2012; Knapp-Lawitzke
et al., 2016; Mignatti et al., 2016). J& a intensidade da chuva pode favorecer a disseminacao de
ovos, oocistos e cistos podendo estar associada a surtos por protozoarios parasitos de veiculagao
hidrica, como G. intestinalis ¢ C. parvum (Jiménez et al., 2010). Por outro lado, periodos
prolongados de seca podem diminuir a sobrevivéncia de formas parasitarias no solo, mas

favorecer sua concentragdo em corpos d’agua (Pozio, 2020).

Stephensom e colaboradores (2000), em seu estudo, abordam como a endemicidade de
determinados parasitos depende da presenca de individuos infectados, da contaminagdo fecal
habitual ou continua no solo, de condigdes fisico-quimicas favoraveis ao desenvolvimento de
estagios infecciosos e do contato frequente entre o solo contaminado e individuos suscetiveis.
O local de estudo, Brejo do Amparo, retune esses fatores naturais e culturais, o que explica os

resultados obtidos no presente trabalho.

Estudos anteriores, principalmente com geo-helmintos, ja relatavam como o
desenvolvimento das formas parasitarias no solo dependem da temperatura (ideal entre 20 e 30
°C), de sombra e umidade (Komiya & Yasuraoka., 1966; Cracknell, 1997; Crompton, 2001).
Diante das influéncias que as varia¢des climaticas e ambientais podem provocar na distribui¢ao
de parasitos e nas avaliagdes de risco epidemiologico, diversos estudos t€ém sido conduzidos
nesse ambito (Tiyo et al., 2008; Blaszkowska et al., 2013; Kleine et al., 2017; Mota et al., 2018;
Tchakounté¢ et al., 2018; Gutiérrez-Gutiérrez & Palomo-Ligas, 2023; Pineda et al., 2025).

Inclusive, muitos apontam que a prevaléncia de parasitos tende a ser mais elevada
durante a estacdo chuvosa (Nkouayep et al., 2017; Mota et al., 2018; Tchakounté¢ et al., 2018;
Cociancic et al., 2021; Gutiérrez-Gutiérrez & Palomo-Ligas, 2023; Pineda et al., 2025). Esse
aumento ¢ geralmente atribuido as condi¢cdes ambientais favoraveis, como a maior umidade e
a mobilizacdo de particulas contaminadas pela dgua da chuva (Brooker et al., 2006; Cociancic
et al., 2021). Entretanto, no presente estudo, apesar de termos observado maior riqueza de
espécies durante a estagdo chuvosa, o padrdo de frequéncia parasitaria foi inverso ao reportado

por outros autores (Nkouayep et al., 2017; Mota et al., 2018; Tchakounté¢ et al., 2018; Gutiérrez-
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Gutiérrez & Palomo-Ligas, 2023; Pineda et al., 2025), uma vez que encontramos maior

ocorréncia de DNA parasitario na estacdo seca.

E pertinente considerar que muitos dos trabalhos que relataram maior prevaléncia de
parasitos na estagao chuvosa foram conduzidos em regides com estagdes bem definidas ou
locais em que o inverno, considerado como periodo mais seco, ¢ mais rigoroso. No entanto, o
municipio de Janudria apresenta clima semiarido a tropical seco, com chuvas concentradas em
poucos meses do ano e estiagens prolongadas. Durante a estagdo chuvosa, episddios de
precipitacao intensa podem provocar escoamento superficial e lixiviacao das formas infectantes
do solo, dispersando os ovos e cistos e, consequentemente, reduzindo sua concentracdo nos
pontos especificos de coleta (Gunawardena et al., 2004; Chammartin et al., 2013; Chammartin

etal., 2014).

Ademais, fatores ligados ao comportamento humano podem ter influéncia direta nesses
achados. Durante a estacdo seca, o uso mais frequente de espagos externos, como quintais,
aliado a baixa cobertura sanitaria e a utilizacao de fossas rudimentares, pode favorecer a maior
deposicao direta de fezes humanas e de animais no entorno domiciliar. Esses fatores, somados
a auséncia de chuvas, podem favorecer o acumulo ¢ manutengdo de formas parasitarias no solo,

sem que haja a lixiviacdo e dispersdo que normalmente ocorre com as chuvas.

Outro aspecto relevante € a distribuicdo sazonal das diferentes espécies parasitarias. No
caso de A. lumbricoides, por exemplo, ndo observamos diferencgas significativas na deteccao
entre as estacdes do ano, comportamento semelhante ao descrito por Tchakounté e
colaboradores (2018). Essa estabilidade pode ser explicada pela elevada resisténcia dos ovos

do parasito, que sdo capazes de sobreviver a variagdes ambientais e temperaturas extremas.

Para T. trichiura, apesar de também apresentar resisténcia a temperaturas elevadas, a
umidade ¢ um fator crucial para sua sobrevivéncia e transmissdo (Machicado et al., 2012;
Mufioz-Antoli et al., 2022). Nesse sentido, Chammartin e colaboradores (2014) identificou a
precipitacdo como um preditor positivamente associado a probabilidade de infec¢do por esse
parasito. A baixa umidade pode ter contribuido para a dificil detecc¢ao de 7. trichiura nos solos
das comunidades de Brejo do Amparo. Entretanto, a ocorréncia pontual de precipitagdes no
més de marco pode ter favorecido a detecgdo de pelo menos uma amostra positiva durante o

periodo chuvoso.

No presente estudo, também observamos a presenca de ancilostomideos exclusivamente

na estacdo chuvosa. De acordo com a literatura, a infeccdo por esses parasitos pode estar
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associada a temperatura média do més mais quente, a sazonalidade da temperatura e a
precipitagdo no trimestre mais chuvoso (Chammartin et al., 2014). Sabe-se que as taxas
maximas de sobrevivéncia das larvas de ancilostomideos no solo ocorrem entre 20-30 °C,
especialmente quando combinadas com alta umidade (Brooker et al., 2006; Etewa et al., 2014).
E relatado que essas larvas podem sobreviver a temperaturas mais altas devido a sua capacidade
de migrar verticalmente em resposta a variacdes nas condi¢des de temperatura e umidade do
solo (Beaver, 1953; Udosi et al., 1980; Mabaso et al., 2004). A auséncia de detec¢ao desses
parasitos na estagao seca pode estar relacionada a profundidade da coleta ou a baixa umidade

predominante na area de estudo.

A baixa prevaléncia de espécies de Toxocara, apesar da presenga delas em ambas as
estacdes, pode estar relacionada as caracteristicas aridas do ambiente e a limitada umidade do
solo. Kleine e colaboradores (2017) relataram que o clima frio e imido do inverno na Europa
Central favorece a sobrevivéncia prolongada dos ovos de Toxocara, resultando no acumulo das
formas parasitarias durante a primeira metade do ano. Em contraste, a exposi¢do ao sol ¢ a
dessecacao do solo observadas durante o verao e outono sao apontadas como fatores relevantes
para a reducao da contaminacgao nessas estagcdes. Além disso, € descrito que esses ovos podem
se acumular nas camadas mais profundas do solo, o que também pode ter dificultado sua

deteccao em nossa analise (Etewa et al., 2014).

Dentre os helmintos, S. stercoralis foi o parasito que apresentou maior positividade nas
amostras analisadas, sendo essas significativamente maiores na estagdo seca. Apesar do fato de
que as larvas de S. stercoralis tendem a se desenvolver melhor em solos imidos, arenosos, com
vegetacdo em decomposicao e contaminados com fezes humanas (Umar & Bassey, 2010), a
alta positividade observada aqui pode ser explicada por alguns fatores. O primeiro ¢ que, ao
contrario de outros helmintos, Strongyloides possui um ciclo que pode alternar geragdes de vida
livre com reproducdo no solo (Olsen et al., 2009), fato que permite sua amplificacdo ambiental
em condicoes favoraveis. O segundo fator € que, a auséncia de chuvas pode evitar a lixiviagdo
de larvas, favorecendo sua permanéncia em microambientes sombreados e ricos em matéria
organica (Anamnart et al., 2015). Estudos prévios demonstraram que larvas de Strongyloides
podem sobreviver por até duas semanas em solos relativamente secos (Schér et al., 2013; Yeh
et al., 2023), o que pode justificar sua alta detec¢do mesmo fora do periodo chuvoso.
Adicionalmente, a utilizacdo da qPCR, técnica mais sensivel do que métodos parasitologicos

convencionais, pode ter contribuido para maior taxa detec¢do desse parasito no ambiente.
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Quanto a presenca e distribuicdo dos protozodrios intestinais nas amostras de solo
analisadas, foi observada a detec¢ao de Blastocystis sp. e E. histolytica, bem como a auséncia

completa de G. intestinalis e Cryptosporidium sp., conforme mencionado anteriormente.

Blastocystis sp., o protozoario mais prevalente no solo neste estudo, foi identificado em
ambas as estagdes, com maior frequéncia durante a estacdo seca. Esse achado corrobora um
estudo realizado em regides aridas do Peru, no qual a prevaléncia desse parasito foi
significativamente maior em contextos de baixa umidade ambiental (Pineda et al., 2025).
Apesar de muitos protozoarios dependerem de condigdes umidas para manterem seus cistos
viaveis, Blastocystis parece possuir maior tolerancia a aridez relativa, possivelmente persistindo
em microambientes com reten¢ao de umidade (Villegas-Gomez et al., 2016; Ascuiia-Durand et

al., 2020; Salazar-Sanchez et al., 2021; Ake-Canche et al., 2022).

A detecgdo de E. histolytica exclusivamente na estacdo seca também suscita hipoteses
interessantes sobre a influéncia de fatores ambientais na sua persisténcia no solo. Um estudo
realizado no México (Gutiérrez-Gutiérrez & Palomo-Ligas, 2023) indicou que a maior
incidéncia de infecgdes por protozoarios ocorre em periodos com clima quente e umido,
especialmente entre maio e agosto. Entretanto, a ocorréncia de chuvas intensas pode promover
a lixiviagdo e consequente diluicdo dos cistos no solo, dificultando sua deteccdo, sobretudo
quando a coleta de amostras ¢ realizada apos esses eventos climaticos. Dessa forma, a estagao
seca poderia favorecer a retencao dos cistos de Entamoeba em microambientes protegidos da
radiacdo solar direta e da a¢do mecanica da agua, explicando sua presenga limitada a esse
periodo. Além disso, € possivel que o padrao de deposicao fecal (humana ou animal) durante a
estacdo seca, associado a menor escoamento superficial, aumente a probabilidade de deteccdo

desses organismos nas amostras de solo.

Por outro lado, a auséncia de G. intestinalis e Cryptosporidium sp., pode estar
relacionada a dependéncia que esses protozoarios possuem de ambientes mais Umidos para
manutengdo da viabilidade de seus cistos e oocistos, que, embora apresentem morfologias
adaptadas a resisténcia hidrica, sdo menos tolerantes a desidratacao prolongada (Pinto-Duarte
et al., 2022; Gutiérrez-Gutiérrez & Palomo-Ligas, 2023). Além disso, estudos demonstraram
que a aridez do solo reduz significativamente a viabilidade dos cistos de alguns protozoarios
(Dumétre et al., 2012; Deng et al., 2021). Portanto, o clima semidrido de Januéria, com chuvas
concentradas em poucos meses do ano e prolongados periodos de estiagem, pode ser

desfavoravel a sobrevivéncia e detec¢do desses organismos no solo.
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Além dos fatores ambientais, a negatividade das amostras para Cryptosporidium pode
estar associada a dindmicas espago-temporais especificas dessas espécies. Estudos indicam que
certas linhagens, como C. hominis, apresentam padrdes sazonais, com surtos ou picos de
ocorréncia restritos a determinados periodos do ano, de modo que a janela de amostragem
influencia a probabilidade de deteccdo (Jagai et al., 2019). Ademais, a sensibilidade dos
métodos moleculares ¢ afetada pelo alvo genético escolhido. Estudos comparando os genes
SSU rRNA, COWP e Dnal para Cryptosporidium evidenciaram variagdes na sensibilidade e
especificidade, mostrando que a escolha da regido alvo investigada pode impactar diretamente

os resultados (Weinreich et al., 2021).

No caso de G. intestinalis, a deteccdo em matrizes ambientais ¢ igualmente desafiadora,
e estratégias baseadas em um tnico gene podem subestimar sua ocorréncia. Estudos em 4gua
de retrolavagem de filtros de piscinas demonstraram que amostras negativas para glutamato
desidrogenase (GDH) e 16S foram positivas para beta-giardina (bg), evidenciando que a
utilizagdo de multiplos alvos tende a aumentar a sensibilidade e reduzir o risco de falsos
negativos (Pineda et al., 2020). Abordagens multilocus semelhantes, envolvendo GDH,
triosefosfato isomerase (TPI) e beta-giardina, foram recomendadas por Kdster e colaboradores
(2021) para futuros estudos em solos e outros ambientes complexos. Dessa forma, a auséncia
desses protozoarios no solo de Janudria provavelmente resulta da combinacdo de fatores

ecologicos, sazonais e metodologicos, refor¢ando a importancia de estratégias integradas.

A riqueza de espécies observada neste estudo evidencia a ocorréncia de poliparasitismo
ambiental, fendmeno caracterizado pela presenca simultdnea de multiplas espécies parasitarias
em um mesmo domicilio e até mesmo na mesma amostra de solo. Estudo realizado no Peru
(Pineda et al., 2025) demonstraram que 84% das amostras ambientais analisadas apresentaram
mais de um parasito por local de coleta, o que reforca a importdncia do monitoramento
ambiental como ferramenta para vigilancia em saitde. A coexisténcia de helmintos e
protozoarios no solo ¢ uma realidade que reflete nas implicagdes epidemiologicas. A exposi¢ao
ambiental continua a multiplos parasitos pode sugerir maior risco de coinfec¢des em humanos
e animais, especialmente em criangas, agravando o estado nutricional, comprometendo a
absor¢do de nutrientes e elevando a carga inflamatéria sistémica, podendo resultar em
desnutri¢do cronica, atraso no crescimento, déficit cognitivo e alteragdes na resposta imune

(Boltena et al., 2021; Loglo et al., 2024).

Nesse contexto, em Mocambique, um estudo identificou que 18,8% das criangas

analisadas estavam coinfectadas por dois ou mais parasitos intestinais, sendo a combinagao
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mais frequente G. intestinalis com S. stercoralis ou A. lumbricoides. Além das implica¢des
clinicas diretas, como prejuizos ao crescimento, anemia e desnutri¢do, a presenca simultanea
de multiplos parasitos impde desafios terapéuticos e exige estratégias integradas de controle
(Grau-Pujol et al., 2021). Essas coinfec¢des podem dificultar o manejo clinico, pois diferentes
parasitos podem requerer esquemas terapéuticos especificos ou sucessivos, aumentando o risco
de resisténcia, toxicidade cumulativa e falhas no tratamento, especialmente quando se trata de
criancas. Outra questao importante, € a sobreposi¢ao de sintomas muitas vezes, inespecificos
que atrasam o diagnostico em populagdes vulneraveis e com acesso limitado a servigos de saude

(Strunz et al., 2014).

A complexidade dos parasitos e de seus ciclos de vida ainda representam um obstaculo
para o estabelecimento de um padrao de referéncia para analises ambientais, o que torna estudos
como este ainda mais necessarios para explorar, revelar e correlacionar a presenga de parasitos
com as condi¢gdes socioambientais da populacdo investigada. Estudos longitudinais futuros
poderao esclarecer se a contamina¢do ambiental constitui uma fonte de infec¢ao ou um reflexo
da exposi¢ao humana e animal. Isso € especialmente relevante ao se considerar que o padrao de
positividade pode variar significativamente entre as localidades, e que h4 notavel escassez de
estudos que abordem essas questdes de forma integrada, incluindo a necessidade de elucidar,
por exemplo, por que parasitos tdo distintos, como Strongyloides e Blastocystis, podem
coexistir em um mesmo ambiente, independentemente da estacdo do ano no Brasil. Os achados
inéditos aqui apresentados contribuem para ampliar a compreensdo desta dindmica ambiental
no contexto de Uma So6 Saude e reforcar a importancia de estratégias de vigilancia ambiental

como ferramenta complementar na abordagem das doengas parasitarias.
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7. CONCLUSAO

A utilizagdo de DNA ambiental associado a qPCR Multiparalelo, realizada de forma
pioneira no Brasil, mostrou-se eficiente para avaliar a presenga de parasitos intestinais em
amostras de solo no distrito de Brejo do Amparo, municipio de Januaria, MG. A deteccdo de
nove espécies distintas de parasitos, abrangendo helmintos e protozodrios intestinais humanos
e de carater zoondtico, com predominancia de 4. lumbricoides, S. stercoralis € Blastocystis sp.,
reflete um ambiente de contaminagdo fecal e possivel exposi¢do continua a multiplas formas

infecciosas.

Essa elevada riqueza reforga tanto a sensibilidade e especificidade do método quanto o
papel do solo como reservatorio de formas parasitarias, além de revelar um cendrio
epidemioldgico de alta complexidade, com implicagdes diretas para a satde publica,
especialmente em contextos de vulnerabilidade social. Essa realidade, frequentemente
subestimada pelos sistemas tradicionais de vigilancia, necessita de uma abordagem critica sobre
os determinantes ambientais, sociais e metodoldgicos que sustentam a persisténcia dessas

infecgoes.

A maior frequéncia de parasitos na estacdo seca desafia paradigmas consolidados e
sugere dinamicas especificas em regides semiaridas. Microambientes sombreados, a pratica de
defecagdo a céu aberto em quintais durante periodos de estiagem, e a auséncia de lixivia¢ao por
chuvas intensas parecem favorecer a retencdo de formas parasitarias, particularmente de
espécies resistentes. Esse achado amplia o entendimento sobre a sazonalidade da transmissao e
tem implicacdes diretas para programas de controle, indicando que intervencdes
socioambientais, como saneamento basico e educacao em saude, devem ser priorizadas também

fora do periodo chuvoso.

Embora a implementagdo da técnica em questdo demande de mais infraestrutura
laboratorial e de insumos de custo relativamente elevado comparado aos métodos
convencionais, sua aplicabilidade em estudos de campo, vigilancia epidemiologica e
abordagens de Uma S¢6 Saude ¢ promissora, principalmente pelo potencial de integrar

informagdes ambientais e sociais.

Dessa maneira, os achados deste estudo reforcam a necessidade de agdes integradas e
multidimensionais na vigilancia ambiental e sanitaria em territorios negligenciados. A
evidéncia da presenca de parasitos no solo em areas residenciais, associada a indicadores de

pobreza estrutural e a sazonalidade, expde a urgéncia de politicas publicas intersetoriais que
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considerem o ambiente como elo fundamental na cadeia de transmissdo das parasitoses
intestinais e zoondticas, incorporem o monitoramento do solo utilizando métodos moleculares
para triagem em areas endémicas e integrem agdes de saude unica, considerando a interface

humano-animal-ambiente.
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APENDICE A - Quadro geral apresentando auséncia e presenca de cada parasito por amostra nas estacoes seca e chuvosa
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SA 32 - Saida pia banheiro

SA 34 - Entrada/Porta

SA 34 - Fossa

SA 35 - Entrada/Porta

SA 35 - Fossa

SA 36 - Entrada/Porta

SA 36 - Lateral

SA 37 - Entrada/Porta

SA 37 - Fossa

SA 39 - Lateral

SA 39 - Fossa

SA 40 - Entrada/Porta
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0: auséncia; 1: presenga; na: ndo aplicavel (amostras ndo coletadas)
Ad: A. duodenale; Al: A. lumbricoides; Bt. Blastocystis sp.; Cp: Cryptosporidium sp; Eh: E. histolytica; Gi: G. intestinalis; Na: N. americanus; Ss: S.stercoralis; Tt: T.

trichiura.
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APENDICE B - Tabelas de Prevaléncia e concentracdes de DNA dos parasitos no solo nas diferentes estacoes e comunidades

Positividade total

Brejo do Amparo  36% (54/150) 51,5% (35/68) 1135,31 (0,1335 - 54570,31)
P¢ da Serra 22,9% (8/35) 43,8% (7/16) 4966,4 (0,019 - 54570,3)
Tocantins 38,5% (20/52) 54.2% (13/24) 4,92 (0,015 - 105,96)

Santana 41,3% i26/63i 53,6% i 15/28i 944,02 i0,013 - 40234,7i

Ascaris lumbricoides

Brejo do Amparo 5,3% (8/150) 10,3% (7/68) 11,77 (0,026 - 87,6)
Pé¢ da Serra 2,9% (1/35) 6,3% (1/16) 4,78

Tocantins 1,9% (1/52) 4,2% (1/24) 0,06

Santana 9,5% (6/63) 17,9% (5/28) 14,9 (0,026 - 87,6)
Toxocara canis

Brejo do Amparo 0,7% (1/150) 1,5% (1/68) 39,04

Pé da Serra 2,9% (1/35) 6,3% (1/16) 39,04

Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0

Santana 0% (0/63) 0% (0/28) 0

Toxocara cati

Brejo do Amparo 1,3% (2/150) 2,9% (2/68) 61,14 (14,78 - 105,5)
Pé da Serra 2,9% (1/35) 6,3% (1/16) 14,78

Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0

Santana 1,6% (1/63) 3,6% (1/28) 107,5
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Trichuris trichiura

Brejo do Amparo 0% (0/150) 0% (0/68) 0

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0

Santana 0% (0/63) 0% (0/28) 0

Ancylostoma duodenale

Brejo do Amparo 0% (0/150) 0% (0/68) 0

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0

Santana 0% (0/63) 0% (0/28) 0

Necator americanus

Brejo do Amparo 0% (0/150) 0% (0/68) 0

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0

Santana 0% (0/63) 0% (0/28) 0

Strongyloides stercoralis

Brejo do Amparo 22% (33/150) 30,8% (21/68) 7,6 (0,015 - 105,96)

P¢ da Serra 5,7% (2/35) 12,5% (2/16) 0,370 (0,19 - 0,55)
Tocantins 25% (13/52) 33,3% (8/24) 10,7 (0,015 - 105,96)
Santana 28,6% (18/63 39,3% (11/28 6,19 (0,06 - 74, 9
Blastocystis sp.

Brejo do Amparo 24% (36/150) 41,2% (28/68) 2634,9 (0,013 - 54570,3)
P¢ da Serra 14,3% (5/35) 25% (4/16) 10914,2 (0,019 - 54570,3)
Tocantins 25,8% (15/52) 50% (12/24) 0,26 (0,019 - 1,92)
Santana 25,4% (16/63) 42,9% (12/28) 2517,6 (0,013 - 40234,7)
Cryptosporidium sp.

Brejo do Amparo 0% (0/150) 0% (0/68) 0



P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0
Santana 0% (0/63) 0% (0/28) 0
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Entamoeba histolystica

Brejo do Amparo 2,7% (4/150)

5,9% (4/68)

0,94 (0,14 - 3,1)

P¢ da Serra 2,9% (1/35) 6,3% (1/16) 0,14

Tocantins 1,9% (1/52) 4,2% (1/24) 0,32

Santana 3,2% (2/63) 7,1% (2/28) 1,64 (0,17 - 3,1)
Giardia instestinalis

Brejo do Amparo 0% (0/150) 0% (0/68) 0

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 0% (0/52) 0% (0/24) 0

Santana 0% (0/63) 0% (0/28) 0
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Brejo do Amparo  14,9% (22/148) 29,4% (20/68) 675,66 (0,013 - 13468)
P¢ da Serra 11,4% (4/35) 25% (4/16) 13,17 (0,013 - 52,39)
Tocantins 19,6% (10/51) 41,7% (10/24) 7,42 (0,089 - 49,77)
Santana 12,6% (8/62 21,4% (6/28 1562,5 (0,94 - 13468

Brejo do Amparo  6,1% (9/148) 11,8% (8/68) 11,94 (0,099 - 73,85)
P¢ da Serra 2,9% (1/35) 6,3% (1/16) 0,099

Tocantins 5,9% (3/51) 12,5% (3/24) 7,61 (3,34 - 12,46)
Santana 8,1% (5/62 14,3% (4/28 16,9 (0,94 - 73,85

Brejo do Amparo 0,68% (1/148) 1,5% (1/68) 0,61
P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
Tocantins 2% (1/51) 4,2% (1/24) 0,61
Santana 0% (0/62 0% (0/28 0
Brejo do Amparo 0% (0/148) 0% (0/68) 0

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
Tocantins 0% (0/51) 0% (0/24) 0
Santana 0% (0/62 0% (0/28 0
Brejo do Amparo 0,68% (1/148) 1,5% (1/68) 457,98

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
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Tocantins 0% (0/51) 0% (0/24) 0
Santana 1,6% (1/62 3,6% (1/28 457,98
Brejo do Amparo 0,68% (1/148) 1,5% (1/68) 13468
P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
Tocantins 0% (0/51) 0% (0/24) 0

Santana 1,6% (1/62 3,6% (1/28 13468

Brejo do Amparo 0,68% (1/148) 1,5% (1/68) 49,77

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 2% (1/51) 4,2% (1/24) 49,77

Santana 0% (0/62 0% (0/28 0

Brejo do Amparo 5,4% (8/148) 11,8% (8/68) 13,14 (0,013 - 52.,4)
P¢ da Serra 8,6% (3/35) 18,8% (3/16) 17,52 (0,013 - 52,4)
Tocantins 5,9% (3/51) 12,5% (3/24) 0,25 (0,101 - 0,53)
Santana 3,2% (2/62 7,1% (2/28 25,9 (1,21 - 50,6

Brejo do Amparo 2% (3/148) 4,4% (3/68) 0,105 (0,089 - 0,125)
P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 3,9% (2/51) 8,3% (2/24) 0,107 (0,089 - 0,125)
Santana 1,6% (1/62 3,6% (1/28 0,102

Brejo do Amparo 0% (0/148) 0% (0/68) 0

P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0

Tocantins 0% (0/51) 0% (0/24) 0

Santana 0% (0/62) 0% (0/28) 0
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Brejo do Amparo 0% (0/148) 0% (0/68) 0
P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
Tocantins 0% (0/51) 0% (0/24) 0
Santana 0% (0/62 0% (0/28 0
Brejo do Amparo 0% (0/148) 0% (0/68) 0
P¢ da Serra 0% (0/35) 0% (0/16) 0
Tocantins 0% (0/51) 0% (0/24) 0
Santana 0% (0/62) 0% (0/28) 0
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comuni |ca |coleta f |resultado coleta | resultado

dade sa |ezes fezes parasito fezes solo _solo parasito _solo seca parasito _solo chuva
PS 1|sim negativo | na nao na na na

PS 2 | sim negativo | na sim negativo |na na

PS 5 |sim negativo | na sim positivo | na S. stercoralis
PS 8 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | S. stercoralis na

PS 9 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na

PS 10 | sim negativo | na sim negativo | na na

PS 12 | sim positivo S. mansoni sim positivo | A, lumbricoides S. stercoralis
PS 13 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp S. stercoralis
PS 14 | sim positivo S. mansoni nao na na na

PS 15| sim negativo | na sim negativo | na na

PS 16| sim positivo | S. mansoni sim positivo | na A. lumbricoides
PS 17 | sim negativo | na sim negativo | na na

PS 18 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; E. histolystica na

PS 19 | sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na

PS 20 | sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na

PS 22 | sim negativo | na nao na na na

PS 24 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; T. cati na

PS 25 | sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na

PS 26 | sim negativo | na nao na na na

PS 29 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | Toxocara canis na

TO 1|sim negativo | na sim negativo | na na

TO 2 | sim positivo | S. mansoni nio na na na

TO 5| sim positivo S. mansoni sim negativo | na na

TO 6 | sim negativo | na sim negativo | na na

TO 7 | sim negativo | na nao na na na
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TO 8 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; E. histolystica S. stercoralis

TO 9 | sim positivo S. mansoni; S. stercoralis sim positivo | na A. lumbricoides

TO 10 | ndo na na sim positivo | na Blastocystis sp

TO 11 |sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis T. canis

TO 12 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | A. lumbricoides; Blastocystis sp Blastocystis sp

TO 14 | sim negativo | na sim negativo | na na

TO 15| sim negativo | na sim negativo | na na

TO 17 | sim positivo | S. mansoni; S. stercoralis sim positivo | Blastocystis sp na

TO 18 | sim negativo | na nao na na na

TO 19 | sim positivo | S. mansoni ndo na na na

TO 20 | sim positivo S. mansoni sim positivo | Blastocystis sp na

TO 21 | sim positivo S. mansoni sim negativo | na na

TO 22 | sim positivo | S. mansoni ; Ancilostomideo sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis S. stercoralis

TO 23 | sim positivo S. mansoni nao na na na

TO 24 | ndo na na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na

TO 25 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na

TO 27 | sim positivo | S. mansoni ndo na na na

TO 28 | sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na

TO 29 | sim positivo | S. mansoni nao na na na

TO 30 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na

TO 31 | sim negativo | na nao na na na

TO 32 | sim positivo S. stercoralis sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis N. americanus

TO 33 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis A. lumbricoides

TO 35| sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na

TO 36 | sim positivo S. mansoni sim negativo | na na

TO 37| sim positivo | S. mansoni, S. stercoralis sim positivo | Blastocystis sp S. stercoralis
S. mansoni, S. stercoralis;

TO 38 | sim positivo | Ancilostomideo, Hymenolepis sp. sim positivo | S. stercoralis A. lumbricoides

SA 1 |sim positivo S. mansoni nao na na na
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SA 2 | sim negativo | na nio na na na
A. lumbricoides, E. histolystica; S.
SA 3 |sim positivo | S. mansoni; E. vermicularis sim positivo | stercoralis na
Blastocystis sp; E. histolystica; S.
SA 4 | sim negativo | na sim positivo | stercoralis A. lumbricoides
A. lumbricoides; Blastocystis sp; S.
SA sim positivo S. mansoni sim positivo | stercoralis; T. cati A. lumbricoides
SA 6 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | A. lumbricoides; S. stercoralis S. stercoralis
SA sim positivo | S. mansoni sim positivo | A. lumbricoides; Blastocystis sp na
A. lumbricoides; Blastocystis
SA 9 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp sp; T. trichiura
SA 10 | sim negativo | na nao na na na
SA 11]sim negativo | na sim negativo | na na
SA 15| sim positivo S. mansoni sim positivo | na A. lumbricoides
SA 16| sim negativo | na sim negativo | na na
SA 17 | sim negativo | na sim negativo | na na
SA 18 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | Blastocystis sp na
SA 19 | sim positivo | S. mansoni ndo na na na
SA 20 | sim negativo | na nao na na na
SA 21 | ndo na na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na
SA 22 | sim positivo | S. stercoralis sim negativo | na na
SA 23 | sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na
SA 24 | sim negativo | na sim negativo | na na
SA 25 | sim positivo | S. mansoni sim negativo | na na
A. lumbricoides; Blastocystis sp; S.
SA 26 | ndo na na sim positivo | stercoralis na
SA 27 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na
SA 28 | sim positivo | S. stercoralis sim positivo | S. stercoralis na
SA 29 | sim negativo | na sim negativo | na na
SA 30| sim positivo | S. mansoni, S. stercoralis sim positivo | na A. duodenale; S. stercoralis
SA 32 | sim positivo S. mansoni sim negativo | na na
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SA 33 | sim negativo | na ndo na na na
SA 34 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp na
SA 35| sim negativo | na sim negativo | na na
SA 36 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na
SA 37| sim negativo | na sim negativo | na na
SA 38 | sim negativo | na ndo na na na
SA 39 | sim negativo | na sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na
SA 40 | sim positivo | S. mansoni sim positivo | Blastocystis sp; S. stercoralis na
SA 41 | sim negativo | na nao na na na
SA 42 | sim negativo | na nao na na na
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APENDICE D - Producio cientifica durante o doutorado (2021-2025)

Artigo publicados como primeira autora:

> 2024

Amorim, C. C. O., Nogueira, D. S., Gazzinelli-Guimaraes, A. C., Leal-Silva, T., Barbosa, F.
S., Oliveira, F. M. S., Kraemer, L. R., de Almeida, R. M., Souza, J. L. N., Dias Magalhaes, L.
M., Russo, R. C., Caliari, M. V., Gaze, S., Bueno, L. L., & Fujiwara, R. T. (2024). Dose-
response effects of multiple Ascaris suum exposures and their impact on lung protection during
larval  ascariasis. = PLOS  Neglected Tropical Diseases, 18(12), e0012678.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012678

Artigos publicados como colaboradora:

» 2021

Nogueira, D. S., de Oliveira, L. M., Amorim, C. C. O., Gazzinelli-Guimaraes, A. C., Barbosa,
F. S., Oliveira, F. M. S., Kraemer, L., Mattos, M., Cardoso, M. S., Resende, N. M., Climaco,
M. de C., Negrao-Corréa, D. A., Faria, A. M. C., Caliari, M. V., Bueno, L. L., Gaze, S., Russo,
R. C., Gazzinelli-Guimaraes, P. H., & Fujiwara, R. T. (2021). Eosinophils mediate SIgA
production triggered by TLR2 and TLR4 to control Ascaris suum infection in mice. PLOS
Pathogens, 17(11), e1010067. https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1010067

Gazzinelli-Guimaraes, A. C., Nogueira, D. S., Amorim, C. C. O., Oliveira, F. M. S., Coqueiro-
Dos-Santos, A., Carvalho, S. A. P., Kraemer, L., Barbosa, F. S., Fraga, V. G., Santos, F. V., de
Castro, J. C., Russo, R. C., Akamatsu, M. A., Ho, P. L., Bottazzi, M. E., Hotez, P. J., Zhan, B.,
Bartholomeu, D. C., Bueno, L. L., & Fujiwara, R. T. (2021). ASCVac-1, a Multi-Peptide
Chimeric Vaccine, Protects Mice Against Ascaris suum Infection. Frontiers in Immunology,
12. https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.788185

> 2022

Leal-Silva, T., de Almeida Lopes, C., Vieira-Santos, F., Oliveira, F. M. S., Kraemer, L., Padrao,
L.de L. S., Amorim, C. C. O., Souza, J. L. N., Barbosa, F. S., Rachid, M. A., Russo, R. C.,
Fujiwara, R. T., & Bueno, L. L. (2022). Tissue eosinophilia correlates with mice susceptibility,

granuloma formation and damage during Toxocara canis infection. Parasitology, 149(7), 893—
904. https://doi.org/10.1017/s0031182022000075

Leal-Silva, T., Lopes, C. de A., Vieira-Santos, F., Oliveira, F. M. S., Kraemer, L., Padrao, L.
de L. S., Amorim, C. C. O., Souza, J. L. N., Russo, R. C., Fujiwara, R. T., Magalhaes, L. M.
D., & Bueno, L. L. (2022). IL-17RA receptor signaling contributes to lung inflammation and
parasite burden during 7Toxocara canis infection in mice. Frontiers in Immunology, 13.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.864632

Oliveira, L. M., Nogueira, D. S., Geraldi, R. M., Barbosa, F. S., Amorim, C. C. O., Gazzinelli-
Guimardes, A. C., Resende, N. M., Pinheiro-Rosa, N., Kraemer, L. R., Mattos, M. S., Bueno,
L. L., Faria, A. M. C., Russo, R. C., Gaze, S., & Fujiwara, R. T. (2022). Genetic Background
Affects the Mucosal Secretory IgA Levels, Parasite Burden, Lung Inflammation, and Mouse



https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012678
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1010067
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.788185
https://doi.org/10.1017/s0031182022000075
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.864632
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Susceptibility to  Ascaris suum  Infection. Infection and Immunity, 90(2).
https://doi.org/10.1128/iai.00595-21

> 2023

Souza, J. L. N., Lopes, C. de A., Leal-Silva, T., Vieira-Santos, F., Amorim, C. C. O., Padrao,
L. de L. S., Antunes-Porto, A. R., Fujiwara, R. T., Russo, R. C., & Bueno, L. L. (2023).
Evaluation of Reference Genes for Gene Expression Analysis by Real-Time Quantitative Pcr

(Qpcr) in  Different  Tissues from Mice Infected by  Ascaris  Suum.
https://doi.org/10.2139/ssrn.4596389

> 2024

Mejia, R., Slatko, B., Almazan, C., Cimino, R., Krolewiecki, A., Duran, N. M., Valera Aspetty,
J. E., Vargas, P. A., Oliveira Amorim, C. C., Geiger, S. M., Fujiwara, R. T., Ramirez, J. D.,
Llangari-Arizo, L. M., Guadalupe, I., Villanueva-Lizama, L. E., Cruz-Chan, J. V., Ojeda, M.
L., Aranda, E. M., Benedetti, S. O., ... Cooper, P. J. (2024). Molecular Testing of
Environmental Samples as a Potential Source to Estimate Parasite Infection. Tropical Medicine
and Infectious Disease, 9(10), 226. https://doi.org/10.3390/tropicalmed9100226

Oliveira, F. M. S., Kraemer, L., Vieira-Santos, F., Leal-Silva, T., Gazzinelli-Guimaraes, A. C.,
Lopes, C. A., Amorim, C. C. O., Pinheiro, G. R. G., Moura, M. S., Matias, P. H. P., Barbosa,
F. S., Caliari, M. V., Weatherhead, J. E., Bueno, L. L., Russo, R. C., & Fujiwara, R. T. (2024).
The long-lasting Ascaris suum antigens in the lungs shapes the tissue adaptation modifying the
pulmonary architecture and immune response after infection in mice. Microbial Pathogenesis,
186, 106483. https://doi.org/10.1016/].micpath.2023.106483

Souza, J. L. N., Antunes-Porto, A. R., da Silva Oliveira, 1., Amorim, C. C. O., Pires, L. O., de
Brito Duval, 1., Amaral, L. V. B. do, Souza, F. R., Oliveira, E. A., Cassali, G. D., Cardoso, V.
N., Fernandes, S. O. A., Fujiwara, R. T., Russo, R. C., & Bueno, L. L. (2024). Screening and
validating the optimal panel of housekeeping genes for 4T1 breast carcinoma and metastasis
studies in mice. Scientific Reports, 14(1). https://doi.org/10.1038/s41598-024-77126-x

Vieira-Santos, F., Morais de Medeiros Brito, R., de Almeida Lopes, C., Leal-Silva, T.,
Nascimento Souza, J. L., Oliveira Amorim, C. C., Loiola Ruas, A. C., de Lima Silva Padrao,
L., Kraemer, L., Silva Oliveira, F. M., Caliari, M. V., Russo, R. C., Fujiwara, R. T., Dias
Magalhaes, L. M., & Bueno, L. L. (2024). Alveolar macrophages and monocyte subpopulations
during Plasmodium berghei NK65 experimental malaria-associated acute respiratory distress
syndrome. Heliyon, 10(14), €33739. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e33739

»> 2025

Lopes, C. de A., Leal-Silva, T., Vieira-Santos, F., Nascimento Souza, J. L., Oliveira, C. C. A.,
Oliveira, F. M. S., Kraemer, L., Magalhaes, L., Bara-Garcia, P., Kang, B., Zamboni, D., Russo,
R. C., Fujiwara, R. T., Nutman, T. B., Gazzinelli-Guimaraes, P., & Bueno, L. L. (2025). NOD1
signaling regulates early tissue inflammation during helminth infection. Mucosal Immunology,
18(2), 339-352. https://doi.org/10.1016/].mucimm.2024.12.004
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ANEXOS

ANEXO A - Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) e Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Criangas participantes (6-17 anos)

Titulo da pesquisa: “Novos testes sorolégicos para diagndstico da esquistossomose mansoni

e geo-helmintiases — Da Sorologia Convencional para Bioinformatica e Nanotecnologia”

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO VOLUNTARIO

1. NOME DA CRIANCA:

DATA DE NASCIMENTO:

Informacdes ao voluntario participante da pesquisa

Estamos convidando vocé para participar de um projeto de pesquisa desenvolvido por
pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O objetivo deste estudo ¢
verificar se existe a presenca de vermes ou produto deles nas suas amostras de fezes, de urina
€ no sangue para, assim, saber se vocé tem xistose ou outro verme. A xistose ou barriga d’agua
como ¢ conhecida ¢ uma doenca que ¢ transmitida no contato com aguas que contém caramujos
infectados. Importante saber que as pessoas que tém a doenga podem ser tratadas e curadas,
mas para isso € preciso saber se vocé tem ou nao a doenca. Caso seja encontrado algum verme,
faremos o tratamento com remédio e um exame de ultrasom para avaliar a parte de dentro da
sua barriga. Um més ap0s o tratamento e um ano ap0s o tratamento, coletaremos fezes, urina e

sangue novamente para saber como estd a sua saude.

Riscos e beneficios

Caso aceite participar da pesquisa, ndo existirdo risco para a sua saude. O que pode
existir ¢ um leve desconforto da picada da agulha durante a coleta do sangue. No entanto, a
coleta sera realizada por profissionais especializados. Isso ird te beneficiar, pois se for

descoberto a presenga do verme, nds iremos tratar e vocé ficara forte e saudavel.
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Confidencialidade

Nao falaremos para ninguém que vocé esta participando deste projeto.

Armazenamento de amostras biolégicas para uso em pesquisas futuras

As suas amostras de fezes, urina e sangue que serdo utilizadas para saber se vocé tem a

xistose ou outro verme, serdo guardadas em freezer.
Participacio voluntaria:

Vocé ndo ¢ obrigado a participar. Nao havera problemas nas suas atividades na escola.

O seu tratamento médico sera realizado se vocé quiser participar ou nao da pesquisa.
Assentimento:

Declaro que li e entendi as informacgdes relativas a este estudo. Fui informado que
assinarei duas vias do assentimento e que uma delas ficard comigo. Concordo com a minha

participacao voluntaria nesta pesquisa.

Assinatura da crianga (6 a 17 anos):

Assinatura do entrevistador:

Impressao digital

Data: de de 202

(opcional)

Endereco e telefone do pesquisador:

Para maiores informacdes sobre o estudo, vocé podera se comunicar com o pesquisador

responsavel:
Dr. Ricardo Toshio Fujiwara

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Parasitologia/ICB, Bloco E4, Sala
167; Avenida Anténio Carlos 6627, CEP 31270-901, Pampulha, Belo Horizonte-MG; Tel.:
(31)3409-2871.

Para informacdes éticas do estudo, vocé podera contatar o Comité de Etica da UFMG (Comité
de Etica em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais).
Endereco: Av. Anténio Carlos, n° 6627, Unidade Administrativa II, Sala 2005—-Bairro
Pampulha/ Belo
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Horizonte — — MG. CEP: 31270-901. Tel.: 31) 3409 4592
Email: coep@prpq.ufmg.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Participantes maiores de 18 anos)

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Novos
testes soroldgicos para diagnéstico da esquistossomose mansoni e geo-helmintiases — Da
Sorologia Convencional para Bioinformatica e Nanotecnologia”. Pedimos a sua autorizacio
para a coleta, o deposito, o armazenamento, a utilizacdo e descarte do material biologico
humano fezes, urina e sangue. A utilizacdo do seu material bioldgico estd vinculada somente
a este projeto de pesquisa ou se Sr. (a) concordar em outros futuros. Para esta pesquisa
adotaremos os seguintes procedimentos: “As amostras de sangue (20 mL) serdo coletadas por
profissionais experientes, posteriormente a coleta, serdo separados em laboratorio o soro. Caso
vocé aceite participar, serdo coletadas trés amostras de sangue, utilizando materiais individuais
e estéreis: uma antes do tratamento, outra apos o tratamento com medicamento e outra um ano
apoés o tratamento para avaliar reinfec¢do. Além disso, sera coletada a primeira urina (30 mL)
da manha para avaliar a eficacia de um método de diagndstico rapido. Serdo coletadas, também,
amostra de fezes (50mg) para comparar com o teste padrdo ouro. Todas as amostras serdo
armazenadas em freezer -20°C e -80°C até o final da pesquisa. Os riscos envolvidos na pesquisa
consistem em leve desconforto da picada da agulha durante a coleta do sangue e,
possivelmente, desenvolvimento de equimose, entretanto, ndo existirdo risco para a sua saude.
Entretanto, as amostras serdo coletadas por profissionais qualificados que estardo aptos a
auxiliar em qualquer contratempo. A pesquisa contribuird para entender sobre a resposta
imunologica em individuos com a doenga e, possivelmente, auxiliard na confecgdo de um teste
de diagnostico rapido. Além disso, pedimos autorizacdo para coletar algumas informagdes
clinicas e para realizar ultrasonografia abdominal (UA) somente dos individuos positivos para
a esquistossomose. A UA abdominal ¢ uma técnica que ndo oferece perigos a saude, e ndo
apresenta efeitos colaterais. O exame ¢ rapido e indolor. O desconforto estd somente no jejum
que serd necessario fazer antes do exame, mas o individuo serd orientado por um profissional
da saude antes do exame. O tratamento realizado para a esquistossomose serd com o

Praziquantel e para geo-helmintiases serdo com Albendazol ou Mebendazol.

Para participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer
vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos
provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizacdo. O Sr. (a) tera o

esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou
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recusar-se a participar ¢ a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o
consentimento de guarda e utilizagdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositorio,
valendo a desisténcia a partir da data de formalizagao desta. A sua participagdo € voluntaria, e
a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou modificacao na forma em que o
Sr. (a) ¢ atendido (a) pelo pesquisador, que tratard a sua identidade com padrdes profissionais
de sigilo. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biologico, estardo a sua
disposi¢do quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participa¢ao nao sera
liberado sem a sua permissao. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagao

que possa resultar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, no Laboratério de Imunologia e
Genomica de Parasitos, e a outra serd fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos
utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5
(cinco) anos na sala 167/E4 do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e apds esse tempo
serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdes N° 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do
Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informag¢des somente para

fins académicos e cientificos.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:
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Eu, , portador do documento

de Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e

beneficios da pesquisa “Novos testes sorologicos para diagnostico da esquistossomose
mansoni e geo-helmintiases — Da Sorologia Convencional para Bioinformatica e
Nanotecnologia”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dtividas. Sei que a qualquer
momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim

o desejar.
() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisa,
mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento

livre e esclarecido que explique para que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo
de consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a

oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante

Data

Assinatura do participante
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Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Ricardo Toshio Fujiwara

Endereco: Av. Antonio Carlos, 6627, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Sala 167/E4 Campus
Pampulha.

CEP: 31270-901 / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) 3409-2871

E-mail: fujiwara@icb.ufmg.br

Assinatura do pesquisador responsavel

Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé poderd

consultar:

COEP-UFMG - Comisséo de Etica em Pesquisa da UFMG
Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005.

Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP:
31270-901. E-mail: coep@prpq.ufmg.br. Tel: 34094592.
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ANEXO B - Questionarios aplicados a populacio

ESTUDO SOBRE PARASITOSES INTESTINAIS E ESQUISTOSSOMOSE

DECIT-2019

IDENTIFICACAO DA FAMILIA E DOMICILIO

1. CODIGO DA COMUNIDADE CodCom
() 1. Januaria - MG
() 2.Maceio — AL
() 3.Vigosa- AL
() 4. Primavera - PA

() 5. Pacatuba — SE

2. CODIGO DO DOMICILIO CodDom

3. DATA DA ENTREVISTA / / DatEnt

4. ENTREVISTADOR

5. CODIGO DO RESULTADO DA ENTREVISTA CodEnt
() 1. Completa
() 2. Incompleta
() 3. Adiada
() 4. Recusa total

() 77. Outra (especificar)

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR

RESPOSTAS PADRONIZADAS NESTE QUESTIONARIO
77=NAO QUIS RESPONDER OU MOSTRAR
88=NAO SE APLICA

99=NAO SABE/NAO LEMBRA
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QUESTIONARIO 1

CARACTERISTICAS DA FAMILIA, DOMICILIO E AMBIENTE

1. Quantas pessoas moram na sua casa?

Pcasa

2. Quantos comodos tem na sua casa?

Ccasa

() Superior completo

( )77-Nqr ( )88 -Nsa

3. Qual grau de escolaridade chefe da familia?
() Analfabeto / Fundamental I incompleto

() Fundamental I completo/ Fundamental II incompleto
() Fundamental IT completo/ Médio incompleto

() Médio completo/ Superior incompleto

Escola

(' )99- Nsabe/Nlembra

4. Itens presentes no domicilio: Qual a
Banheiro? ( )0

Carro particular? ( )0
Motocicleta particular? ( )-0
Empregada doméstica?
Maquina de lavar?
Geladeira?

Freezer?

Lava-louca?

Secadora de roupa?

DVD?

Computadores/ tablets
Micro-ondas

Tem energia elétrica?

Tem agua encanada?

quantidades desses itens na sua casa? Renda
()1 ()2 ()3 ( )4oumais

( )>-1 ()2 ()3 ( )4oumais

( )>-1 ()2 ()3 ( )4oumais

( )1-Sim ( )2-Nio
( )I-Sim ( )2-Nao
( )1-Sim ( )2- Nio
( )1-Sim ( )2- Nio
( )I-Sim ( )2-Nao
( )I-Sim ( )2-Nao
( )1-Sim ()2- Nio
( )1-Sim ( )2- Nio
( )1-Sim ( )2-Nio
( )I-Sim ( )2-Nao

( )1-Sim ( )2-Nio
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Sua rua é pavimentada? ( )I-Sim ( )2-Nao

( )77-Nqr ( )88 -Nsa (' )99- Nsabe/Nlembra

. Na familia alguém recebe:

Bolsa familia ou Bolsa escola ou Bolsa alimentacio?

( )I-Sim ( )2-Nao ( )77-ngr  ( )99- Nsabe/Nlembra

AuxBol

. Na familia alguém recebe

Outros auxilios de programas do governo?

( )1-Sim ( )2-Nao se SIM Qual:

AuxOut

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS DO DOMICILIO

. Qual é o destino do esgotamento da privada?

( )1- Rede publica ( )2- Fossa séptica ( )3- Fossa rudimentar
(' )4- Vala/Céu aberto ( )5- Curso d’agua

( )77- Ngr ( )8- Outro (ESPECIFICAR):

(' )99- Nsabe/Nlembra

DtEsg

. Qual é o destino dado ao lixo de sua casa?
( )1- Coleta piblica ( )2- Enterra ( )3- Queima ( )4-Jogaem terreno baldic

( )5-Joganolixdo ( )6-Joga no quintal ( )7- Reciclagem

( )77-Ngr ( )8- Outro (ESPECIFICAR):

(' )99- Nsabe/Nlembra

DtLixo

. Qual a origem da agua?

( )1- Rede geral

(' )2- Pogo artesiano comunitario
( )3- Cisterna

( )4- Caixa d’agua (chuva)

(' )5- Barragem

( )6- Nascente

OriAgu
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(' )7- Rio/Corrego

( )8- Caminhio pipa

(' )9- Outro (ESPECIFICAR):

( )77-Ngr

(' )99- Nsabe/Nlembra

10. Na sua casa, qual o tratamento da agua utilizada para beber?

(' )I- Nenhum
(' )2- Filtracao
( )3- Cloragao
( )4- Decantagado

(' )5- Fervura

()6- Mais de um método (ESPECIFICAR):

( )77-Nqgr

(' )99- Nsabe/Nlembra

TratAgu
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QUESTIONARIO 2

CARACTERIZACAO DO ENTREVISTADO

11. CODIGO DO PARTICIPANTE (preencher depois) - - - CodIDUM
(Comunidade-N° Casa-Numero participante-01(nimero visita): ex: PS-02;
01-01) -
12. DATA DE NASCIMENTO: /1 DTnasc
13. Idade: anos DTIdade

15. Onde vocé nasceu (ENTREVISTADO)? Cidade:

Estado:

16. Ha quanto tempo mora nesta comunidade? TempRes
ANOS: MESES:

17. Ja residiu em outra comunidade dentro deste municipio? MudaNC

( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngqr () 99. Ns/Nlembra

QUAL (Especificar ultimas
3)

18. Ja residiu em outro municipio? MudaCid
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr () 99. Ns/Nlembra

QUAL (Especificar 0s ultimos 3)

19 .. Até que série o (a) Sr. (a) (ENTREVISTADO) estudou? Escola

1. ( ) Sem Estudo

2. ( ) Ensino fundamental incompleto
3. ( ) Ensino fundamental completo
4. ( ) Ensino médio incompleto

5. ( ) Ensino médio completo
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6. ( ) Ensino superior incompleto

7. ( ) Ensino superior completo

21 . TEVE ALGUM DESTES PROBLEMAS DE SAUDE NO Diarr
ULTIMO MES? (Pode Marcar Mais De 1 Alternativa - Estas Devem Ser
Lidas)
21.1 Diarréia
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.2 Duracio da diarréia em dias ( ) DuDiar
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
21.3 Sangue nas fezes SanFez
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.4 Febre Febre
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.5 Eliminacio de vermes Verme
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
21.6. NO ULTIMO ANO: RemVerm

Usou algum remédio para verme (lombriga)

( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.
Ns/Nlembra
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21.7. Eliminou verme apos o uso do remédio EliVerm
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Nqr ( )88. Nsa ( )99.
Ns/Nlembra
22. Ja teve Leishmaniose Leish
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
22.1 Qual Leishmaniose, tegumentar ( feridas na pele e mucosas) ou LeishTeg
visceral?
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.
Ns/Nlembra
22.2 A quanto tempo teve Leishmaniose TempLeish
() L. Ultimo ano ( )2.2a5anos ( )3.MaisqueS5 anos
( )77.Ngr ( ) 88.Nsa () 99. Ns/Nlembra
NOS ULTIMOS 2 ANOS, TCOV
23. Teve Covid-19?
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra
23.1 Fez algum teste ? TestCOV
( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.
Ns/Nlembra
23.2 Qual?
( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
23.2 Tomou kit COVID? KitCOV
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( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.
Ns/Nlembra

23.4 Vacinado? VCOV

( ) L. Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )99.Ns/Nlembra

23.5 Qual dose? DosCOV

( ) 1.1*dose ( )2.1e2%ose ( )3.1e2*ereforco

( )77 . Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
23.6 Quanto tempo? TempCOV
() 1. Menos 6 meses () 2. Mais seis meses

( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembr

24. Apresenta alergia a medicamentos AlerMed

( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

Se sim,
qual:
25. Apresenta alergia a alimentos AlerAli
( )1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim,
qual:
26. Apresenta alergia a bebidas AlerBeb
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra
Se sim,
qual:

27. Ingere bebida alcodlica com que freqiiéncia? (pergunta deve ser feita 4 FreqAlc

pessoas acima de 18 anos)?
() 1-todos os dias

() 2-uma ou duas por semana
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() 3-uma vez por més
() 4- mais do uma vez por més
( )5.Nao

( ) 77.Ngr ( )88.Nsa ( )99.Ns/Nlembra

28. Para sair de casa é obrigado a pisar na agua? PisaAgu
( ) 1.Sim ( )2.Nao ( )77.Ngqr () 99. Ns/Nlembra
29. Costuma ir ao riacho ou cérrego ou igarapé ContAg
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( )77.Nqr () 99. Ns/Nlembra
Se responder: Nao, Nqr, Nlembra, passe para questio 40.

29.1. Se sim, com qual finalidade vai ao riacho

a) Banho RiBan
() 1. nenhum () 2.diario () 3. semanal () 4. mensal
( ) 77.Ngr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra

b) lavagem de roupa RiLavR
() L. nenhum () 2. diario () 3. semanal ( )4. mensal
( ) 77.Ngr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra

¢) lavagem de utensilios domésticos/utensilios de trabalho RiLavU
() L. nenhum () 2. diario () 3. semanal ( )4. mensal
( ) 77.Ngr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra

d) nadar/lazer RiNad
() L. nenhum () 2. diario () 3. semanal ( )4. mensal
( ) 77.Ngr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra

e) pegar agua para limpeza da agua RiPegAg
() L. nenhum () 2. diario () 3. semanal ( )4. mensal
( ) 77.Ngr () 88-Nsa () 99. Ns/Nlembra

f) lavagem de carro/ moto / bicicleta RiLav
() L. nenhum ( )2.diario () 3. semanal ( )4. mensal
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( )77 Ngr () 88-Nsa ) 99. Ns/Nlembra
g) lavagem de animais domésticos RiLavAn
() L. nenhum () 2. diario ) 3. semanal ) 4. mensal
( )77 Ngr () 88-Nsa ) 99. Ns/Nlembra
h) Atividade de pesca RiPesca
() L. nenhum () 2. diario ) 3. semanal ( )4. mensal
( )77 Ngr () 88-Nsa ) 99. Ns/Nlembra
i) Manejo de culturas e plantagoes RiPlan
() 1. nenhum () 2. diério ) 3. semanal ) 4. mensal
( )77 . Ngr () 88-Nsa ) 99. Ns/Nlembra
j) Extracdo areia
() 1. nenhum () 2. diario ) 3. semanal ( )4. mensal
( )77 . Ngr () 88-Nsa ) 99. Ns/Nlembra
k) outros (especificar)
30. Tem contato direto com a terra? ContTer
( ) 1. Sim ( )2.Nao ( ) 99. Ns/Nlembra
Se responder: Nao, Nqr, Nlembra, passe para questao 41.
30.1. Se sim, como ¢ o contato com a terra?
a) trabalha como lavrador TerLav
b) anda descalgo TerDesc
¢) brinca na terra em torno do peridomicilio TerBrin
d) cuida diretamente de horta/jardim TerHJar
e) limpa valas e corregos TerLimp

f) outros especificar

( )77-Ngr ( )88-Nsa ( )99-Nsabe/Nlembra




