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RESUMO

INTRODUCAO: No Brasil, apesar da diminuicdo da migracdo rural-urbana, a populaco
urbana continua crescendo e, somado a outros fatores, esse crescimento promove a urbanizacao
acelerada e desordenada das populacdes, levando ao surgimento de &reas com precarias
condicdes de moradia e saneamento, e, consequentemente, a disseminacao e persisténcia da
esquistossomose nas grandes cidades. OBJETIVO: Identificar a transmissdo da
esquistossomose e descrever sua distribuicdo numa area urbana de Salvador-Ba. MATERIAL
E METODOS: Em 2019, quatro pontos ao longo do rio do Cobre e um ponto no riacho vizinho
localizados no bairro de Piraja foram selecionados para confirmar a presenca de Biomphalaria
sp. e avaliar a contaminacdo fecal de colec6es hidricas pelo método Coliscan Easygel®. Um
estudo de corte-transversal foi conduzido na comunidade com coleta de dados e amostras. Foi
realizado um inquérito sociodemografico e coletadas até trés amostras de fezes em dias
diferentes para diagnostico de Schistosoma mansoni com Kato-Katz. As amostras positivas
foram purificadas e genotipadas utilizando 15 marcadores microssatélites RESULTADOS:
Dos cinco pontos de coleta de agua, quatro apresentaram contaminacao fecal e dois, a presenca
de Biomphalaria sp. Participaram dos inquéritos epidemioldgico e parasitologico 1.134
residentes do bairro. A média de idade foi de 33,6 anos (21,0 DP), a maioria era do sexo
feminino (59%). Testaram positivos para S. mansoni 62 participantes (5,5%), com uma carga
parasitaria média de 88,5 opg. Estdo associadas a infeccdo S. mansoni as variaveis sexo
masculino, idade maior que 20 anos, contato com agua, frequéncia e duracdo do contato e tipos
de contato relacionados a recreacdo. Os indices de diferenciacdo das infrapopulacées (Di) e das
infrapopulac6es sobre a populacdo componente (Dic) foram ambos moderados. O tamanho da
populacdo efetivo (Ne) foi de 38.197, que foi o maximo possivel calcular com nossos
computadores. CONCLUSAO: O bairro de Piraja possui as condicdes ideais para a persisténcia
e disseminacdo da esquistossomose, com a presenca do caramujo hospedeiro e a contaminagéo
dos corpos hidricos. Além disso, representa uma area de transmissdo local em Salvador-BA,
precisando de uma intervencdo infraestrutural e na educacdo pela cidadania tanto para auxiliar
no controle da esquistossomose, quanto pela salde do ambiente local, que tem grande
importancia historica e cultural.

Palavras-chave: Esquistossomose urbana. Schistosoma mansoni. Saneamento basico.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: In Brazil, despite the decrease in the rural-urban migration, the urban
population continues to grow and combined with other factors, this growth promotes
accelerated and disorderly urbanization, leading to the emergence of areas with precarious
housing and sanitation conditions, and consequently the spread and persistence of
schistosomiasis in big cities. AIM: Identify the transmission of schistosomiasis and describe its
distribution in an urban area of Salvador-BA. MATERIAL AND METHODS: In 2019, four
points along the Cobre River and one point in the neighboring stream at Piraja were selected to
confirm the presence of Biomphalaria sp. and to evaluate the fecal contamination of water
collections by the Coliscan Easygel® method. A sociodemographic survey was carried out and
up to three stool samples were collected on different days for the diagnosis of Schistosoma
mansoni with Kato-Katz tests. The positive samples were purified and genotyped using 15
microsatellite markers. RESULTS: Of the five water collection points, four showed fecal
contamination and two-presented Biomphalaria sp. A total of 1,134 residents of Piraja
participated in the epidemiological and parasitological surveys. The mean age was 33.6 years
(21.0 SD), most were female (59%). Sixty-two participants (5.5%) tested positive for S.
mansoni, with a mean parasite load of 88.5 opg. The variables male gender, age over 20 years,
contact with water, frequency and duration of contact and types of contact related to recreation
are associated with S. mansoni infection. The differentiation index of the infrapopulations (Di)
and the infrapopulations over the component population (Dic) were both moderate. The
effective population size (Ne) was 38,197, which was the maximum we could calculate with
our computers. CONCLUSION: The Piraja neighborhood has the ideal conditions for the
persistence and spread of schistosomiasis with the presence of the host snail and contamination
of water bodies. In addition, it represents an area of local transmission in Salvador-BA, needing
an infrastructural intervention and citizenship education to both help in the control of
schistosomiasis and for the health of the local environment, which has great cultural and
historical importance.

Keywords: Urban schistosomiasis. Schistosoma mansoni. Sanitation.
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1 INTRODUCAO

Desde os anos 2000 tem se percebido no Brasil uma diminuicdo na intensidade da
migracao rural-urbana, no entanto, a populacdo urbana continua crescendo. Salvador, capital
da Bahia e ocupante da 42 posicao no ranking nacional de populacdo residente do Brasil, passou
por um processo de urbanizacdo ainda mais rapido que o Brasil (ALVES; MARRA, 2009;
IBGE, 2010; SOUZA et al., 2012; UNITED NATIONS, 2018). E perceptivel a falta de preparo
das cidades para receber tantas pessoas, 0 que resulta na ultrapassagem da sua capacidade
infraestrutural. Assim, o processo de urbanizacgdo desorganizado leva ao aparecimento de locais
com condigdes de moradia e saneamento inadequados, expondo a comunidade a situacdes de
risco, o que propicia a disseminacdo de doencas infectocontagiosas e parasitarias, como a
esquistossomose (INSTITUTO TRATA BRASIL, 2012).

A esquistossomose é causada pela infeccdo por trematddeos do género Schistosoma e o
diagndstico pode ser feito a partir da deteccdo de antigenos e/ou anticorpos na urina ou no
sangue. Ou, mais comumente, a partir da visualizacdo do ovo do parasito nas fezes, na urina ou
em biopsia (WHO, 2021). O método Kato-Katz é um teste quantitativo com o qual é feita a
visualizacdo e contagem dos ovos do parasito nas fezes. Apesar de ser muito utilizado,
principalmente em estudos epidemioldgicos, apresenta baixa sensibilidade em areas de baixa
endemicidade, subestimando a prevaléncia e a intensidade da infeccdo (DE VLAS;
GRYSEELS, 1992). Antigamente conhecida como uma doenca de areas rurais, onde ainda se
mantém endémica, a esquistossomose tem se feito cada vez mais presente em areas urbanas,
apresentando caracteristicas de transmissdo local (BLANTON et al., 2015). Um problema
comum nessas localidades urbanas onde ha presenga do parasito é que sdo normalmente regiGes
de baixa renda com baixa representatividade politica (RABELLO et al., 2008; WHO, 2010).

Como a esquistossomose € uma infeccdo de veiculacdo hidrica, seu controle pode ser
atingido com um saneamento bésico de qualidade somado a educacéo em saude, tratamento em
larga escala pds testagem e controle do caramujo vetor (WHO, 2021). Para avaliar a efetividade
das medidas de controle, é preciso entender as caracteristicas da transmissdo. Para isso,
utilizamos a epidemiologia genética afim de identificar fatores de risco, o efeito da migracéo,
a fonte da infeccdo e efeito do tratamento recorrente sobre a estrutura populacional do parasito.

No presente estudo, o objetivo foi identificar a transmissdo da esquistossomose e

descrever sua distribuigdo numa éarea urbana de Salvador-Ba.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESQUISTOSSOMOSE HUMANA E SEU CICLO DE TRANSMISSAO

A esquistossomose, também conhecida como “barriga d’agua” ou “xistose”, ¢ uma
doenca negligenciada causada a partir da infeccdo por trematddeos do género Schistosoma.
Apesar de haver evidéncias de que a doenca existe desde o Egito Antigo, ou talvez antes disso,
as primeiras observagdes do parasito s6 foram feitas em 1851 pelo patologista Bilharz, que
relatou as caracteristicas dos vermes adultos e a presenca de ovos com espiculos terminais e
laterais.

Weinland, em 1858, sugeriu 0 nome Schistosoma para se referir ao parasito. Em 1902,
0 médico Manson relatou a presenca de ovos com espiculo lateral em seu paciente que residiu
por 15 anos no Caribe e, ao se banhar em agua doce, apresentou um prurido chamado pela
comunidade local de “coceira da vaca”. J4 em 1905, o pesquisador sugere que os achados de
Bilharz se tratavam na verdade de duas espécies distintas. Como homenagem a essas
observacgdes, em 1907, o0 médico Sambon, que também pesquisava a doenga, prop6s 0 nome
Schistosoma mansoni.

No Brasil, em 1904, o pesquisador baiano Piraja da Silva encontrou ovos semelhantes
ao do S. mansoni em seu paciente em Salvador, concordando com a ideia de que essa seria uma
espécie diferente. Ele encontrou e examinou vermes recolhidos em necropsias e, em 1908,
publicou um estudo descrevendo completamente o ciclo do parasito. Os estudos do pesquisador
baiano tiveram imensa importancia na descrigdo da espécie mansonica (PARAENSE, 2008).

Hoje, sdo conhecidas vinte espécies de Schistosoma, das quais sete infectam humanos.
Séo elas Schistosoma. intercalatum, S. mekongi, S. guineensis, S. malayensis, S. japonicum, S.
haematobium e S. mansoni, sendo as trés Gltimas as de maior importancia epidemiolégica por
terem se espalhado por outros continentes. O S. mansoni € a Unica espécie encontrada no Brasil
e é dito que o parasito tenha se instalado no pais na época do Brasil Colénia, com o trafico de
escravos africanos infectados e com a presenca de caramujos hospedeiros do verme (BRASIL,
2014; DESPRES et al., 1992; KATZ; ALMEIDA, 2003; SOUZA et al., 2011).

O ciclo de transmissdo do S. mansoni (Figura 1) envolve a infeccdo do hospedeiro
definitivo por larvas cercérias, que penetram ativamente pela pele, algumas vezes causando
uma dermatite. Quando dentro do tecido, as cercarias perdem a cauda e passam a ser chamadas

de esquistossdmulos, que véo circular pelos vasos sanguineos e linfaticos até chegarem ao
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coracdo e aos pulmdes. Em seguida, migram para sistema porta, pelo qual tem maior afinidade,
podendo em alguns casos migrar para diversos outros Orgdos. La eles se diferenciam
sexualmente e os vermes ja adultos alojam-se nos vasos mesentéricos, onde acasalam e
eliminam ovos contendo o miracideo. Esses ovos migram para o limen do intestino e sdo
eliminados nas fezes. Nem todos os ovos conseguem alcangar o limen intestinal, dessa forma
promovem a formacdo de granulomas, que podem obstruir vasos sanguineos e provocar fibrose
periportal, quando alojados no figado. Os ovos que sdo eliminados nas fezes, ao entrar em
contato com agua, eclodem e os miracidios passam a infectar caramujos aquaticos do género
Biomphalaria. No caramujo, os miracidios perdem a mobilidade e se diferenciam em
esporocistos e, mais tarde, em cercarias. Por fim, esses hospedeiros infectados eliminam na
agua as cercarias, larvas moveis, que em seguida infectam o homem (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

Vermes

adultos N madurce Miracidios
. . Apss30dias: /N T = 8 N\
A partir do 27°dia: ( ( l ) i 08 OVOS s ‘;‘f“
vermes imaturos R J — | —— 1B A
acasalam ¢ migram para Q‘j SHimedo \\17 @ Penetram no Miracidios
as veias mesentéricas - Biomphalaria
\ v
r \ Esporocisto /I
‘ HOSPEDEIRO HOSPEDEIRO }
) DEFINITIVO INTERMEDIARIO / P
|
/7
A
Com 17 dias: vermes / .
D i Cercirias
imaturos no sistema Entre 5-12 dias: A:(.crclér:alss Ea:‘::m 4 p Cerclriay, )
porta s RSt Liberagdo das
¢ ‘/’_‘ i cercarias
N

esquistossomulos

2 i Alteragdes morfologicas
migram para o pulmio

e metabolicas:

esquistossdmulos Cercirias

Figura 1 - Ciclo bioldgico do S. mansoni
Fonte: Adaptado de (ZANARDI; BARBOSA; REIS, 2018)

2.2 DIAGNOSTICO, TRATAMENTO E ASPECTOS CLINICOS

Quanto ao quadro clinico, o Ministério da Salde classifica a esquistossomose em duas
fases: inicial e tardia, ou ainda, aguda e crénica. Os sintomas dependem, além da modulacéo da
resposta inflamatdria, da carga parasitaria e duracéo da infeccao do individuo, que na fase aguda

pode apresentar irritacdo na pele com a penetracao da cercaria (dermatite cercariana). E possivel
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também desenvolver a febre de Katayama, que é uma resposta imunolégica a infecgéo
provocando linfodenopatia, febre, dor abdominal, diarreia, tosse seca, entre outros sintomas.
Em alguns casos o individuo pode apresentar aumento do figado e bago (hepatoesplenomegalia).
No entanto, na maioria dos casos, 0 hospedeiro definitivo ndo apresenta sintoma algum ou
apresenta sintomas brandos que se confundem com outras doencas (CDC, 2020a;
LAMBERTUCCI, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Seis meses apds a infeccdo, o individuo ndo tratado se encontra na fase cronica da
doenca, podendo desenvolver complicacBes graves, que podem se apresentar nas formas
intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica, além de outras formas ectdpicas que dependem
da localizagdo do parasito no corpo do individuo e sua resposta a infeccédo (VITORINO et al.,
2012).

A forma intestinal se caracteriza por uma inflamacdo granulomatosa que pode provocar
sangramentos microscopicos, ulceracdo, pseudop6lipos e micro abcessos. Além disso, 0
individuo pode sentir dor abdominal, perda de apetite e diarreia (sanguinolenta ou ndo), levando
a problemas de crescimento e anemia. A forma hepatointestinal apresenta 0s mesmos sintomas
da forma intestinal, no entanto apresenta também um aumento do figado, ou diminuicdo em
casos de fibrose maxima. Ja a forma hepatoesplénica, considerada mais avangada, apresenta
um aumento aparente do figado e do baco, normalmente acompanhado por ascite e hipertensao
portal. Vasos sanguineos abdominais superficiais dilatados e varizes esofagicas sdo alguns dos
sinais dessa forma mais grave da doenca, que podem desencadear hemorragias severas
(GRYSEELS, 2012; ROSS et al., 2002; OLVEDA et al., 2013).

Para o diagndstico em varreduras epidemiologicas, é recomendado pela Organizacao
Mundial da Satde (OMS) o exame parasitoldgico utilizando o método Kato-Katz, que além de
permitir a visualizacdo do ovo do parasito também possibilita obter a carga parasitaria do
individuo (WHO, 2021). Esse método apresenta um 6timo custo-beneficio e é facil de executar.
Contudo, o teste apresenta algumas limitagdes. Um exemplo é a consisténcia da amostra, que
pode prejudicar a preparacdo da lamina, impedindo a correta avaliagdo da amostra e até uma
subestimacdo da carga parasitaria. Além disso, sua aplicabilidade em regifes de baixa
endemicidade fica comprometida, com casos de baixa intensidade de infeccdo. A pouca
quantidade de ovos nas fezes, pode levar a um resultado falso negativo. Por isso, € importante
nesses casos aumentar o numero de amostras e/ou o ndmero de laminas por amostra
(BLANTON et al., 2015a; RABELLO et al., 2008).
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Além do Kato-Katz, existem outros testes para diagndstico da esquistossomose, como 0
Helmintex e testes sorologicos (DE OLIVEIRA et al., 2003; GARGIONI et al.,, 2008;
LINDHOLZ et al.,, 2018). Para o tratamento de todas as formas de esquistossomose, 0

praziquantel é a droga recomendada pela OMS (WHO, 2021).

2.3 PREVENCAO E CONTROLE

Conhecendo o ciclo de transmissdo do S. mansoni, podemos facilmente perceber que a
melhor forma de prevenir a doenca é evitar o despejo de dejetos humanos nos corpos d’agua.
Além disso, independente do motivo, seja para consumo, recreacdo ou trabalho, deve-se sempre
evitar o contato com agua possivelmente contaminada e em caso de contato acidental, consultar-
se com um médico é indispensavel. No entanto, nem sempre é possivel cessar o contato com a
agua, por diversos motivos como uso da agua para atividades domésticas ou por questdes
culturais e religiosas.

O controle da esquistossomose ¢é baseado na aplicacdo da quimioterapia em larga escala
dos grupos de risco, educacdo plena pela cidadania (incluindo educacao em saude), controle do
vetor e melhora do saneamento e do acesso a dgua. Mas em paises onde a infeccdo causa doenca
significativa, normalmente a medida de controle em que mais se foca é a reducao da morbidade,
0 que envolve a reducdo da prevaléncia e intensidade de infeccdo. No caso da OMS, a
quimioterapia preventiva das populacdes de risco € a estratégia adotada atualmente em busca
da eliminacéo da transmissao (CDC, 2020b; WHO, 2021). A Figura 2 mostra a distribui¢éo da
populacédo que necessita de medicagdo preventiva para esquistossomose. Podemos observar que
a Regido Africana sozinha abrange 90,48% do total, enquanto a Regido das Américas representa

apenas 3,02%.
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AFR - Regido Africana; AMR — Regido das Américas; EMR — Regido do Leste do Mediterrineo;
SEAR — Regido do Sudeste da Asia; WPR — Regifo do Oeste do Pacifico

Figura 2 - Distribuigdo da populacéo que necessita de medicagdo preventiva
para esquistossomose, por regido da OMS, 2008
Fonte: (WHO, 2010)

No Brasil, o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE) surgiu para coordenar 0s
esforgos no combate a infeccdo. Mas a partir de 1999, o PCE passou a ser informatizado e a
dividir as responsabilidades com os lideres de cada cidade. Além de atuar em campo com as
medidas de controle, o PCE também aplica inquéritos nacionais para monitorar a prevaléncia e
a distribuicdo da esquistossomose no Brasil e posteriormente direcionar atividades educativas
e outras medidas onde for necessario (COSTA et al., 2017).

Em 2001, a Assembleia de Sadde Mundial (WHA) da OMS adotou a resolugédo
WHAZ70.16, a qual convoca membros de estado para desenvolver ou adaptar estratégias de
controle de vetores nacionais e planos operacionais em alinhamento com essas estratégias. O
objetivo &, até 2025, reduzir pelo menos 40% da incidéncia de doencas transmitidas por vetores,
sendo a esquistossomose uma delas (WHO, 2020).

Existem diversos métodos de controle dos moluscos. Dentre eles, os métodos bioldgicos,
com a introducdo de organismos com acao predadora, competidora, parasitaria ou patogénica;
fisicos, com a manipulacédo de fatores-chave do meio; e quimicos, com a aplicacéo de produtos
toxicos. A implementacdo desses métodos deve ser feita baseando-se em estudos prévios e
considerando a legislacdo ambiental (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). De qualquer forma, é
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preciso enfatizar que a aplicacdo de medidas de controle intersetoriais, e ndo apenas agcdes

direcionadas, sao necessarias para o controle e possivel eliminacdo do parasito.

2.4 EPIDEMIOLOGIA DA ESQUISTOSSOMOSE

Apesar dos progressos alcancados para prevencdo e controle da infecgdo, a
esquistossomose continua sendo endémica em 78 paises, dos quais 52 necessitam de tratamento
preventivo. Concentrada nas areas tropicais e subtropicais (Figura 3), a esquistossomose é
encontrada na Asia, Africa e América Latina, e atinge cerca de 240 milhdes de pessoas em todo
0 mundo (WHO, 2017, 2020).

0000
0'006 ¢

I High (prevalence = 50%) [ Countries requiring evaluation of schistosomiasis status & %
B Moderate (prevalence 10%-48%) in order to verify if interruption of fransmission has been achieved %
o-49%

o, a ] Low (prevalence < 10%) Nen-endemic countries
i Not applicable

Figura 3 - Distribui¢do da esquistossomose no mundo segundo a prevaléncia
Fonte: (WHO, 2012).

No Brasil é estimado que 1,5 milhdes de pessoas vivem em areas de risco. A
esquistossomose ocorre principalmente no litoral do Nordeste (zona da Mata Atlantica) e no
Sudeste (Figura 4), destacando como areas endémicas os estados de Alagoas, Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021).
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Figura 4 - Distribuicdo geogréfica da esquistossomose segundo o INPEG Brasil 2010 —
2015
Fonte: (KATZ, 2018).

A distribuicdo geogréfica da esquistossomose tem se mantido inalterada, porem é
notavel a reducéo significativa da prevaléncia por S. mansoni no Brasil. Entre os trés inquéritos
nacionais realizados em periodos diferentes, o primeiro entre 1949-53, o segundo entre 1975-
78 e o ultimo realizado por Katz e colaboradores em todos os estados brasileiros entre 2010-15,
a positividade caiu de 10,09% para 9,24% e por Gltimo 1,79% (KATZ, 2018).

De acordo com o levantamento realizado em 2019 pelo governo do estado, na Bahia,
aproximadamente 60% dos municipios sdo considerados endémicos ou focais, com uma média
de 60 6Obitos por ano causados pelo S. mansoni (GOVERNO DO ESTADO DA BAHIA, 2019).
Dos 417 municipios do estado, 167 sdo endémicos, 122 sdo focais e 128 ndo correm risco de
transmissdo do parasito (DIVEP; SUVISA, 2019). Salvador, apesar de ndo ser considerada uma
cidade endémica para esquistossomose, possui regides que apresentam alto risco de infeccao
(BLANTON et al., 2015a; GUIMARAES; TAVARES-NETO, 2006).
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2.5 URBANIZACAO E ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose atinge com maior frequéncia comunidades pobres e rurais,
principalmente aquelas pesqueiras e agricolas (WHO, 2019). No entanto, com o
desenvolvimento dos transportes, ocorreu um grande fluxo migratério principalmente para
areas urbanas com precarias condicbes de saneamento basico (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

A partir dos anos 2000 notou-se no Brasil uma diminuicdo na intensidade da migracédo
rural-urbana, no entanto, a populacdo urbana continua crescendo (Gréafico 1). A cidade de
Salvador, em especial, chegou a passar por um processo de urbanizacéo ainda mais rapido que
0 pais como um todo (ALVES; MARRA, 2009; SOUZA et al., 2012; UNITED NATIONS,
2018). Assim, a migracdo ocorrida no passado somada a falta de preparo das cidades urbanas
para acompanhar essa transicéo, levou ao surgimento de locais com infraestrutura inadequada.
A essas condicOes de vida sdo associados fatores que podem ser mais importantes para o

estabelecimento e disseminacdo do parasito do que a prépria migracdo em si (SILVA, 1985).

Gréfico 1 - Prevaléncia da populacéo brasileira nas areas urbanas e rurais
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Fonte: (NACOES UNIDAS, 2018).
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Existem trés tipos de fatores que estéo associados ao estabelecimento e disseminacéo
do S. mansoni. Sao eles os fatores bioecoldgicos, que se referem as condicdes fisicoquimicas
da agua, presenca de caramujos entre outros; os fatores socioculturais, que dizem respeito a
comportamentos de risco (lazer, turismo, pesca, etc.) e educacdo em saude, por exemplo; e 0s
fatores socioecologicos, que se refere, por exemplo, a localizacdo das moradias e despejo de
dejetos diretamente no rio (LOUREIRO, 1989).

Gomes et al. (2021) demonstraram, em um estudo realizado em Porto de Galinhas — PE,
a relacéo entre a urbanizacdo desordenada e a esquistossomose em Porto de Galinhas, uma area
famosa pelo turismo. Vale ressaltar também que esse processo acelerado de urbanizagdo
interfere negativamente na qualidade dos corpos hidricos da regido, muitas vezes utilizados pela
comunidade para lazer, ritos religiosos ou apenas contato esporadico durante o deslocamento
(CORDEIRO; MORAES, 2002). Essa situacdo coloca entdo as comunidades pobres e que
dependem dos corpos hidricos para sua alimentacdo, cultivo de plantas e/ou trabalho em
situacdo de risco para doencas de veiculacdo hidrica, como a esquistossomose (AHMED et al.,
2016).

Em uma cidade na regido metropolitana do Recife - PE, Ximenes e colaboradores (2003)
demonstraram que individuos com melhores condi¢cdes de moradia e maior status
socioecondémico tém menos risco de contrair a infeccdo, e quando infectados, apresentam menor
intensidade que aqueles com condic¢Bes de moradia piores e menor status socioeconémico. Esse
resultado reforca o fato dessa doenca permanecer na area urbana concentrada nas favelas e
comunidades carentes de forma geral, oculta e em segundo plano pela auséncia de voz politica
do povo (WHO, 2010).

Apesar do tratamento quimioterdpico mostrar eficacia na diminuigdo do nimero de
casos sem promover resisténcia dos parasitos ao medicamento e a educac¢do em saude forneca
uma perspectiva de reducdo de risco de infeccdo, as comunidades que habitam as favelas
urbanas apenas estardo permanentemente protegidas quando seu ambiente for propicio para tal
(BLANTON et al., 2011; CROMPTON; SAVIOLLI, 1993).

2.6 GENETICA DE POPULACOES DO PARASITO
A epidemiologia, de forma geral, é capaz de analisar a distribuicdo e os fatores

determinantes das enfermidades em coletividades humanas a fim de propor medidas de

prevencdo, controle ou erradicacdo de doencas (GOMES, 2015). Habitualmente, a reducéo na
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prevaléncia da doenca é utilizada como medida de sucesso nas estratégias de controle.
Entretanto, ndo é incomum que ap6s o tratamento a reinfeccdo ocorra e a prevaléncia volte a
niveis anteriores dada a complexidade da dindmica de transmissao.

A genética de populacgdes por outro lado, permite identificar eventos evolutivos sobre o
parasito que podem evidenciar uma reducédo do risco de reinfeccdo pela redugéo da diversidade
do proprio parasito. O controle da esquistossomose envolve o controle do vetor, mas também a
eliminacdo do parasito. Estudos de genética de populacdes do S. mansoni vem sendo realizados
utilizando-se diferentes marcadores genéticos e demonstraram o efeito do tratamento recorrente
em areas endémicas (BARBOSA, 2013; BLANTON et al., 2011).

Como mostrado no ciclo bioldgico do parasito, o S. mansoni possui uma fase de
reproducdo sexuada no hospedeiro definitivo. Isso quer dizer que ndo ha formacéo de clones,
mas na verdade de uma populacdo com variabilidade genética. Essa caracteristica torna possivel
a andlise da ancestralidade de uma populacéo de parasito e das geracdes seguintes. Para isso,
sdo utilizados marcadores genéticos, que vao identificar frequéncias alélicas diferenciadas, que
servirdo para indicar a diferenciacdo e a diversidade daquela populacdo de parasitos. Ha
diversos tipos de marcadores genéticos disponiveis, como 0s microssatélites, que sdo
sequéncias curtas, de 2 a 8 nucleotideos, de repetices em tandem, que sdo repeticdes que
ocorrem imediatamente ap0Os a outra. Os microssatélites sdo considerados neutros, tém boa
reprodutibilidade, ndo sofrem muita pressdo seletiva e tém maior contetdo informativo e
riqueza alélica. Por isso, apesar de ndo serem a melhor opc¢éo para estudos de genética estatistica,
sdo importantes para a genética de populagdes, servindo como uma 6tima ferramenta para o
estudo da ancestralidade (BLANTON, 2018; ELLEGREN, 2004).

Na pesquisa, usando a genética de populacdes, conseguimos compreender a diversidade
e 0 grau de diferenciagéo entre as populacGes de parasitos. Assim, conseguimos determinar o
impacto das medidas de controle, dados demograficos do hospedeiro ou parasita, resisténcia,
risco e resiliéncia ou fragilidade da populacéo. Sendo assim, existem diversos testes estatisticos
gue abordam essas questdes. Os mais conhecidos séo Fst e D de Jost (BLANTON, 2018).

O Fst e uma medida de diferenciacdo baseada na heterozigosidade de uma subpopulagéo
comparada a populacdo total e por isso, ndo determina a diferenciacdo de forma precisa,
especialmente em populacdes com alta diversidade (HOLSINGER; WEIR, 2009; WRIGHT,
1951). O D de Jost € um indice similar ao Fst, no entanto é baseado no nimero de alelos efetivos,
0 que Ihe permite determinar a real diferenciagdo da populagéo (JOST, 2008).
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Utilizando o D de Jost, é possivel analisar a populacdo de parasitos baseando-se nos
conceitos de infrapopulacéo e populacdo componente descritos por Bush e colaboradores (1997)
(Figura 5). O conjunto de parasitos presentes em um unico hospedeiro, chamamos de
infrapopulacéo. J& a populacdo componente € o conjunto das infrapopulacdes, ou todos os
parasitos contidos naquela espécie hospedeira, geralmente dentro de uma determinada area ou

estratificado de acordo com uma caracteristica do hospedeiro (BLANTON et al., 2015a).
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Figura 5 - Representacédo de infrapopulagéo e populagdo componente.
Fonte: (CEDRAZ, 2021)

A partir desses conceitos, utilizando o D de Jost, somos capazes de calcular o valor
médio da diferenciacdo da infrapopulacéo (Di); a contribuicdo genética de cada infrapopulacao
para a populagcdo componente (Dic); e a diferenciacdo entre populagdes componentes de um
dado grupo (Dc) (Figura 6).



25

1 Di Dic D¢

Figura 6 - Diagrama esquematico de comparagdes de populacdes para diferenciagdo. Di: cada
infrapopulagéo é heterogénea e possui uma frequéncia alélica média distinta. Cada linha representa
um valor de D de Jost que € calculado aos pares entre as infrapopulag@es. Por fim é calculado a média
desses valores para chegar a um Di final. Dic: compara a frequéncia de alelos de cada infrapopulacéo
com sua populacdo componente de origem. Cada infrapopulagéo tem um valor de D de Jost proprio
e, ao final, esses dados sdo resumidos por uma média. Dc: é calculado comparando os nimeros de
alelos de uma popula¢do componente com 0s nimeros de outra.

Fonte: Adaptado de (BLANTON et al., 2015a ; CEDRAZ, 2021)

Para analisar a diversidade da populacdo de parasitos, a medida mais informativa é o
tamanho efetivo da populacdo (Ne), que reflete a forca da deriva genética, que por sua vez é o
efeito da transmissdo aleatdria de alelos para as geracfes seguintes. O Ne € o0 nimero de
individuos numa populacao ideal necessario para reconstituir a diversidade numa populacdo
real (WRIGHT, 1931, 1933). Partindo de um conceito de tamanho populacional minimo viavel,
0 Ne tem servido como ferramenta para prever a extingdo. Foi sugerido por Franklin &
Frankham (1998) que uma populagdo com Ne de 50 a 500 sofreria extin¢do a curto prazo. Ja
Lande (1995) sugere que uma populacdo com Ne de até 5000, eventualmente sofrera extincao.
Mas esse numero poderia variar de acordo com a populacéo analisada e até entdo ndo ha um
consenso sobre qual seria exatamente esse nimero para populacdes de Schistosoma sp.
(BLANTON, 2018).

Assim, utilizamos a genética de populacGes para analisar a estrutura populacional e a
dindmica da populacdo de parasitas, bem como para entender a dinamica dos hospedeiros
definitivos do S. mansoni, podendo ent&o identificar atividades de risco, efetividade do

tratamento, efeito da migracéo e a fonte da infeccéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a transmissdo da esquistossomose e descrever sua distribuicdo numa area

urbana de Salvador - BA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar dados fisico-quimica e microbioldgicos da dgua e levantamento malacolédgico
em alguns pontos de coleta ao longo do rio do Cobre;

e Estimar a prevaléncia de infeccdo por S. mansoni na comunidade do entorno do Parque
Sao Bartolomeu (bairro de Piraja);

e ldentificar fatores do risco de infeccdo por S. mansoni (dados demogréficos,
socioecondmicos, habitos de vida, informacdes geograficas, entre outros);

e Caracterizar a estrutura populacional do S. mansoni sobre a epidemiologia do parasito.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DO ESTUDO

O bairro de Piraja esté localizado na Cidade Alta ao noroeste de Salvador, Bahia, as
margens da rodovia federal BR-324 e do Suburbio Ferroviario (Figura 7). Sendo o bairro mais
populoso do Distrito Sanitario Sdo Caetano/Valéria, em 2010 tinha aproximadamente 33.341
habitantes, sendo 47,3% homens e 52,7% mulheres. Com uma densidade demografica de 30,46
habitantes por hectare, Piraja possui uma populacdo majoritariamente parda (55,5%) e preta
(31,3%), de faixa etéria entre 20 e 49 anos (51,6%) e com rendimento nominal de até 1 salario-
minimo (41,2%). A area verde cobre 56,2% da area total do bairro (CONDER, 2016).

Essa area verde é constituida por remanescentes de Mata Atlantica que circundam a
Bacia do Rio do Cobre e o Parque, antigamente conhecido como floresta do Urubu. Ambos
representam uma area com grande importancia como fonte de subsisténcia e também historica,
ecologica, religiosa e cultural, até hoje muito visitada ndo s6 por turistas, mas também pelos
moradores da cidade a procura de lazer e por praticantes de diversas religides, principalmente

as de matriz africana, para a realizagdo de seus cultos (BAHIA, 2013; SERPA, 1996).
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Figura 7 - Localizacdo da area de estudo em Piraja no territorio de Salvador, Bahia
Fonte: (Elaborado pela autora)

Para a selecdo do bairro de Pirajd como area de estudo, foi realizado um estudo piloto em janeiro

de 2019, que apontou uma prevaléncia de infeccdo por S. mansoni de 5,0% (6/122), cinco vezes maior
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que a prevaléncia nacional (1,0%) e maior que a prevaléncia estadual (2,9%) (KATZ, 2018). Também
foram considerados a proximidade da comunidade com as colec@es hidricas, falta de saneamento basico
adequado, a presenca abundante do caramujo hospedeiro em alguns pontos do rio, e o histérico de
infeccdo na vizinhanca (BLANTON et al., 2015). A &rea de estudo (buffer) corresponde a um poligono
gue circunscreve uma distancia entre 50 e 500 metros dos principais pontos de contato com agua do
vale do rio do Cobre e encostas, e esse buffer abrange uma comunidade de cerca de 2.500 moradores

(censo domiciliar) (Figuras 7 e 8).

Legenda:

] Area do estudo
Rio do Cobre e cdrregos|
adjacentes

Figura 8 - Mapa aéreo da area de estudo, delimitada em verde
Fonte: Adaptado de (GOOGLE, [s.d.])

4.2. ESTUDO AMBIENTAL

4.2.1 Pontos de risco e coleta de amostras de agua

Ap0s visita a comunidade, foram selecionados cinco pontos nos quais a comunidade
tem contato com agua na extensdo do rio e corregos da vizinhanca, aos quais 0s moradores
tinham contato frequente ou que eram proximos as habitacdes. Estes pontos foram considerados
pontos de risco por apresentarem uma chance de infecgdo por S. mansoni. Com base nisso,

foram selecionados cinco pontos para coleta de agua, representados na Figura 9. Desses pontos,
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foram coletados dados fisico-quimicos e amostras de 4gua a cada trés meses durante dois anos
para analise da contaminacao fecal das dguas. Ao selecionar os pontos de risco adicionamos no
questionario epidemiolégico dois pontos em uma localidade porque a comunidade se refere a
esses dois pontos de formas diferentes, mas como as condi¢fes da agua foram consideradas as
mesmas, ndao houve necessidade de coletar &gua de ambos os locais e nem de diferencid-los em

relacdo ao risco de contato (P1).

Represa

Legenda:
Pontos de contato/coleta de
Agua

Figura 9 - Representacao grafica do Rio do Cobre e cérregos adjacentes com pontos de
contato e/ou coleta de agua
Fonte: Elaborado pela autora

Os pontos de potencial risco (presentes no questionario epidemioldgico) e coleta de agua
selecionados foram a Represa do Cobre e a queda da represa, chamada de Sete Quedas (P1); o
Corrego do Campo (P2), que corre logo ao lado de um campo de futebol improvisado dentro
do Parque Séo Bartolomeu; a Vala da Baixa da Fonte (P3), uma vala que corre na vizinhanca e
desemboca no Rio do Cobre; e a Cachoeira de Nana (P4), que também fica dentro do parque.
Para a andlise fisico-quimica e microbioldgica da agua, foi selecionado também o ponto da
Fonte da Barragem (Fonte), que é um minadouro sem sinais de contaminagdo, raramente
frequentado pela comunidade. Aparentava apresentar caracteristicas propicias para manter o
ciclo e consequente transmissdo da esquistossomose e por isso decidimos manter também um

monitoramento desse ponto.
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4.2.2 Andlise fisico-quimica e microbioldgica da agua e levantamento malacologico

Os dados fisico-quimicos foram coletados com o auxilio de um medidor portatil de pH,
oxigénio dissolvido e temperatura diretamente da agua nos locais de coleta selecionados.
Amostras de agua foram coletadas em garrafas de vidro de 500 ml, com tampa, estéreis, e foram
acondicionadas e transportadas ao laboratorio em caixas térmicas contendo gelo quimico para
manter a temperatura em torno de 4 °C. A andlise microbiologica consistiu em identificar a
presenca de coliformes em um volume de 1 a 5 ml da amostra, utilizando o kit Coliscan
EasyGel, seguindo as recomendacdes do fabricante. As placas de cultura foram incubadas em
estufa microbioldgica a 37 °C e lidas entre 24 e 48 horas (MICROLOGY LABORATORIES,
2016). Resumidamente, o kit contém dois substratos cromogénicos. Um deles é clivado pela
galactosidase, produzida por coliformes, formando um composto rosa, identificando as colonias
na placa com cor rosa ou vermelha. O outro é clivado pela glucuronidase, produzida por
Escherichia coli, formando um composto azul e identificando as colénias em azul/roxo, ja que
a E. coli também produz a galactosidase. O nimero de coldnias de E. coli e dos outros
coliformes sdo somadas para obter o niimero de colénias de coliformes totais. E importante
ressaltar que o Coliscan EasyGel ndo identifica a origem da contaminag&o, considerando ainda
que os coliformes totais sdo encontrados livremente no ambiente e a E. coli apenas na
microbiota intestinal de alguns animais, inclusive humanos. Dessa forma, as amostras com
presenca de E. coli foram consideradas positivas para contaminacéo fecal, ndo necessariamente
humana.

O levantamento malacologico foi realizado em parceria com a doutoranda Vanessa
Zanardi, conforme metodologia descrita previamente (ZANARDI, 2018). Brevemente, conchas
e pingas foram utilizadas para coletar o maior nimero de caramujos que fosse possivel no
periodo de 10 minutos.

Os caramujos coletados foram submetidos ao teste de eliminacéo classica de cercarias.
Nessa técnica, colocam-se 0s caramujos em recipientes transparentes, com 4 ml de agua
desclorada ou filtrada e os expde a luz de lampada incandescente por 2 a 6 horas. Durante 30
dias, os caramujos foram analisados semanalmente, sendo que aqueles que nédo eliminaram
cercarias durante esse periodo foram analisados por mais 10 dias. Com uma lupa, os recipientes

foram examinados para a presenga de larvas de S. mansoni (ZANARDI, 2018).
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4.3 ESTUDO DA ESQUISTOSSOMOSE HUMANA E GENETICA DE POPULAGOES DO
PARASITO

4.3.1 Desenho do estudo e pesquisa da esquistossomose

Esse é um estudo de corte transversal cuja metodologia segue a seguinte ordem: censo
demogréfico; inquérito epidemioldgico; inquérito parasitologico; tratamento dos individuos
infectados; revisdo do tratamento; re-tratamento dos individuos que permaneceram infectados,

caso fosse necessario.

4.3.2 Casuistica e calculo amostral

Os moradores do bairro de Piraja que residem préximo ao Rio do Cobre e que atenderam
aos critérios de inclusdo abaixo foram convidados a participar do estudo apds consentimento
esclarecido mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, para
os adultos) ou Termo de Assentimento (TA, para menores de 18 anos) e TCLE do responsavel.

Para estimar o tamanho amostral, utilizamos o software StatCalc — Population survey
(Epiinfo v.7.2.3.1, CDC, Atlanta, EUA). Considerando que a populacdo da area de estudo em
Piraja é de 2.500 habitantes, de acordo com o censo domiciliar realizado pela nossa equipe em
2019; a prevaléncia de esquistossomose encontrada no estudo piloto foi de 5,0% (margem de
erro de 5%) e efeito de desenho e agrupamento iguais a 1 (um), o tamanho amostral variou de
31 a 258 participantes, sendo 71 o tamanho ideal para o calculo do intervalo de confianca de
95% (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho amostral para o estudo descritivo de acordo com
o intervalo de confianca (IC).

Tamanho do Tamanho da

IC (%)

grupamento amostra
80 31 31
90 50 50
95 71 71
97 86 86
99 120 120
99,9 190 190
99,99 258 258

Fonte: Elaborado pela autora
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Para o estudo de associagdo, o tamanho amostral foi estimado pelo software StatCalc —
Unmatched Case Control (Epiinfo v.7.2.3.1, CDC, Atlanta, EUA). Assumindo-se um nivel de
significancia de 5%, poder 80%, proporcéo de casos e controles 1, variando a odds ratio de 0,2
a5 e a frequéncia de expostos no grupo caso de 2% a 25%, o tamanho amostral variou de 32 a
4.244 conforme o método de Fleiss com correcdo de continuidade (Tabela 2). Perdas esperadas
de até 50% reduzem o poder do estudo, mas ndo devem comprometer a representatividade da

amostra desde que ocorram de forma aleatdria.

Tabela 2 - Nimero de casos necessarios para realizacdo do estudo de associagao.

Percentagem de OR
exposicido 0.2 0.5 1.5 2 5
2 855 2572 4244 1323 184
5 34 1.043 1.774 550 82
10 170 534 957 307 49
15 114 365 657 225 38
25 68 233 490 165 32

Fonte: Elaborado pela autora

OR = odds ratio.

Os critérios de inclusdo para a selecdo da amostra foram: residir na area selecionada
durante a realizacdo do estudo, ser maior de 2 anos, ambos 0s sexos e consentir formalmente
em participar do estudo com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) pelo proprio participante ou seu responsavel legal. E como critérios de exclusdo:
aqueles que tenham se mudado da area durante o processo de recolhimento de dados, sem dados
epidemiolégicos e/ou parasitoldgicos.

Definigéo de caso:

- Casos positivos de infecgéo por S. mansoni ou outro geo-helminto — foram considerados casos
positivos aqueles participantes em que foi observado a presenca de ovos viaveis do helminto
correspondente em pelo menos uma lamina de Kato-Katz de uma das amostras de fezes;

- Caso negativo - foram considerados casos negativos aqueles participantes em que néo
foi observado a presenca de ovos de S. mansoni ou outro geo-helmintos em nenhuma das

laminas.
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4.3.3 Georreferenciamento e censo domiciliar

A partir de imagens aéreas obtidas através do software Google Earth, delimitamos
quarteirdes e, posteriormente, georreferenciamos os dados utilizando o software QGIS (v.
3.12.3, QGIS development team). Em paralelo, em janeiro de 2019, visitamos a comunidade e
iniciamos o censo domiciliar, identificamos os imoveis em cada quarteirdo e registramos o
nimero de moradores e 0 nome do(a) chefe da casa. Nesse momento, aproveitamos para
divulgar o projeto utilizando um folder educativo. Detectamos 2.500 potenciais participantes

na area delimitada.

4.3.4 Inquérito epidemiologico

Foi realizada uma visita domiciliar, entre fevereiro e margo de 2019, na qual foram
entrevistados os moradores utilizando um questionario com perguntas sociodemograficas e
comportamentais relacionadas ao risco a infeccdo por S. mansoni (Apéndice I11). O(A) chefe
da casa, além desse questionario, respondeu também a um outro questionario (Apéndice V)
com perguntas relacionadas a residéncia, a fim de identificar o status socioeconémico da
familia.

Os questionarios foram aplicados pela equipe de campo, composta por um coordenador
colaborador da pesquisa e moradores da comunidade treinados no uso dos equipamentos e nos
principios basicos de bioética em pesquisas em seres humanos. Os dados foram registrados
diretamente no banco de dados, armazenado no software REDCap, com o auxilio de tablets e
acompanhados pelo gerente do banco de dados, conferindo as informagdes com o proprio

entrevistador quando necessario.

4.3.5 Inquérito parasitoldgico, tratamento e exames de revisao

Para aumentar a sensibilidade do teste, até trés amostras de fezes foram coletas em dias
diferentes para realizacao de exame parasitologico, analisando 1 lamina por amostra. Visando
manter a representatividade dos ovos eliminados nas fezes para as analises de genética de
populacédo, foram utilizados potes plésticos com tampa com capacidade de 500 g. Os coletores
foram devolvidos em sacos opacos para evitar constrangimento dos participantes. A equipe de

campo passou em torno de uma semana em cada regido/quarteirdo da area do estudo fazendo a
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captacdo das amostras. O pote correspondente a amostra seguinte s foi entregue mediante
entrega da amostra anterior, para nao haver confusao com a identificacao dos potes.

Ao fim do inquérito parasitologico, que ocorreu entre abril e junho de 2019, os casos
positivos para S. mansoni foram tratados com praziquantel de acordo com as dosagens
recomendadas pelo Ministério da Satde (2014) para adultos (50 mg/kg) e criancas (60 mg/kg).
Os casos positivos para outras geo-helmintiases foram tratados com albendazol de acordo com
o recomendado pelo Ministério da Saude. O tratamento foi realizado em julho de 2019, de
forma assistida pelo médico e coordenador da equipe de pesquisa no auditorio do Centro de
Cidadania e Cultura de Piraja, no Parque S&o Bartolomeu, local mais acessivel aos moradores.
Os participantes que ndo foram ao Centro para o tratamento receberam o medicamento no
domicilio.

Trinta dias apOs o tratamento, para verificar sua eficacia, os participantes foram
convocados em agosto de 2019 para realizar o exame de revisdo. Para aqueles que

permaneceram positivos, foi realizado o tratamento novamente.

4.3.6 Transporte, processamento das amostras e exame parasitologico de fezes

As amostras coletadas foram transportadas em uma caixa térmica, do campo para o
Laboratorio de Parasitologia Clinica da Escola Bahiana de Medicina e Salde Publica, pelo
coordenador da equipe de campo. No referido laboratdrio, os potes foram pesados em uma
balanca digital e realizado o exame parasitoldgico utilizando o método Kato-Katz seguindo-se
as orientacdes do fabricante. Os resultados foram registrados no caderno de laboratorio como
positivo ou negativo para cada helminto e a carga parasitaria com contagem do numero de ovos
por gramas de fezes foi estimada para S. mansoni (KATZ, CHAVES, PELLEGRINO, 1972).

4.3.7 Purificacdo dos ovos de S. mansoni

As amostras diagnosticadas positivas para S. mansoni passaram pelo processo de
purificacdo dos ovos ja padronizado pela equipe (BLANTON et al., 2011), no qual sdo
liquefeitas em 200 ml de salina a 2,0%, para evitar a eclosdo dos ovos, com o auxilio de um
liquidificador comum. Em seguida, essas amostras passaram por um sistema de peneiras e
malhas com poros que variam de 300 um a 55 pum, posicionadas em ordem decrescente,

acumulando os ovos de S. mansoni na Gltima malha, de poros menores. O contetdo dessa malha
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foi entdo despejado em um célice com salina a 2%, utilizando um pulverizador, para
sedimentacdo. Apos sedimentados os ovos no fundo do calice, o sobrenadante foi descartado e
o0 sedimento despejado em tubos de 15 ml, submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a, no
minimo, 2.000 rpm (ou 1300 xg), concentrando os ovos do parasito em 5 ml. A amostra final,
ja concentrada, foi armazenada em tubo Falcon de 15 ml a -20 °C até o momento da realizacao
da extracdo de DNA gendmico.

4.3.8 Extracdo de DNA e genotipagem

Para a extracdo do DNA genémico do parasito, apds descongeladas as amostras, foi
adicionado ao concentrado de ovos purificados 5 ml de tampdo de lise (1:1), composto por NaCl
50 mM, Tris-HCI 100 MM — pH 7,5, EDTA 10 mM e SDS a 1%, e misturado em vortéx por 15
segundos e colocado em banho-maria por 30 minutos a 37 °C. A partir dai, foi utilizado o
protocolo de fenol-cloroférmio ja padronizado. Para remover inibidores da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), as amostras passaram por duas rodadas de purificacdo utilizando brometo
de cetiltrimetilamonio (CTAB) (AUSUBEL et al., 1987).

As amostras foram genotipadas utilizando 15 marcadores microssatélites ja descritos na
literatura (DURAND; SIRE; THERON, 2000; CURTIS et al., 2001; CORDEIRO; MORAES,
2002; SILVA; LIU; BLANTON, 2006; BLANTON et al., 2011) (Quadro 1). Foi realizada uma
PCR convencional em duplicata com 2uL dos 200uL de volume total da amostra de DNA do
parasito com cada conjunto de 15 pares de primers para amplificar seus locus de microssatélites
correspondentes (KOVACH et al., 2021). O DNA amplificado foi combinado, de acordo com
a variacdo de tamanho de nucleotideos e fluorescéncia, e submetido a eletroforese capilar e
gonotipagem num SeqStudio-3200 Genetic Analyzer (ThermoFisher, Carlsbad, CA, USA). Os
picos foram analisados com o software Peak Scanner versdo 2.0 na estagéo de trabalho online
(ThermoFisher, Carlsbad, CA, USA). Foram eliminadas duplicatas ndo correspondentes, picos
fora das conformidades do modelo de mutacdo gradual e picos de altura <100 pixels. O D de
Jost entre as repeticGes foi calculado e, quando este era > 0,01, eles foram reexaminados ou
eliminados (SILVA et al., 2020). As frequéncias de alelos foram calculadas com base na razéo
entre as alturas dos picos individuais e a soma das alturas dos picos para cada locus dos
microssatélites (BARBOSA et al., 2016)



Quadro 1 - Marcadores microssatélites utilizados nesse estudo.

oL . _ Tamanho N.d P
Locus Sequéncia do primer 5°— 3° Posicio” Repeticio Cro. € Referéncia
ph)” acesso
T GA ATTAT! 5812 5812 TA- LIU-
cmms? F: GAAGGTCATTATATTCGTC 5812468..5812483 (CAAA) 339 3 HE601626.2 (S]l_\. A _LFL :
R GTTGAAATCTATACAG 5812706..5812688 } BLANTON, 2006)
- A S K, K, ; A S ’) ’) TA- 7-
cmms13 F: GGCGAAGACGACGGAGAAG 3?4_4?86__3?4_4894 (ATA), 189 3 HE601626.2 (S]l_\ A _LFL :
R: GTAATGTATAAATAGGG 37424974.37424958 BLANTON. 2006)
smms16 F: CACCCATTGTCTTAAAACC 843?4036..84334[})4 (TTA) 375 1 HEG601624.2 (SH__\-'A;_L].'L;
R: GATGTCACACCCTC 84354260..84354247 BLANTON, 2006)
smms3 F: GGTCAACAGCAATATCAGC 10148031..10148[}89 (TAA), 136 s HE601628.2 (SU__\-'A;_L].'L;
R: GATCATCTTCATGACGTCG 10148256..10148238 BLANTON, 2006)
S CTAAS ! 2 22 TA- LIU:
cmms17 F: CTAAAGCTGGGCACC 13890206..13820220 (AAT), 292 3 HE601626.2 (S]l_\. Az_LfL :
R: CATTTCCCATCTTCAAC 13890497_.13890481 BLANTON. 2006)
2 AAACAC ’) ') TA- -
smms18 F: GTTGGAAACACATTGGGC 10239664..1023%681 (ATT), 198 6 HE601629 2 (S]l_\ A _LFL :
R: CACCTCAACACCTATG 10239861..1023%846 BLANTON, 2006)
smms21 F: GGTACTAGTGGTTGAATAC 6400961 ..6—‘1-0[}9?5: (TAA) 181 3 HE601626.2 (S]IL_\-‘A; _L].'L :
R: GGTTGTCTGTCGTCCCC 6401141..6401125 BLANTON, 2006)
- ! ! 532 532
smda23 F: CCTGGTCCTACGTTGTAGCTG 1?3_9880__123_99[][] (TCTA), 207 5 HE601628.2 (CURTIS et al..
R ACTTGACCTTATTCCCCTTTCC 15330086..15330067 2001b)
- . AL . . 75 ? 75 . J J
sm13478 F: ACAGTGGCTAACTGACTACG C 64_?468___64_34?01 (ATT); 236 1 HE601624.2 (BLANTON et al.,
R: CAGGAATTTGTATTGTTCTGCTGT | 64254917 64254893 2011)
118a F: GCTTCTTCGTTGCCACACTC 34361657..3436167a (TAA), 164 4 HE601627.2 (BLANK et al.,
R: GGCTTCAGTCGTCGIGTTC 34361820..34361802 2010)
- ! A 582 2 ANTON
20662 F: ACTGCCCTATTCCTAACTGGC 319963?..319966& (TGA)q 171 4 HE601627.2 (BLANTON et al.,
R ACATCCAGCTGACGAGTCC 31996752..31996734 2011)
- . AL S87 7 . J J
<mu31768 F: ACTGCCCTATTCCTAACTGGC 319963?..319966& (TGA); 171 4 HE601627 2 (BLANTON et al.,
R: ACATCCAGCTGACGAGTCC 31996752..31996734 2011)
- A AL A A ’) 7 7
lg3_sc36b F: AAGCCTGACATGAACTAACG 1[}_819_?..10_819%6 (AGT), 244 5 HE601625.2 (CRISCIONE et al.,
- R:TGTCGCTTTTGAAACAACT 10282170..10282152 2009)
- . A S A L 5 53 5 )
sc23b F: GTTATTGTGGAAGGAACTGG 3819033..3819[}?_ (ATA) 500 s HE601628.2 (CRISCIONE et al.
R: GAATCCTACTCAGCCTACTTTG 5819252.5819231 2009)
<md?2s F: TATTCACAGTAGTAGGCG 34376467.34376484 (GTT); 278 3 HE601626.2 (DL"J?AI\T_); SIRE:
R: CATCACCATCAATCACTC 34376694..34376677 THERON. 2000)

2Sequéncias identificadas diretamente no cromossomo sequenciado disponivel no GenBank.
P Pares de base
Fonte: Elaborado pela autora

39
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4.4 ANALISE DOS DADOS

As caracteristicas basicas dos participantes foram expressas sob a forma de porcentagem
ou atraves da média e desvio padrdo. Como medida de associa¢do por infeccdo por S. mansoni,
utilizamos o Odds ratio (OR) acompanhado de intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Para
comparar proporc¢des, 0 metodo de qui-quadrado (corrigido por Yates) foi utilizado ou o teste
exato de Fisher, quando recomendado. Para comparar as variaveis quantitativas, utilizamos o
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. As medidas de associagcdo foram consideradas
estatisticamente significante com o valor de p < 0,05. As variaveis que apresentaram associa¢do
estatisticamente significante foram reanalisadas utilizando o modelo multivariado de regressédo
logistica. Todas as analises estatisticas foram realizadas no software Epi Info 7.

A andlise de diferenciacdo populacional e diversidade foi realizada a partir das
frequéncias alélicas usando-se os indices D de Jost e Ne, respectivamente. Foram calculados o
Di, para comparar as infrapopulacdes em pares e o Dic, para analisar a contribuicdo de cada
infrapopulacéo para a populagdo componente. Para os célculos do D de Jost foi utilizado o
software SpadeR (disponivel em https://chao.shinyapps.io/SpadeR/) e o Ne pelo software
MLNe 1.0 (WANG; WHITLOCK, 2003).

4.5 ASPECTOS ETICOS

Este estudo possui risco minimo relacionado a confidencialidade dos dados. Para
assegurar o sigilo, os dados foram armazenados em sistema de banco de dados protegido por
senha e com acesso restrito aos membros da pesquisa.

Todos os participantes do estudo passaram pelo processo de consentimento e o firmaram
atraveés da assinatura ou impressao digital do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Os participantes menores de 18 anos, que assinaram o termo de assentimento, foram
autorizados a participar do estudo por seus respectivos responsaveis legais, que registraram
consentimento no TCLE.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo
Cruz, Bahia (CEP — FIOCRUZ) com o n. 42424915.9.0000.0040.



41

5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO AMBIENTAL

As coletas de agua e caramujo foram realizadas trés vezes e foram interrompidas em
2020 em decorréncia da pandemia da COVID-19. Os meses em que houve coleta foram junho
e setembro de 2019 e fevereiro de 2020.

Os dados fisico-quimicos e microbiolégicos analisados dos pontos de coleta estdo
representados na Tabela 3. As aguas de superficie estudadas apresentaram uma média de pH ao
longo do periodo das coletas entre neutro a levemente &cido, com baixas concentragdes de
oxigénio dissolvido, exceto P2. O P2 corresponde a um cérrego proximo a um campo de futebol.
Possivelmente, a maior concentracdo de oxigénio dissolvido nesse local é devido a proximidade
com uma cachoeira e a queda d’agua da barragem que ficam a montante cerca de 20 m e 120
m, respectivamente.

Dos cinco pontos de coleta, 4 (80%) apresentaram presenca de coliformes acima do
esperado pelas normas do CONAMA (< 200 UFC/100 ml) para aguas de recreagdo: P1
corresponde ao lago formado pela Represa do Cobre, que € o local mais frequentado em geral
pelos participantes do estudo; P2 corresponde a uma cachoeira proxima ao campo de futebol;
P4 a cachoeira de Nand, onde ocorrem cultos de matriz africana; e P3 corresponde a vala da
Baixa da Fonte, um esgoto a céu aberto que desemboca no rio do Cobre. Apenas o ponto da
Fonte ndo apresentou coliformes. Este € um minadouro de &gua cristalina utilizado por alguns

moradores para consumo, mas que esta sob risco de contaminacédo pela proximidade a esgotos.
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Tabela 3 - Dados fisico-quimicos e microbioldgicos da 4gua por ponto de coleta em Piraja, média dos pardmetros de junho e setembro de 2019 e fevereiro de
2020.

Pl P2 Fonte
— Todos
Caracteristicas
Data VR Meédia DP Meédia DP Média DP Média DP
Dados fisico-quimicos
Temperatura (°C) 28,40 1,93 26,60 121 26.00 0.00 26.90 1.41
pH 6,0 2 9,0 6,47 0.70 6,77 1,10 5.03 0.21 6,23 0,99
Oxigénio dissolvido (mg/L) =6 mg/L 4.94 0,94 27,55 39.41 1.51 0,16 9.66 20,05
Dados microbiolégicos
N. coliformes totais (UFC/100 mL) =200 UFC/100 mL 255333 51394 94400 425211 102400 878654 60400 329582 (.00 0.00 563467 563223
N. E. celi (UFC/100 mL) 93330 11015 223333 285757 768667 1071329156333 115941 (.00 000 231533 512527
VR = valor de referéncia (CONAMA Res. 357 de 2005); DP = desvio padrio; nd = ndo determinado.

Fonte: Elaborado pela autora
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Além da contaminacédo fecal, foi observada a presenca do Biomphalaria sp. em trés
pontos (P2, P4 e Fonte), porém nenhum deles foi positivo para S. mansoni no teste de

eliminacdo classica de cercaria (Figura 10).

Legenda:
(@) Contaminagéo fecal Represa
@ Presenca de caramujo

7 Caramujo avistado uma Unica vez

Figura 10 - Contaminacdo fecal e presenca de Biomphalaria sp no Rio do Cobre e c6rregos
adjacentes (Fonte: este estudo). Cada "+" representa 10 vezes mais contaminagdo em termos
de coliformes totais por 100 ml. "X" significa que a &gua é inadequada para consumo e
recreacao.

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO

Dos 2.500 moradores que convidamos para participar do estudo, 2.011 participaram do
inquérito epidemioldgico (80%), dos quais 1.134 (56%) participaram do inquérito
parasitologico e entregaram pelo menos uma amostra de fezes para exame.

Como a perda nesta etapa foi considerada importante pela equipe do estudo, foi realizada
uma comparacdo de dados demogréficos (sexo e idade) entre os individuos que participaram
do inquérito parasitoldgico e aqueles que ndo participaram, constatando uma perda significativa

de adultos jovens do sexo masculino (Tabela 4).
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Tabela 4 - Comparacdo entre o grupo de participantes do inquérito parasitoldgico e as perdas.

Inquérito parasitologico n (%) ou media £ 5D

Caracteristicas Participantes 1.134 (56,4) Perdas 877 (43,6) Total 2.011 (100} wvalor de p
Sexo masculino 465 (41.1) 441 (50.2) 906 (45,00 < (,0000
Média de idade (anos) 5D 336210 2712+174 308 £197 < 0,0000

Fonte: Elaborado pela autora

Do total de participantes que entregaram pelo menos uma amostra, 41% séo do sexo
masculino, com idade média de 33,6 anos + 21 anos, sendo a grande maioria (83%) natural de
Salvador. A média da porcentagem do tempo de vida em Salvador foi alta (87,8%) e apenas
uma pequena parcela dos moradores tem histérico de viagem no ultimo ano (20%). Em relagédo
a classe social, nenhum morador pertence a classe A, poucos sdo classe B (3%) e a grande
maioria sdo C, D ou E (97%). Diferente do que foi observado na visita ao campo, onde as casas
apresentavam esgoto a céu aberto ou comunicando com as aguas do rio do Cobre, quase todos
os moradores afirmaram ter esgotamento com fossa séptica ou ligado a rede de esgoto da cidade
(99%) e banheiro interno (99%). Todos afirmaram ter acesso a agua encanada tratada (100%)
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracteristicas dos participantes do estudo.

Caracteristicas Pirajd 2019
n % or Média £+ 5D
Total 1.134
Sexo Masculino 465 41
Idade 33.6+21.0
Mascidos em Satvador 940 83
%% Vida em Salvador 87.8x225
Residencia em outros municipios 94 8
WViajou no ano anterior 219 20
Teve contato com aguas 58 27
SSE Classe B 33 3
Classe C 577 51
Classe D/E 522 46
Agua encanada 1.127 100
Banheiro 1.118 a9
Esgotamento Fossa septica’esgoto 1.120 a9
Rio/a céu aberto 12 1
Prevaléncia de infeccio 62 5.5

Intensidade, ovos por grama de fezes (opg)*® 348 +407
Total varia de acordo com a disponibilidade de dados. Porcentagem € uma
estinativa sobre esse total
* Intensidade de infeccio calculada a partir de media geometrica
DP = Desvio padrio. SSE = status socioecondmico (Critério Brasil 2019).

Fonte: Elaborado pela autora

5.3 INFECCAO POR Schistosoma mansoni E FATORES ASSOCIADOS

A infeccdo por S. mansoni foi detectada em 62 participantes, o que corresponde a uma
prevaléncia de 5,5% (1C95% 4,2% - 7,0%). A média geomeétrica da intensidade de infec¢éo foi
de 34,8 (24 — 976) ovos por grama de fezes (opg). Todos os participantes foram devidamente
tratados. Na revisdo, apenas um caso permaneceu positivo para S. mansoni ap0s o tratamento,
mas o participante havia apresentado um episodio de émese e, por isso, 0 tratamento néo foi
concluido corretamente. Apos a revisdo, o participante foi medicado novamente e ndo foi

possivel realizar uma segunda revisao deste caso.
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Graéfico 2 - Carga parasitaria e prevaléncia por idade e sexo em Piraja 2019.
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Fonte: Elaborado pela autora

No Grafico 2 apresentamos a distribuicdo dos casos de infec¢do por S. mansoni e a carga
parasitaria por faixa etéria e sexo. A prevaléncia de S. mansoni foi mais elevada nas faixas
etarias de 21-30 anos e 31-40 anos (8,7% e 11,6% respectivamente), em contrapartida, a carga
parasitaria foi mais elevada nas faixas etarias de 61-70 anos e +70 anos. Em quase todas as
faixas etarias os homens apresentaram uma prevaléncia pelo menos duas vezes maior que as
mulheres. Idade média > 20 anos foi associada com significancia estatistica a infeccéo pelo S.
mansoni (OR = 2,4) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Caracteristicas associadas a infeccdo por S. mansoni (N=1.134).

Univariivel® Multivariavel ™™
Caracteristicas OR (95% IC) OR (95%I0C)
Sexo masculino 3.0 1.7-5.1 3.0 1.7-54
> 20 anos de idade 24 1.2-47 3.5 1.7-73
MNatural Salvador 2.0 08-47 ns ns
% Vida em Salvador - - 1.6 12-20
Eesidéncia em outros mumnicipios 0.7 03-21 ns ns
WViajou no ano anterior 0.4 0,1-09 0.3 0.1-07
Teve contato com aguas 19 03-114 ns ns
SSEDE~wsB/'C 14 09-24 ns ns
Esgotamento 0.6 0.1-49 ns ns
Contato com aguat 3.4 19-60 2.7 10-628
Pla - Represa do Cobre 2.8 1.7-48 2.2 12-39
Plb - Sete Quedas 3.5 20-60 22 1.2-40
P2 - Corrego do Campo 22 1.2-42 1.3 06-27
P3 - Vala da Baixa da Fonte 1.7 04-73 ns ns
P4 - Cachoeira de Nani 86 36-208 69 27-178
Tipo de contato
Erincar 2.6 15-453 0.8 0.4-20
Caminhar na agua 3.2 18-55 13 06-28
Lavar roupa 4.5 1.2-164 2.9 0.7-126
Pesca 3.2 1.8-60 0.9 04-19
Trabalho 2.1 05-92 ns ns
Frequéncia > 7 vezes por semana 3.3 19-58 13 0.2-26
Duracéo > 1 hora 33 19-59 1.5 0.7-3.1

P - Ponto de contato com agua; *OR calculado por produto cruzado;
**REegressdo logistica inchuindo todas as variaveis significantes em analise
univariada; ns - ndo significante; "-" hifen - comparacio ndo realizada.

Fonte: Elaborado pela autora

As variaveis naturalidade, porcentagem de vida em Salvador e residéncia em outros
municipios ndo apresentaram significancia, no entanto, a variavel relacionada a viagem no ano
anterior se apresentou como um fator estatisticamente protetor (OR = 0,4). Corroborando com
esse dado, ter contato com &gua durante essas viagens ndo apresentou significancia.

No que diz respeito as classes sociais, ndo foi encontrada uma relagcdo com a infecgéo,

apesar da prevaléncia ser maior nas classes D/E. Isso foi observado também nas varidveis agua
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encanada, banheiro e esgotamento, que ndo apresentaram significancia, mas tem uma maior
prevaléncia dentre aqueles que ndo tem acesso a tais servigos.

Agueles que tiveram contato com agua apresentaram maior chance de risco de infec¢éo
por S. mansoni (OR = 3,4), com efeito variado no contato com P1 (OR = 2,8), a represa do
Cobre; P1b (OR = 3,5), a queda da represa, P2 (OR =2,2) e P4 (OR = 8,6). Apenas 0 contato
com P3, apesar de se apresentar altamente contaminado por coliformes, ndo foi associado com
infeccdo pelo S. mansoni.

Em relacdo aos motivos que levam o individuo a ter contato com esses pontos, as
variaveis brincar, caminhar na agua, lavar roupa e pesca se apresentaram significantes apenas
na analise univariada, sendo a variavel caminhar na agua a de maior relevancia estatistica. Pegar
agua e trabalho ndo mostraram significancia. A maior frequéncia e duracdo do contato com
agua no rio do Cobre se mostraram significativamente associados a infec¢do por S. mansoni
(OR = 3,3 em ambos). As varidveis sexo, idade > 20 anos e contato com dgua mantiveram-se

associadas com infec¢do por S. mansoni em analise multivariada.

(A) Participantes do estudo

(B) Casos positivos de SM (C) Prevaléncia

Figura 11 - Densidade de Kernel. (A) Distribuicdo da populacdo do estudo (N=1.134). (B)
Distribuicdo dos casos positivos para S. mansoni. (C) Distribuicdo da prevaléncia de infeccdo por
Schistosoma mansoni.

Fonte: Adaptado de (GOOGLE, [s.d.])

A Figura 11 (A) mostra a distribuicdo da populacgdo do estudo, onde podemos perceber
uma maior concentracdo da populacdo na regido oeste da area, que corresponde a uma regiao
onde ha um conjunto de prédios residenciais. Quando observamos a distribuicdo dos casos
positivos para S. mansoni (B), € notavel que ha muitos casos nessa regido de maior densidade
demogréfica. O ponto mais proximo dessa area é o P4, a Cachoeira de Nand. Ao analisar a
distribuicdo da prevaléncia em cada regido da area de estudo (C), € possivel perceber que a

distribuicdo dos casos € homogénea.



50

5.4. GENETICA DE POPULACAO DO PARASITO

Do total de 62 participantes infectados por S. mansoni, 51 infrapopulacdes (82,3%)
foram genotipadas com sucesso em mais de 50% dos 15 microssatélites analisados. Onze
amostras ndo foram analisadas, seja por inibi¢cdo da PCR ou por dificuldade em determinar as
frequéncias alélicas. Os indices de diferenciacdo por microssatélite e a media global da
populacdo componente de Pirajd estdo descritos na Tabela 7. A média dos indices de
diferenciacdo das infrapopulagdes (Di = 0,22) e das infrapopulagdes sobre a populagéo

componente (Dic = 0,14) sdo moderadas.

Tabela 7 - Indice de diferenciagdo das infrapopulacdes (Di) e das
infrapopulagdes sobre a populacdo componente (Dic) de S. mansoni
identificadas em Piraja, 2019.

Locus Di Dic

1F8A 0.13 0.07
SMU31768 0.25 0.15
SMMS2 0.31 0.27
SMMS13 0.31 0.20
296A 0.08 0.04
SC23B 0.17 0.14
SM13-478 0.21 0.12
SMMS17 0.08 0.04
SMMS3 0.27 0.15
SMDAZ23 0.44 0.28
LG5 SC36B 0.12 0.06
SMMS21 0.40 0.29
SMD28 0.05 0.02
SMMS18 0.46 0.30
SMMS16 0.29 0.16
Média 0.22 0.14

Diferenciacéo: <0,05 sem diferenciacdo; 0,05-0,25 considerada moderada e >
0,25 como alta diferenciacdo. Em negrito sdo mostrados marcadores com alto
Di e Dic.

Fonte: Elaborado pela autora

Foi feita uma analise comparativa entre o Dic e as variaveis sexo, idade, histérico de
viagem no ano anterior, contato com agua durante a viagem, e com cada um dos pontos de
contato com &gua em Piraja. Ndo foi observada relacdo estatisticamente significativa com
nenhuma das variaveis (dados ndo apresentados). Na analise de diversidade, o Ne obtido foi

38.197, que é um numero imensuravel para nossos computadores.
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6 DISCUSSAO

Mesmo com todo avanco alcangado no controle da esquistossomose, milhdes de pessoas
em todo o mundo se encontram em risco de adoecer, principalmente aquelas que vivem em
condigbes mais vulneraveis de moradia (WHO, 2010). E possivel observar no mapa de
distribuicdo da doenga no mundo (Figura 3) uma divisdo clara entre 0os paises com maior
desenvolvimento econdmico e social, que ndo apresentam casos da doenca, e 0S paises com
menor desenvolvimento econémico e social, onde a transmissdo ocorre. Essa diviséo evidencia
algo que vem sendo percebido ha algum tempo. N&o é a esquistossomose que é negligenciada,
e sim aqueles acometidos por ela, a quem néo se fornece condi¢des adequadas de vida (PINTO,
2014; SAUCHA; SILVA; AMORIM, 2015; XIMENES et al., 2003).

A urbanizacdo acelerada, iniciada pelo éxodo rural, causa um grande impacto no meio
ambiente, criando espacos urbanos com infraestrutura precéria que expde os moradores a
situacdes de risco para doencas infecciosas. Esse processo migratorio sozinho, apesar de ter
sido muito importante no passado, ndo é responsavel pela persisténcia e disseminacdo do S.
mansoni na area urbana. Com a urbanizacdo acelerada e desordenada, o surgimento de areas
com infraestrutura inadequada e péssimas condicdes de vida é inevitavel (ALVES; MARRA,
2009; GOMES et al., 2021; SILVA, 1985).

Essas condicdes, ideais para a persisténcia da esquistossomose, sdo facilmente observadas
na area estudada. Em Piraja, ha diversos pontos onde é possivel observar o despejo de esgoto
da comunidade sem tratamento diretamente no rio do Cobre. E a presenca do caramujo
hospedeiro, Biomphalaria sp., liberando cercarias do S. mansoni, ja vem sendo relatado por
estudos anteriores (GUIMARAES, 2017; ZANARDI, 2018). No que diz respeito aos dados
fisico-quimicos dos pontos de coleta de agua, a maioria dos parametros analisados (pH,
temperatura e oxigénio dissolvido) estdo de acordo com o que a literatura indica como as
condicdes ideais para o desenvolvimento e reproducdo do caramujo (BRANCO; MATHEUS,
1983; GAZIN et al., 2000; SILVA, 2004; WATANABE, 2000).

Foi observado a presenca do caramujo hospedeiro em metade dos pontos coletados, sendo
esses 0s mais frequentados pela comunidade para lazer e praticas religiosas, especialmente de
religiGes de matrizes africanas. No ponto da Fonte, que é um minadouro de agua cristalina usado
por alguns moradores para consumo e afins, foi observado apenas um caramujo em um dia de
coleta. Sabendo que esse ponto fica muito proximo a uma saida de esgoto, vale sinalizar a

importancia de manté-lo sob monitoramento, mesmo ndo sendo detectada contaminacao por
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coliformes. Quanto aos pontos onde n&o foi notada a presenga do Biomphalaria sp., o ponto P1
é uma represa e o dificil acesso ao local de coleta pode ter prejudicado a observacdo de
caramujos. Ja o ponto P3, é um ambiente praticamente inabitavel para o Biomphalaria sp., por
ser um ponto tomado por matéria organica e extremamente contaminado por coliformes
(WATANABE, 2000).

A prevaléncia de infeccdo por S. mansoni entre os participantes do estudo foi de 5,5%,
mais de cinco vezes maior que a média nacional de 1,0%, e duas vezes maior que a estimativa
para o estado da Bahia de 2,1%, apurado no mais recente inquérito nacional (KATZ, 2018).
Ainda assim, essa prevaléncia esta de acordo com a esperada para Salvador, que, segundo o
DATASUS, varia entre 2 e 5% (DATASUS, 2014). No entanto, a subestimagdo de casos
positivos é, até entdo, um obstaculo persistente e as tentativas de estimar a real prevaléncia
demonstram que essa subestimacdo é surpreendentemente grande. Assim, a prevaléncia de
infeccdo por S. mansoni em Piraja e as estimativas nacionais, estaduais e municipais s&o,
provavelmente muito mais elevadas (DE VLAS; GRYSEELS, 1992).

Quando estratificada por faixa etaria e sexo, a prevaléncia se apresentou maior entre
homens adultos acima de 20 anos e a carga parasitaria foi maior entre os homens idosos (> 60
anos), ambas as variaveis sexo e idade apresentaram significancia no estudo de associacéo.
Normalmente, a prevaléncia e a carga parasitaria sao maiores entre criancas e adolescentes
(GRYSEELS et al., 2006), mas como o humero de homens acima de 60 anos é pequeno quando
comparado as outras faixas etarias, € dificil dizer se isso representa o perfil da transmissao da
esquistossomose em Piraja. Levando em conta a violéncia que a cidade de Salvador tem
enfrentado ao longo do tempo (DANTAS et al., 2019), as criangas provavelmente sdo mantidas
mais proximas de casa e assim longe dos pontos de contato com agua. Além disso, vale chamar
atencdo para a questdo da cronicidade da doenca, que pode ter sido adquirida anteriormente e o
participante foi diagnosticado apenas agora. Considerando as limita¢cbes do método e a perda
significativa que tivemos de participantes do sexo masculino e jovens adultos, & muito provéavel
que a prevaléncia esteja sendo subestimada.

Os tipos de contato que apresentaram significancia estatistica (brincar, caminhar na agua,
lavar roupa e pesca) estdo mais relacionados a atividades recreativas, com excec¢édo da variavel
lavar roupa. Diferente de outros estudos, onde os pontos de contato ficam dispostos em meio a
comunidade e h& maior concentragdo de casos proximo aos pontos de contato com agua, em
Piraja os pontos de contato ficam mais distantes das residéncias (LIMA; COSTA et al., 1991,
CLENNON et al., 2004; MATTHYS et al., 2007; BLANTON et al., 2015a; BARBOSA et al.,
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2016a). Sugere-se, portanto, que a comunidade ndo se infecta durante a rotina diaria de
deslocamento e atividades gerais, mas sim durante a pratica de atividades recreativas. Por isso
vale salientar que, apesar de haver um maior niumero de casos préximos a Cachoeira de Nana,
P4, o risco de infeccdo ndo € maior nesse ponto por questdes relacionadas as suas caracteristicas
fisicas, quimicas e afins. Os moradores dessa regido devem frequenta-lo com maior constancia
por estar mais proximo de suas residéncias ou por outro motivo cultural que ndo foi sinalizado.
(Figura 11). Outra questdo que precisa ser destacada é que, nao foi observado uma tendéncia
de concentracdo de casos positivos mais proximos ao rio.

Além disso, as variaveis relativas a frequéncia e duracdo do contato com &gua
demonstraram significancia. Os individuos que frequentam o rio do Cobre mais de sete vezes
por semana e mantem o contato por mais de uma hora tém mais chances de adquirir a infeccéo
por S. mansoni. Alguns dos tipos de contato também apresentaram significancia, mas o que foi
observado é que, na verdade, a frequéncia e a duragdo do contato sdo mais relevantes ao risco
de infecgdo por S. mansoni do que o tipo de atividade exercida, assim como encontrado na
literatura (GAZZINELLI et al., 2001).

As variaveis relacionadas a escolaridade, status socioecondmico, acesso a dgua, banheiro
e esgotamento sanitario ndo se mostraram relevantes na analise. 1sso acontece porque as
condigdes de vida da populacdo estudada s&o muito parecidas de forma geral. Por isso, ndo
tivemos a possibilidade de comparar como a qualidade de vida influencia a frequéncia e a
intensidade da infec¢do. Mas é sabido que existe uma relacdo entre esses fatores e a infecgédo
pelo tremat6deo (COURA-FILHO, 1997; XIMENES et al., 2003).

Né&o termos encontrado relacdo significativa entre % de vida em Salvador, naturalidade,
residéncia em outros municipios e a infec¢do por S. mansoni, indica que a infec¢do ocorreu em
Piraja. Viajar para fora de Salvador (viajou no ano anterior) se apresentou como protetora e ter
contato com agua durante a viagem ndo apresentou significancia. Isso ndo quer dizer
necessariamente que viajar para outros municipios proteja a populacdo do risco da infeccao, ao
invés disso, ela aponta o risco de viver em Salvador, particularmente no bairro de Piraja.

No estudo de genética de populagdes, o Di, que representa a diferenciacdo da
infrapopulacdo, quando baixo, pode indicar que 0s casos positivos estdo se infectando na
mesma area por possuirem estrutura genética semelhante (BARBOSA, 2013). Em dois vilarejos
em Ubaira, uma area rural no estado da Bahia, Blanton e colaboradores (2011) encontraram Di
moderados (0,082 e 0,122). O mesmo aconteceu num bairro vizinho a Piraja, Sdo Bartolomeu
(Di: 0,063) (BLANTON et al., 2015a). Ambas as localidades apresentavam caracteristicas de
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transmissao local, assim como o bairro de Piraja. Nesse estudo, foi encontrado uma média de
Di igual a 0,22, que é considerada moderada. O Dic representa a distancia genética entre o
individuo e a populacdo componente. Quando uma populacdo tem uma fonte de infeccédo
comum, é esperado gque a populacdo de parasitos formem um cluster. No caso de haver mais de
uma fonte de infeccéo, seriam encontrados mais de um cluster na analise, representando
diferentes populacGes componentes de parasitos, apresentando assim uma média de Dic alta.
Em Piraja, foi encontrado um Dic médio de 0,14, considerado moderado. Na analise
comparativa entre o Dic e as caracteristicas dos hospedeiros definitivos ndo foi observada
qualquer relacéo significante.

Para a andlise de diversidade, foi calculado o tamanho populacional minimo efetivo para
recompor a diversidade da populacdo de parasitos (Ne). Em outros dois bairros de Salvador,
Saramandaia (dados ndo publicados) e Sdo Bartolomeu (SILVA et al., 2020), no primeiro
inquérito parasitoldgico os valores de Ne encontrados foram respectivamente 30.502 e 19.342.
Em Piraja, o Ne foi igual a 38.197.

Os valores de Di e Dic mostram que existe uma diferenciacdo consideravel entre uma
infrapopulacéo e outra e moderada entre as infrapopulacdes e a populacdo componente de Piraja.
Essas pessoas podem ter sido expostas ao S. mansoni de forma muito variada e aleat6ria durante
0 tempo e isso pode ter um efeito muito grande no resultado de algumas analises. Os dados
epidemioldgicos ndo deixam ddvidas de que a transmissdo de S. mansoni em Piraja é local.
Entdo, considerando que a diversidade dos parasitos em Piraja € muito grande (Ne > 38.000) e
a carga parasitaria dos individuos infectados é baixa, as chances desses individuos estarem
infectados exatamente pelos mesmos genotipos é pequena, justificando as médias de Di e Dic
moderadas.

O controle da esquistossomose é geralmente feito através do tratamento periddico e em
massa das comunidades atingidas pela infeccdo. Mas alguns estudos sinalizam a necessidade
de implementar outras medidas mais eficazes na eliminacéo do parasito (CARMO; BARRETO,
1994; FAVRE et al.,, 2001; VASCONCELOS et al., 2009). Em S&o Bartolomeu, Silva e
colaboradores (2020) demonstraram que, apesar do praziquantel ser muito Gtil na diminuigdo
da prevaléncia, intervencdes infraestruturais e a melhora na condicdo de vida da comunidade
parece exercer um impacto maior ou igual na eliminacao da esquistossomose. Isso evidencia a
necessidade de ampliar e aprimorar as ag0es de controle da esquistossomose na cidade de
Salvador. IntervencBes na infraestrutura, fornecendo um saneamento bésico e servigo de

distribuicdo de agua de qualidade, somado ao tratamento dos infectados e a educacao em saude
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podem ajudar a eliminar a esquistossomose (GONZALEZ et al., 2021). Em Piraja, os
participantes declararam ter acesso a agua encanada e tratamento de esgoto, no entanto, as
medidas atualmente implementadas ndo parecem ser suficientemente eficazes e merecem maior
atencdo do governo e suas instituicbes de vigilancia. Enquanto houver comunidades
negligenciadas, sofrendo as consequéncias da invisibilidade social, o S. mansoni vai continuar
sendo um problema de salde publica.

A perda significativa de participantes, principalmente os homens adultos, que sdo o0 grupo
com maior numero de casos de infec¢cdo por S. mansoni, pode ter resultado numa prevaléncia
subestimada. Com o nimero de casos positivos menor que o esperado, o trabalho tem limitacGes
no poder de andlise no estudo de associacdo. E ainda, devido a baixa carga parasitaria dos
individuos infectados, ha o aumento da diferenciacdo da populacdo, o que numa area de
transmissdo local seria esperado que fosse baixo. Além disso, ndo foi possivel associar a
esquistossomose com condigOes socioecondmicas pelo fato de os participantes praticamente

pertencerem todos a mesma classe social, populagéo de baixa renda.
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7 CONCLUSAO

e A drea estudada no bairro de Piraja apresenta condigdes de risco para manter o ciclo
do S. mansoni (fatores bioecoldgicos, socioculturais e socioecolégicos), sendo um
foco da esquistossomose numa drea urbana.

e Piraja precisa de uma intervencao infraestrutural para melhorar a qualidade do
servico de esgoto e de investimento na educacdo pela cidadania direcionada a saude,
para auxiliar no controle da esquistossomose.

e E necessario retornar a Piraja para analisar os efeitos do tratamento na estrutura
populacional do parasito.

e Considerando as caracteristicas da regido, a possibilidade de reinfec¢do e a provavel
subestimacao da prevaléncia de infeccdo, é recomendado ao poder publico que faca

0 monitoramento constante do local.
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Apéndice | — Termo de consentimento livre e esclarecido

FUNDACAO OSWALDO CRUZ E CENTRO MEDICO HOSPITALAR UNIVERSITARIO
CASE

Titulo do Projeto: A influéncia da ecologia local em doencas transmitidas pela &gua

Investigadores Principais: Drs. Mitermayer Reis e Ronald Blanton

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido [Sub-estudos B, C e D]

Vocé/seu filho, a seguir designado por "vocé", esta sendo convidado a participar como
voluntério no projeto de pesquisa "A influéncia da ecologia local sobre doengas transmitidas
pela &gua" a ser realizado pela Fundagdo Oswaldo Cruz em colaboragcdo com a Case Western
Reserve University, EUA.

O objetivo desta pesquisa é contribuir para o entendimento da transmissdao de um verme
conhecido com xistosa (Schistosoma mansoni), causa da doenga conhecida como "barriga
d'agua"; e para identificar os individuos infectados que podem se beneficiar do tratamento com
medicamentos. O estudo também examinara saneamento e seu impacto na sadde.

Os procedimentos e exames que serdo realizados incluem: responder a questionario e coleta de
amostras de fezes em trés dias diferentes para a confirmacédo da infeccéo. Estes procedimentos
ndo envolvem qualquer risco para os participantes do estudo. Como beneficio, todos os
participantes que forem positivos nos exame de fezes para xistosa e outros vermes receberéo
um laudo e serdo tratados pelas autoridades locais. Conforme disponibilidade de recursos,
poderemos repetir os exames de fezes por um a trés anos. Assumimos 0 compromisso de
devolucdo seus resultados de exames e de encaminha-lo para tratamento pelo servico de saude.

Quaisquer davidas que vocé deseja perguntar sobre a pesquisa serdo respondidas. VVocé esta
livre para se recusar a participar, bem como para retirar 0 seu consentimento a qualquer
momento. Sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer
penalidade ou perda de beneficios.

Os investigadores sdo obrigados a ndo revelar sua identidade em qualquer circunstancia. Todos
os dados coletados e os resultados dos exames serdo mantidas em sigilo e sé serdo utilizados
para os fins desta pesquisa. Vocé ndo serd identificado em nenhuma publicacdo que possa
resultar deste estudo.

N&o ha custo para vocé para a participacdo neste estudo. Também néo estéd previsto nenhum
tipo de ressarcimento neste estudo. Toda a medicacdo para tratamento dos vermes sera
gratuitamente fornecido pelas autoridades locais de saude.
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Eu, abaixo assinado, declaro que concordo em participar / participagdo do meu filho neste
estudo. Recebi uma copia deste formulario de consentimento e me foi dada a oportunidade de
ler e resolver minhas davidas. Outra coOpia serd arquivada pelos pesquisadores para
comprovacao do consentimento.

Marque um “X” em participante ou guardido legal

Assinatura do participante ( )

Ou guardido legal ()
Impressao digital
do participante/

Nome do Participante (letra de forma) guardido legal do
estudo

Local e Data

Eu ouvi e compreendi este termo de consentimento. Minhas perguntas foram respondidas e
concordo voluntariamente que eu/ou paciente de quem eu sou legalmente responsavel participe
neste estudo.

Assinatura das testemunhas:

Assinatura do pesquisador responsavel: L ¥ N Y i
—

,’/4
Contato: Dr. Mitermayer G. dos Reis. Responsavel pela pesquisa. Tel.: (71) 3176-2265
Fax. (71) 3176-2289.
Dra. Theolis Costa Barbosa Bessa. Coordenadora CEP-FIOCRUZ Tel.: (71) 3176-2285.
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FUNDACAO OSWALDO CRUZ E CENTRO MEDICO HOSPITALAR UNIVERSITARIO
CASE

Titulo do Projeto: A influéncia da ecologia local em doencas transmitidas pela &gua

Investigadores Principais: Drs. Mitermayer Reis and Ronald Blanton

Compreensdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Marque um “X”, se Sim ou N&o. Sim | Néo

Vocé entendeu o termo de consentimento?

Vocé tem alguma pergunta a respeito do estudo?

Perguntas

Nos vamos coletar suas fezes mais de uma vez?

Vocé tem que participar desse estudo?

Vocé pode se recusar a participar do estudo a qualquer momento?

Vocé tem que pagar para participar deste estudo?

Vocé vai receber dinheiro para participar no estudo?

Nos vamos manter suas informagdes pessoais em sigilo?

Vocé sabe onde encontrar nossos numeros de contato se tiver alguma

questdo?




67

Apéndice Il — Termos de assentimento

FUNDACAO OSWALDO CRUZ E HOSPITAIS UNIVERSITARIOS DE CLEVELAND
RECONHECIMENTO DA LINGUAGEM PARA CRIANCAS DE 1 A 13 ANOS

Titulo do Projeto: A influéncia da ecologia local nas doencgas transmitidas pela agua

Diarreia - Esquistossomose e Qualidade da Agua

Investigador Principal: Drs. Mitermayer Reis (Brasil) e Ronald Blanton (EUA)

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Nome da crianca

O que é uma pesquisa?
Uma pesquisa € uma forma de descobrir novas informac6es sobre alguma coisa. Criangas ndo
precisam participar de um estudo de pesquisa se ndao quiserem.

Por que vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa?

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa sobre infeccdo parasitaria. Todas
as pessoas de sua comunidade serdo convidadas a participar. O proposito desse estudo é
determinar como esses parasitas sdo mantidos na comunidade e como a infeccdo retorna apos
o tratamento.

Por que esse estudo esta sendo feito?

Os resultados desse estudo nos ajudardo a compreender onde e como as pessoas entram em
contato com a infeccdo e como as infeccBes retornam para o lugar onde as pessoas foram
tratadas. Ovos de parasitas serdo estudados para obter indicaces do porqué a infeccdo nao
foi eliminada ou consegue retornar para sua comunidade.

Se vocé participar nesse estudo, 0 que acontecera com vocé?

Se vocé concordar em participar, nés iremos fazer algumas perguntas sobre vocé, sua infec¢ao
e seu tratamento. Se vocé ndo deseja responder alguma pergunta, vocé pode pular essa questao
e ir para a proxima. Nos também coletaremos suas fezes por trés dias diferentes. Se vocé tiver
0 parasita da esquistossomose ou outras infeccdes parasitarias, vocé serd tratado com uma
unica dose de um ou dois tipos de medicamento. Se vocé estiver infectado (a) com o parasita
para esquistossomose nds também iremos solicitar mais uma amostra de fezes apds o
tratamento. Vocé pode ser contactado (a) para responder um questionario e para uma amostra
de fezes daqui a alguns anos.

Alguma parte do estudo d6i?
N&o ha riscos para a saude por oferecer essa informacdo ou amostra de fezes.

Esse estudo ajudara vocé?
Quando testarmos suas fezes, se houver uma infecgdo, alguém ira discutir isso com seus pais e
nos iremos informar aos médicos para que eles possam trata-lo.

Esse estudo ajudara aos outros?
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Esse estudo pode descobrir coisas que ajudardo outras criancas e adultos com esquistossomose
no futuro.

Meus pais sabem sobre esse estudo?

Esse estudo foi explicado para seus pais e eles disseram que nds poderiamos perguntar a vocé
se vocé quer participar. Vocé pode conversar sobre isso com seus pais antes de decidir. Eles
também podem participar do estudo.

Quem vera a informacao coletada sobre vocé?
A informacdo coletada sobre vocé durante esse estudo serd guardada em um lugar seguro.
Ninguém sabera exceto as pessoas fazendo a pesquisa.

Vocé é obrigado a participar?

Vocé ndo é obrigado a participar nesse estudo. Ninguém aborrecera vocé se vocé ndo quiser
participar nesse estudo. Se vocé ndo quiser participar nesse estudo, vocé so precisa nos dizer.
A decisdo é sua. Vocé também pode pensar mais sobre o assunto antes de decidir.

E se eu tiver duvidas?

Vocé pode perguntar qualquer coisa sobre esse estudo. Se vocé tiver alguma duvida
posteriormente que vocé ndo se lembrou de tirar agora, vocé pode ligar para Dr. Reis
(responsavel pela pesquisa) através do telefone (71) 3176-2205. Vocé também pode pensar
mais sobre sua participacdo no estudo e conversar com seus pais sobre isso.

Outras informacdes sobre o estudo:

Se vocé decidir participar do estudo, por favor, escreva seu nome abaixo. Vocé pode mudar de
ideia e deixar de participar em qualquer tempo. VVocé sé precisa dizer as pessoas que estdo no
comando. Se vocé quiser, vocé pode ter uma cdpia desse papel para guardar.

Escreva seu nome

Assinatura da crianga

Eu discuti essa pesquisa com usando uma linguagem
compreensivel e apropriada. Eu acredito que informei completamente ele / ela sobre a natureza
do estudo e seus possiveis riscos e beneficios. Eu acredito que o participante entendeu essa
explicacdo e consentiu sua participacao no estudo.

Testemunha Data
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FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ E HOSPITAIS UNIVERSITARIOS DE CLEVELAND
RECONHECIMENTO DA LINGUAGEM PARA CRIANCAS DE 14 A 17 ANOS

Nome do jovem

O que é uma pesquisa?
Uma pesquisa € uma forma de descobrir novas informacgdes sobre alguma coisa. Criancas ndo
precisam participar de um estudo de pesquisa se nao quiserem.

Por que vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa?

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa sobre infeccdo parasitaria. Todas
as pessoas de sua comunidade serdo convidadas a participar. O prop6sito desse estudo é
determinar como esses parasitas sao mantidos na comunidade e como a infeccdo retorna apos
o tratamento.

Por que esse estudo esta sendo feito?

Os resultados desse estudo nos ajudardo a compreender onde e como as pessoas entram em
contato com a infecgdo e como as infeccdes retornam para o lugar onde as pessoas foram
tratadas. Ovos de parasitas serdo estudados para obter indicacGes do porqué a infeccdo néo
foi eliminada ou consegue retornar para sua comunidade.

Se vocé participar nesse estudo, 0 que acontecera com vocé?

Se vocé concordar em participar, nés iremos fazer algumas perguntas sobre vocé, seu contato
com a agua e qualquer tratamento para parasitas. Essas perguntas irdo ajudar-nos a
compreender onde e como as pessoas entram em contato com a infec¢do. Se vocé ndo deseja
responder alguma pergunta, vocé pode pular essa questdo e ir para a proxima. Nés também
coletaremos suas fezes por trés dias diferentes. O DNA do parasita sera extraido dessas fezes
e nés 0 usaremos para estudar o parasita, procurando por indicagdes sobre porque este ndo é
eliminado ou é capaz de retornar a sua comunidade. Se vocé tiver o parasita da
esquistossomose ou outras infeccBes parasitarias, vocé sera tratado com uma Unica dose de
dois tipos de medicamento pelos agentes de saude locais sob a supervisdo do Ministério da
Salde. Esses medicamentos sdo padrao para esse tipo de infeccdo, em doses também padréo.
Se vocé estiver infectado(a) com o parasita da esquistossomose nds também iremos solicitar
mais uma amostra de fezes ap0s o tratamento. Vocé podera ser contatado(a) para responder a
um questionario e coletar uma amostra de fezes daqui a alguns anos.

Alguma parte do estudo d6i?
N&o ha riscos para a saude por oferecer essa informacgdo ou amostra de fezes.

Esse estudo ajudara vocé?
Quando testarmos suas fezes, se houver uma infecgdo, alguém iré discutir isso com seus pais e
nos iremos informar aos medicos para que eles possam trata-lo.

Esse estudo ajudara aos outros?
Esse estudo pode descobrir coisas que ajudardo outras criangas e adultos com esquistossomose
no futuro.
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Meus pais sabem sobre esse estudo?

Esse estudo foi explicado para seus pais e eles disseram que nos poderiamos perguntar a vocé
se VOcé quer participar. Vocé pode conversar sobre isso com seus pais antes de decidir. Eles
também podem participar do estudo.

Quem vera a informacéao coletada sobre vocé?
A informacdo coletada sobre vocé durante esse estudo sera guardada em um lugar seguro.
Ninguém sabera exceto as pessoas fazendo a pesquisa.

Vocé é obrigado a participar?

Vocé ndo é obrigado a participar nesse estudo. Ninguém aborrecera vocé se vocé nao quiser
participar nesse estudo. Se vocé ndo quiser participar nesse estudo, vocé so precisa nos dizer.
A decisdo é sua. Vocé também pode pensar mais sobre o assunto antes de decidir.

E se eu tiver davidas?

Vocé pode perguntar qualquer coisa sobre esse estudo. Se vocé tiver alguma duvida
posteriormente que vocé ndo se lembrou de tirar agora, vocé pode ligar para Dr. Reis
(responsavel pela pesquisa) através do telefone (71) 3176-2205. Vocé também pode pensar
mais sobre sua participacdo no estudo e conversar com seus pais sobre isso.

Outras informac0es sobre o0 estudo:

Se vocé decidir participar do estudo, por favor, escreva seu nome abaixo. Vocé pode mudar de
ideia e deixar de participar em qualquer tempo. VVocé s6 precisa dizer as pessoas que estdo no
comando. Se vocé quiser, vocé pode ter uma copia desse papel para guardar.

Assinatura do jovem Data

Testemunha Data
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TRANSBOUNDARY AND EMERGING DISEASES “EVIDENCE FOR LOCAL
TRANSMISSION AND MAINTENANCE OF URBAN SCHISTOSOMIASIS IN
NORTH-EASTERN BRAZIL”

Evidence for local transmission and maintenance of schistosomiasis in an urban neighborhood
in Northeast Brazil

Camila F. Chaves?, Gilberto Sabino-Santos?, Fernanda Mac-Allister Cedraz®, Pedro Santos-
Muccillo!, Joao Ricardo Filho?, Vanessa S. Zanardi', Vanessa T. Moretto!, Adriano P. C.
Santos!, Fabiano Sim~oes!, Lucio M. Barbosa?, Luciano K. Silval, Mitermayer G. Reis!, and
Ronald E. Blanton?

YInstituto Goncalo Moniz
2Tulane University School of Public Health and Tropical Medicine

March 8, 2022

Abstract

Schistosomiasis is a tropical neglected disease commonly associated with rural areas; however,
urban schistosomiasis has been reported world-wide, and increasing urbanization is one of the
most important demographic shifts of the 20 ™ and now 21 * centuries. The pattern of
urbanization is not uniform so that within the same city the rates and sources of population
increase vary. Here we report on the parasite composition in one neighborhood in the
metropolitan area of Salvador, Bahia, Brazil. Using epidemiological data and population
genetics we find evidence for local transmission and maintenance of Schistosoma mansoni
infection within an urban population and little contribution from rural-urban migration. Our
findings provide direction for local mitigation strategies and to assist the public living in this
neighborhood to interrupt the local transmission cycle.

Introduction

Since the 2000s, Brazil has seen a decrease in the rate of rural-urban migration, however, the
urban population continues to grow and the rural population is decreasing (Alves and Marra,
2009; United Nations, 2018). The city of Salvador went through an urbanization process even
more intense than the country as a whole (Souza et al., 2012). This rapid process produces areas
with precarious housing and limited public utilities that put some communities at risk for
transmission of parasites such as Schistosoma mansoni the cause of schistosomiasis (Santana
and Batista, 2012).

S. mansoni is the second most important parasitic infection after malaria for its prevalence and
morbidity. It infects hundreds of millions in the Americas, Africa, Middle East, and East Asia.
Infection is commonly considered a disease of rural populations related to agriculture, fishing,
recreation, and other activities associated with contact with freshwater (McManus et al., 2018).
While urban disease is considered unusual; it has been well documented historically in Africa,
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China, and Brazil (Blanton et al., 2015; Klohe et al., 2021). In Brazil, cities like Salvador, Bahia,
in the Northeast have historically seen transmission of S. mansoni. Piraja da Silva first
distinguished S. mansoni from the species S. haematobium based on human cases in the city in
1911 (Katz, 2008). The main conditions for active transmission of S. mansoni are prevalent in
some of the poorer sections of cities i.e., infected humans, contact with surface waters
(agricultural work, recreation), presence of susceptible snails and poor sanitation (Zanardi et al.,
2019; Klohe et al., 2021). Measures to eliminate schistosomiasis as a public health threat are
aided by understanding the presence and persistence of the infection in each location. Rural to
urban immigration is likely to contribute, but it is important for public health planning to
understand how much of a factor this is. The pattern of distribution is also key to the
management of the infection. Transmission in urban centers is thought to be highly focal
(McManus et al., 2018; Montgomery, 2019), but without knowledge of demography and
parasite populations themselves this is difficult to verify.

Here using population genetics, we addressed for one urban community whether the presence
of a population of S. mansoni resulted primarily from migration or local acquisition. We
assessed place of birth and percentage of time living in a local neighborhood designated Piraja,
in the city Salvador, Bahia in Northeastern Brazil. We also evaluated genetic differences by
gender, age, and water contact points. Using epidemiologic and population genetic evidence we
show infection is present primarily due to local transmission in this section of a major Brazilian
metropolis.

Materials and Methods
Ethical approval

The study was approved by the Ethical Committee (CEP) of the Oswaldo Cruz Foundation,
Bahia, the Brazilian Commission for Research Ethics (CONEP) under no.
33779414.7.0000.0040, and the Institutional Review Board (IRB) of Tulane University
administrative review 2019-1799. All participants signed or marked informed consent forms.
Participants under 18 years of age filled an assent form and their parents or guardians provided
informed consent on their behalf.

Study area and population survey

The Piraja neighborhood (12° 53745.00” S 38°27°53.27” W) (Figure 1) is within a densely
populated area of the major city of Salvador, Bahia, Brazil whose population is nearly 3 million
(CONDER, 2016). The community borders a large city park, Sdo Bartolomeu, that formerly
protected a river and reservoir that served as a source of drinking water for the city. Population
pressure surrounding the park has meant the reservoir no longer serves this purpose but is an
area for recreation and some small-scale agriculture (CONDER, 2016).

According to the 2010 census, Piraja had a population of 33,341 inhabitants of which >50% are
age 20 - 49. Piped water is available to more than 95% of households and sewage is accessible
to 91% (CONDER, 2016), however, many households are not connected to the system. Thirty
percent earn less than one minimum monthly salary (US$213) and 40% between one and three
minimum salaries (CONDER, 2016). Proximity to bodies of water and especially water
development activities have been identified as a risk factor for infection with schistosomes
(Clennon et al., 2004; Kabuyaya et al., 2017; Mogeni et al., 2020). Therefore, for this study, a
band of homes approximately two city blocks wide that boarders the park, river, and reservoir
was selected for sampling.
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The study area comprised 650 households where 2,011 residents were interviewed and 1,134
provided at least one stool sample for Kato-Katz assay. Interviews and stool sampling were
performed as previously described with stools collected on three different days (Blanton et al.,
2015) (FigureS1). Interview data were directly entered into a REDCap database (version 9.3.1-
2021 Vanderbilt University) using Android-based tablets (Android version 9.1, Samsung
Galaxy Tab A 8.0).

Stool survey and egg isolation

All stool samples collected from participants were weighed, and single slides prepared as
previously described (Katz et al., 1972). On the following day, the slides were read, and the
number of schistosome eggs per gram and the presence of other helminths were recorded. Stools
positive for S. mansoni were homogenized in a blender with 200 mL of 2% saline solution and
then processed through a series of metal sieves and nylon filter bags (300 ,m - 55 ,m mesh pore
size, FSI, Michigan City, Indiana, USA) and gravity sedimentation to concentrate the eggs
(Dresden and Payne, 1981). The bottom 5 mL of sediment was collected and then kept frozen
at -20 °C for DNA extraction. In accordance with Brazilian Ministry of Health guidelines
(Ministério da Saude do Brasil, 2014), participants with one or more egg-positive stools
samples were given a one-time dose of praziquantel (60 mg/kg for children 4 to 15 years old
and 50 mg/kg for adults), and 4-6 weeks later three follow-up stool examinations were
performed on those treated. For other helminthiases a single dose of albendazole was provided
(FigureS1).

DNA extraction and genotyping

DNA was isolated from the sediment by a standard phenol/chloroform protocol, and then treated
with cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) to remove PCR inhibitors as previously
described (Ausubel, 1987; Blanton et al., 2011). For genotyping, duplicate 2 ,L of DNA
samples per primer pair was used to PCR amplify 15 polymorphic microsatellite loci with a
SeqStudio-3200 Genetic Analyzer (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA). Allele peaks were
identified and measured using Peak Scanner software version 2.0 online workstation (Thermo
Fisher, Carlsbad, CA, USA), and the data were transferred to an Excel template for processing.
Data trimming and organization were automated by custom designed macros. Allele peaks not
conforming to the stepwise mutation model and peaks <100 pixels in height were excluded
from analysis. Allele frequencies were calculated based on the ratio between each allele peak”s
height and the sum of allele peak heights for each microsatellite locus (Barbosa et al., 2016).
Microsatellite loci and samples with less than 50% genotyping success were excluded from
analyses (Table S1). Final analyses were performed for 51 infrapopulations (parasites
aggregated within one host) and 15 loci (smms2, smms13, smms16, smms3, smms17, smms18,
smms21, smda23, sm13-478, 1f8a, 29e6a, smu31768, Ig3 sc36b, sc23b, smd28 (Kovach et al.,
2021).

Genetic differentiation

The differentiation index, Jost’s D (Jost, 2008), was calculated from the allele frequencies using
SpadeR (Chao and Jost, 2015). Where Jost’s D between replicates was >0.01, the replicates
were re-examined or eliminated (Silva et al., 2020). Differentiation of <0.05 was considered
little differentiation, 0.05-0.25 moderate or great differentiation, and >0.25 as very great
differentiation (Cormack et al., 1990).



86

The average differentiation among pairwise infrapopulations (parasite aggregated within one
host) is designated the Di, between component populations the Dc (parasites aggregated within
a group of hosts), and between an infrapopulation and a component population is the Dic.
Genetic differences were analyzed the Dic with component populations based on place of birth
(native-born vs immigrants); percentage of lifetime spent in Salvador (< 50 %, [?] 50% to <
90%, [?] 90%); age; sex; history of traveling outside of Salvador; contact with freshwater during
traveling and contact with freshwater at five risk points within Piraja (P1: Represa do Cobre;
P2: Barragem Sete Quedas; P3: Corrego do Campo; P4: Vala da Baixa da Fonte; P5: Cachoeira
de Nana). Principal component analysis of the Dic was used to identify clustering based on the
selected traits (Freeman and Jackson, 1992). To assess genetic relationship based on the Dic,
we also conducted a network analysis (Kivela et al., 2015). Principal component and network
analyses were performed with an open-source statistical package PAST version 4.03 (Hammer
etal., 2001).

Data analysis

Univariate comparisons between S. mansoni infection and categorical variables were performed
by a chisquare test with Yates’ correction or Fisher’s Exact test when appropriate, and
continuous variables were performed using Kruskal-Wallis’s test. The crude odds ratio (OR)
and 95% confidence interval (CI) was obtained as a measure of the strength of association with
and schistosomiasis. Adjusted OR was obtained from multivariate logistic regression analysis.
All descriptive, univariate, and multivariate analyses were performed in Epi Info 7.2.2.6
(https://www.cdc.gov/epiinfo/index.html). We also performed Student’s t test to evaluate
differences between Dics from immigrants and natives and Mann-Whitney to assess differences
between Dics for percent of lifetime spent in Salvador.

Results and Discussion

Of 2,011 residents interviewed, 1,134 (56%) provided at least one stool sample of which 62
were positive for S. mansoni (5.5%, 95% CI 4.2% - 7.0%, Table S2) and 75 for geohelminths
(6.6% ). Thus, schistosomiasis in the evaluated group living in Piraja is five times higher than
the national average of 1% and more than twice as high as the Bahia state average of 2.1%
(Ministério da Saude do Brasil, 2014; Katz, 2018). This is typical of many rural areas of the
state. There was an association between S. mansoni infection and male sex (OR 3.0, 95% ClI
1.7 - 5.1) and age >20 years old (OR 2.4, 95% CI1 1.2 - 4.7, Table 1, FigS2). This is consistent
with what we have observed in other urban areas of Salvador (Blanton et al., 2015; Barbosa et
al., 2016; Silva et al., 2020) and in urban infection in Pernambuco State (Gomes et al., 2022).
However, it contrasts with the younger age-specific risk of infection in rural areas (Blanton,
2019; Klohe et al., 2021) and with an urban area of Sergipe (Calasans et al., 2018). The mean
intensity of S. mansoni infection was 89 +- SD 172 eggs per gram of feces (epg) was low by
WHO criteria (Committee, 2002; World Health Organization, 2019) (Table S2). This was
similar to two recent studies of urban schistosomiasis in Brazil (Calasans et al., 2018; Gomes
etal., 2022).

Specific local risk was assessed by reported contact with surface water and association with S.
mansoni infection. We observed an overall high risk to water contact in any of the evaluated
points (OR 3.4, 95% CI 1.9 - 6.0) and specific risk points P1 (OR 2.8, 95% CI 1.7 - 4.8), P2
(OR 3.5,95% CI 2.0 - 6.0), P3 (OR 2.2, 95% CI 1.2 - 4.2) and P5 (OR 8.6, 95% CI 3.6 - 20.8)
(Table 1).
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Migration has been indicated as a risk factor for urban schistosomiasis (Blanton, 2019; Klohe
et al., 2021), but being born in Salvador was neither protective or a risk for infection.
Immigrants (those not born in Salvador) were 17% of the sample (Table S2) and were no more
likely to be infected than the native born (OR 1.98, 95% CI1 0.84 - 4.67) (Table 1). Distribution
of schistosomiasis by age revealed higher risk among male young adults and higher parasitic
load among those above 60 years old (FigS2). Mean percentage of lifetime in Salvador was
associated with S. mansoni or infection intensity (Table 1). While intensity of infection was
numerically higher in immigrants (141 vs 83 eggs per gram, respectively), this was not
statistically significant (p = 0.65). The higher intensity of infection in the 60+ age group is likely
due to the small numbers of samples. A history of traveling was protective (OR 0.4, 95% CI
0.1 - 0.9) (Table 1). These data suggest that immigration was not associated with risk for
schistosomiasis, and local acquisition was more important. Indeed, the more time spent in the
city, the greater the risk of infection.

Analysis of genetic differentiation of parasite populations further supports primarily a local
transmission pattern. Of the 62 stool samples collected, 51 were successfully genotyped (80%).
The average differentiation between infra-populations (Di) was 0.22 (Table S1) and the
differentiation between infra-populations from immigrants compared to the native-born (Dc)
was 0.06. While the average Di indicates individuals were acquiring genetically different
groups of parasites, this is typical of areas with low infection intensities. The Dc between
parasites of immigrants and parasites of native-born was low relative to the Di, indicating that
the two groups were drawn from the same source.

The genetic distance of individuals from the group is another approach to evaluating whether
parasites of immigrants largely originated outside of the Piraja community. We have shown
that communities separated by 6 km on the same river can be distinguished by Dc (Blanton et
al., 2011) and principal coordinate with k-means analysis of the Dic or Nei’s genetic distance
(Long et al., 2022). Using parasites of those born in Salvador as the component population, no
clustering was observed by principal component (PCA) or network analyses (FigureS3). We
also stratified by percentage of lifetime in Salvador and no clustering was observed as well
(Figure 2). No clustering was observed by PCA analyses when comparing differences by age,
sex, history of contact with freshwater bodies when traveling and at the distinct points in Piraja
neighborhood (FigureS4).

It is often unclear if the problem of schistosomiasis is rising or falling with increasing
urbanization or if rural-urban migration is fueling the presence and persistence of the infection
in cities (Klohe et al., 2021). In Piraja, immigrants may be more sinned against than sinning
(King Lear, 3.2 49-60, Shakespeare) as far as schistosomiasis is concerned. Although some
importation of S. mansoni is possible due to immigration, even necessary to stablish local
transmission, the evidence in this urban neighborhood suggests that immigrants primarily
become infected in the city. The conditions of crowding and sanitation are what perpetuate
transmission and focusing on these conditions will powerfully resolve the issue of urban
schistosomiasis.
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Figure 1. Study area highlighting Piraja neighborhood in Salvador city, State of Bahia,
north-eastern Brazil. (A) The map highlights Piraja neighborhood craved in the urban
area of Salvador city, Bahia, Brazil. (B) Study area and distribution of points along the
Cobre River basin where the community in Piraja often gets in contact with water: (P1)
Represa do Cobre, (P2) Barragem Sete Quedas, (P3) Corrego do Campo, (P4) Vala da
Baixa da Fonte, (P5) Cachoeira de Nana. This map was generated using QGIS version

3.18.3

(Zurich-CH).
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Figure 2. Genetic differentiation for Schistosoma mansoni : percentage (%) of lifetime
between 51 infrapopulations and the component population of parasites of the native-
borne (Dic) in Piraja neighborhood, Salvador-BA, Brazil, 2019, using 15 microsatellite loci
(smms2, smms13, smms16, smms3, smms17, smms18, smms21,smda23,sm13-478, 1f8a,
29e6a, smu31768, 1g3 sc36b, sc23b, smd28). (A) Principal component analysis
comparing genetic distances for the % of lifetime in Salvador-BA, Brazil. Support values
were calculated by bootstraps with 1000 iterations. The first two principal components
were graphed. Component 1: eigenvalue= 0.112, 39% of variance; Component 2:
eigenvalue= 0.059, 21% of variance. (B) Network array comparing genetic distances for %
of lifetime in Salvador-BA, Brazil. Network nodes represent individuals from the infra-
population. Links represent genetic distances. Larger nodes mean more interaction and
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thicker lines more similarities. For all analyses genetic distances using Dic were applied

as variance-covariance matrix.

Tables

Traits Crude OR* 95%CI Adjusted OR** 95% CI
Male sex 3.0 1.7-5.1 3.0 1.7-54
> 20 years old 2.4 1.2-4.7 3.5 1.7-7.3
Born in 2.0 0.8-4.7 NS NS
Salvador

Immigrants 0.7 0.3-2.1 NS NS

% Lifetime in - - 1.6 1.2-2.0
Salvador

History of 0.4 0.1-0.9 0.3 0.1-0.7
travelling

Water contact - 1.9 0.3-114 NS NS
Traveling

SSED/E vs B/C 1.4 09-24 NS NS
Sewage 0.6 0.1-4.9 NS NS
Water contact 3.4 1.9-6.0 2.7 1.0-6.8
Piraja

P1- Represa do 2.8 1.7-4.8 2.2 1.2-3.9
Cobre

P2- Barragem 3.5 2.0-6.0 2.2 1.2-4.0
Sete Quedas

P3- Cérrego do 2.2 1.2-4.2 1.3 0.6 -2.7
Campo

P4- Vala da 1.7 04-7.3 NS NS
Baixa da Fonte

P5- Cachoeira 8.6 3.6-20.8 6.9 2.7-17.8
de

Nana

Types of

contact

Leisure 2.6 1.5-4.3 0.8 0.4-2.0
While walking 3.2 1.8-5.5 1.3 0.6-2.8
Doing laundry 4.5 1.2-164 2.9 0.7-12.6
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Fishing 3.2 1.8-6.0 0.9 04-19
Work 2.1 0.5-9.2 NS NS
Frequency >7 3.3 1.9-58 1.3 0.2-2.6
times a week

Duration >1 3.3 1.9-59 1.5 0.7-3.1
hour

Table 1. Characteristics associated with Schistosoma mansoniinfection among the
population who participated in the epidemiological and parasitological surveys (n=1,134)
at Piraj’a neighborhood in Salvador, Bahia, Brazil.

P = Point of contact with water with risk of infection.

* OR calculated by cross product. ** Logistic Regression including all variables significant
in univariate analysis. The effect is in logistic-scale and OR was calculated as e¢ffidentfor
each variable in the logistic model. “-” hyphen = comparison not made.
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