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Impacto cientifico: A pesquisa procura contribuir para a melhora na detec¢do de arbovirus por métodos
moleculares e promover a identificacdo rapida de novos virus. Este avango cientifico apoia a vigilancia
epidemioldgica e pode contribuir para o entendimento e controle de doencas transmitidas por mosquitos

vetores, alinhando-se ao ODS 3 (Satde e Bem-Estar).

Impacto Econdmico e Social: A metodologia desenvolvida pode reduzir os custos associados a surtos de
arbovirus e minimizar o impacto social das doencas transmitidas por mosquitos. Melhoria no controle e na

prevengao dessas doengas e beneficia comunidades e sistemas de saude.

Potential impact of this research

Thesis Title: "Innovation in the Detection of Emerging Arboviral Diseases and Field Mosquito

Characterization".

Scientific impact: The research aims to contribute to improving the detection of arboviruses through molecular
methods and to promote the rapid identification of new viruses. This scientific advancement supports
epidemiological surveillance and may contribute to the understanding and control of mosquito-borne diseases,

aligning with SDG 3 (Good Health and Well-Being).

Economic and Social Impact: The developed methodology may reduce costs related to arbovirus outbreaks
and minimize the social impact of mosquito-borne diseases. Improved control and benefit communities and

health systems.
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Resumo

O estudo e a deteccao de arbovirus em mosquitos sdo fundamentais para
a vigilancia epidemioldgica, dado o papel crucial desses vetores na transmissao de
doengas que afetam tanto seres humanos quanto outros animais, especialmente em
um cenario de mudangas ambientais que favorecem sua proliferacdo. O objetivo
deste trabalho foi padronizar e identificar seis géneros de arbovirus (Phlebovirus,
Orthonairovirus, Orthobunyavirus, Alphavirus, Orthoflavivirus € Thogotovirus) em
mosquitos coletados em quatro parques do Rio de Janeiro (Campo de Santana,
Parque Lage, Quinta da Boa Vista e Chico Mendes). A metodologia incluiu a
preservagdo dos mosquitos para analise morfologica e a extracdo individual de DNA
e RNA. A partir do DNA, foi realizado o uso de primers para amplificacdo de uma
regido do gene mitocondrial COI, seguida de sequenciamento de nova geracdo
(NGS), o que possibilitou a identificacdo das espécies de mosquitos coletados,
sendo a maioria do género Culex (74,30%). Para a deteccdo viral, utilizou-se
RT-gPCR a partir do RNA total extraido, com primers especificos para os seis
géneros virais de interesse, permitindo uma triagem eficiente dos mosquitos
potencialmente infectados. ApoOs essa triagem, os amplicons foram sequenciados
com o objetivo de aprofundar a identificacdo dos tipos de virus presentes além dos
géneros. Os resultados mostraram a presenca de diversos grupos de Orthoflavivirus,
com destaque para o Culex flavivirus (69,47%), além da detec¢do de virus que ndo
sao especificos de mosquitos, como Orthoflavivirus cacipacoreense ¢
Orthoflavivirus nilense, que foram detectados em Culex quinquefasciatus e Culex
pipiens, respectivamente. Além disso, o Orthoflavivirus careyense foi detectado em
Aedes albopictus, Culex declarator e Culex quinquefasciatus. A combinacao das
técnicas RT-qPCR e NGS demonstrou alta eficiéncia na identificagdo rapida e na
andlise metagenomica da diversidade viral, permitindo a detec¢do de virus
circulantes e fornecendo dados valiosos sobre as interacdes entre virus e seus
hospedeiros vetoriais. Essas metodologias podem ser ferramenta para a vigilancia
ativa de arbovirus, pois contribuem para a identificagdo precoce de surtos,
otimizagdo dos recursos de monitoramento e desenvolvimento de estratégias de

controle mais eficazes, fundamentais para a prote¢do da saude publica.

Palavras-chave: Arbovirus, Detec¢do viral, RT-gPCR, Sequenciamento de nova
geragdo (NGS), Mosquitos vetores, Vigilancia epidemiologica, Virus especificos de

insetos, Virus patogénicos, Metagenomica, Saude publica.



Abstract

The study and detection of arboviruses in mosquitoes are fundamental for
epidemiological surveillance, given the crucial role these vectors play in transmitting
diseases that affect both humans and animals, especially in a scenario of environmental
changes that favor their proliferation. The aim of this study was to standardize and
identify six genera of arboviruses (Phlebovirus, Orthonairovirus, Orthobunyavirus,
Alphavirus, Orthoflavivirus and Thogotovirus) in mosquitoes collected from four parks
in Rio de Janeiro (Campo de Santana, Parque Lage, Quinta da Boa Vista, and Chico
Mendes). The methodology included preserving mosquitoes for morphological analysis
and individually extracting DNA and RNA. From the DNA, primers were used to
amplify a region of the mitochondrial COI gene, followed by next-generation
sequencing (NGS), which enabled the identification of the mosquito species collected,
with the majority belonging to the Culex genus (74,30%). For viral detection, RT-qPCR
was used from the total RNA extracted, with primers specific to the six viral genera of
interest, allowing an efficient screening of potentially infected mosquitoes. After this
screening, the amplicons were sequenced to further deepen the identification of the
virus types present beyond the genera. The results showed the presence of several
Orthoflavivirus groups, with Culex flavivirus (66.3%) standing out, along with the
detection of viruses that are not mosquito-specific, such as Orthoflavivirus
cacipacoreense and  Orthoflavivirus nilense, that were detected in Culex
quinquefasciatus and Culex pipiens, respectively. Additionally, Orthoflavivirus
careyense was detected in Aedes albopictus, Culex declarator, and Culex
quinquefasciatus. The combination of RT-qPCR and NGS techniques proved highly
effective for rapid identification and metagenomic analysis of viral diversity, enabling
the detection of circulating viruses and providing valuable data on the interactions
between viruses and their vector hosts. These methodologies can be tools for the active
surveillance of arboviruses, as they contribute to early outbreak detection, optimize
monitoring resources, and support the development of more effective control strategies,

which are crucial for public health protection.

Keywords: Arboviruses, Viral detection, RT-qPCR, Next-generation sequencing
(NGS), Mosquito vectors, Epidemiological surveillance, Insect-specific viruses,

Pathogenic viruses, Metagenomics, Public health.
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Capitulo 1: Revisao de Literatura




1. Enunciado da problematica

Os virus transmitidos por artrépodes, conhecidos como arbovirus, ocasionam
uma ampla categoria de doengas infecciosas emergentes e reemergentes que
representam uma ameaga significativa para a saude publica global (Weaver & Reisen,
2010). Embora esses virus tenham um impacto notavel na saide humana e animal,
muitos deles ainda permanecem desconhecidos, com a possibilidade de que um nimero
consideravel de arbovirus ainda nio tenha sido identificado (Junglen & Drosten, 2013;
Rosenberg et al., 2013).

Nas ultimas décadas, as mudangas climaticas, a urbaniza¢do e o aumento do
comércio global tém facilitado a expansdo geografica dramdtica de arbovirus, para além
dos continentes originais (Weaver & Reisen, 2010). Esta expansdo tem sido
acompanhada por descobertas de arbovirus inéditos nas familias Togaviridae,
Flaviviridae e Peribunyaviridae (Junglen & Drosten, 2013).

Dada a diversidade e o potencial de emergéncia de novos arbovirus, a
implementagao de técnicas eficazes de deteccdo ¢ crucial. A deteccdo precoce de
arbovirus em mosquitos de campo ¢ essencial para o monitoramento e controle das
doengas associadas, permitindo respostas mais rapidas e direcionadas. O uso de técnicas
avangadas, como o sequenciamento de nova geracdo (NGS), tem se mostrado
particularmente promissor neste contexto. O NGS permite uma andlise abrangente e
detalhada dos genomas virais presentes nas amostras de campo, proporcionando uma
visdo mais completa da diversidade viral e facilitando a identificacdo de novos
arbovirus (Bishop-Lilly et al., 2010; Masembe et al., 2012; Hang et al., 2016).

No entanto, apesar dos avangos proporcionados pelo NGS, a abordagem
continua a enfrentar desafios, como o alto custo ¢ a necessidade de amostras com alto
nivel de presenca viral para a deteccdo eficaz (Junglen & Drosten, 2013). Assim, ¢
necessario combinar essas técnicas avancadas com métodos de triagem rapidos e
eficientes para maximizar a identificagdo e o monitoramento de arbovirus. A integragao
de técnicas de detecgdo em campo com sequenciamento de nova geracdo pode nao
apenas melhorar a eficiéncia da vigilancia, mas também permitir a descoberta de virus
que ainda nao foram descritos, contribuindo significativamente para o entendimento e

controle de arboviroses (Rosenberg et al., 2013).
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