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Norovirus (NoV) é um agente infeccioso de amplitude mundial, sendo o principal responsavel por causar surtos de gastroenterites virais em
criancas, idosos e individuos imunocomprometidos. Assim como em humanos, a infeccao por NoV também ocorre em diversos modelos animais.
Recentemente, o virus foi identificado em ratos de laboratorio (Rattus novergicus), mas até o momento nao ha relatos do seu isolamento em
cultura celular ou de metodologias para deteccao deste virus em amostras de ratos. Diante disso, este estudo tem por objetivo realizar o
iIsolamento celular de NoV de colonias de ratos e implantar a técnica de diagndstico molecular, semi-nested RT-PCR no Laboratério de Controle de
Qualidade Sanitaria e Animal (LCQSA) do CEMIB para monitoramento sanitario deste agente.

Metodologia:

Para o isolamento do virus foram utilizadas 13 amostras de fezes de rato. As suspensoes de fezes obtidas foram inoculadas em células
permissivas de macrofago RAW 264.7, até a observacao de efeito citopatico. A reacao de semi-nested RT-PCR fol estabelecida com primers
especificos para a (VP1) regiao conservada do capsideo e utillizada para confirmacao do isolamento viral e determinacao da prevaléncia deste
agente no Brasil. CEUA n° 2901-1.

Resultados:

O isolamento do virus foi confirmado pela reacao estabelecida de semi-nested RT-PCR apds a séetima passagem "cega" em células RAW 264.7. O
produto amplificado obtido fol de 171pb (Fig 1). Para determinacao da prevaléncia viral 108 amostras de fezes de 23 biotérios brasileiros (33%
SPF e 67% convencionals) foram testadas. Destas, 12 (11%) apresentaram-se positivas para NoV de rato e identificadas como Rat LCQS Unib 1 a
12. Analises moleculares dos isolados virais demonstraram uma identidade de nucleotideos de 98% com a mesma regiao das cepas padrao de
rato (JX486101 e JX 486102) mantidas no GenBank. Uma arvore filogenética (Fig. 2) fol construida a partir do alinhamento das 12 sequencias
obtidas e as cepas padrao dos genogrupos de Norovirus (Gl ao GVI), utilizando neighbor-joining method (1.000 replicas) e o software MEGA.
Desta forma, fol possivel observar que o NoV de rato obtido por nossa equipe permaneceu N0 mesmo genogrupo das cepas de camundongo,
porém em um clado separado. Isso nos leva a sugerir gue NoV de rato deve compreender um novo subgrupo dentro genogrupo V. Este trabalho
resultou no deposito da primeira cepa brasileira de NoV de rato no GenBank (KU169124), bem como o estabelecimento de uma metodologia de
diagnostico para norovirus.

Consideracoes finais:

Este é o primeiro relato do desenvolvimento de um semi-nested RT-PCR para identificacao de NoV em ratos de laboratorio (Rattus norvergicus). A
implantacao desta metodologia auxiliou no estabelecimento de um programa de monitoramento sanitario no Laboratério de Controle de Qualidade
Sanitaria e Animal do CEMIB/UNICAMP, e na determinacao da prevaléncia deste virus nas colonias de rato de biotéerios brasileiros.
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Rat NoV: Gel de agarose 2% corado com GelRed. Produto amplificado de 171pb. Linhas de 1-11: amostras teste. Linha 12: controle negativo (Agua

DEPC). Linha 13: Controle positivo de NoV de rato (plasmideo) Arvore filogenética NoV: 132 nucleotideos da regido VP1 dos genogrupos de norovirus (Gl a GVI) e 0s

amplificados Rat LCQS Unib 1 a 12. A arvore foi construida utilizando neighbor joining method (1.000 replicas)
MEGA software.
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