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RESUMO

O herpesvirus felino tipo 1 (FHV-1) é um virus DNA envelopado, pertencente a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus. O FHV-1 é
responsavel, principalmente, por causar infecgdes no trato respiratorio superior de gatos
domeésticos. A infeccdo por herpesvirus € comum e possui tendéncia para a cronicidade,
morbidade e doenca fatal. A dermatite associada com FHV-1 é uma manifestacéo rara,
caracterizada por eros@es e Ulceras nas regides peribucal, perinasal e periocular da face.
O diagnostico histopatologico para casos de dermatite ulcerativa é baseado na
identificacdo dos corpusculos de inclusdo intranucleares virais em células epiteliais
adjacentes as areas de necrose. As lesbes de dermatite ulcerativa frequentemente se
mostram refratarias aos tratamentos convencionais, sendo necessario tratamento
cirargico ou com interferon dmega. O objetivo deste estudo é descrever um caso de
dermatite ulcerativa causada por FHV-1 diagnosticado por andlise histopatolégica,
imuno-histoquimica, isolamento viral e deteccdo por PCR em um gato infectado
concomitantemente com o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da leucemia
felina (FELV) e também o calicivirus. Um felino foi resgatado da rua e apresentou
espirros esporadicos, lesdes no plano nasal e lingua, veio a 6bito por leucemia mieldide
aguda cerca de 40 dias depois. Durante a necropsia, extensivas lesdes erosivas e
ulcerativas foram encontradas na pele do l&bio superior, plano nasal e regido periorbital,
assim como ulceracdes na lingua e palato duro. Corpusculos de inclusdo intranucleares,
levemente basofilicos a anfofilicos, foram ocasionalmente observados em celulas
epiteliais  intactas. Na avaliacdo  imuno-histoquimica, a imunomarcagdo
intracitoplasmatica positiva foi detectada em células epiteliais sebéaceas e foliculares e,
em celulas epiteliais bronquiais. Amostras de tecido linféide apresentaram
imunomarcacdo para FIV e FELV e, em adicdo, marcacdo para calicivirus em
fragmentos pulmonares. O isolamento viral foi obtido a partir de fragmentos do tecido,
em cultura celular, apresentando efeito citopatico caracteristico do herpesvirus e, as
mesmas amostras foram positivas na PCR para FHV-1, destacando a importancia do
reconhecimento da dermatite por FHV-1 ja que os siniais clinicos e lesdes possuem
outros diagnosticos diferenciais.



ABSTRACT

The feline herpesvirus type 1 (FHV-1) is an enveloped DNA virus, belonging to the
Herpesviridae family, subfamily Alphaherpesvirinae and genus Varicellovirus. It is
responsible primarily for upper respiratory tract infections. Feline herpesvirus infection
is common and has tendency to chronicity, morbidity and fatal disease. The dermatitis
associated with FHV-1 is an unusual manifestation, grossly is characterized by erosions
and ulcers. The effective histopathological diagnosis in cases of ulcerative dermatitis
requires the identification of viral intranuclear inclusion bodies in adjacent intact
epithelial cells to areas of necrosis. The ulcerative dermatitis lesions often show
refractory to conventional treatments, requiring surgical or interferon omega treatment.
A case of ulcerative dermatitis caused by the feline herpesvirus type 1 (FHV-1) in an
adult male cat of domestic shorthairbreed is reported. The cat has been rescued from the
street and was presenting an ulcerative lesion on its nasal planum and tongue in addition
to occasional sneezing. It died forty days later of acute myeloid leukemia.During
necropsy, an extensive erosive and ulcerative lesion were found on the skin of the cat’s
superior lip, nasal planum, and periorbital regions, as well as evidence of ulcerations on
the tongue and hard palate. Histologically, intranuclear inclusion bodies, varying from
slightly basophilic to amphophilic, were also occasionally observed in intact epithelial
cells. In the immunohistochemical evaluation, a positive intracytoplasmic
immunolabeling was detected in the sebaceous and follicular epithelial cells and in the
bronchiolar epithelial cells. Samples of the cat’s lymphoid tissue presented
immunolabeling for FeLV, FIV, in addition to labeling for calicivirus in pulmonary
fragments. Samples of the cutaneous lesion were subjected to virus isolation in cellular
culture, which showed the cytopathic effect characteristic of the herpesvirus and that the
sample was positive in PCR for FHV-1.

The aim of this study is to describe a case of ulcerative dermatitis caused by FHV-1,
diagnosed by histopathological, immunohistochemical, virology and molecular
examination in a cat infected with feline immunodeficiency virus, feline leukemia virus
and calicivirus, highlighting the importance recognition of dermatitis by FHV-1 since
the disease mimics many other skin diseases and offers limited treatment and a severe
prognosis.
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1 INTRODUCAO

O herpesvirus felino tipo 1 (FHV-1) € um virus envelopado, de genoma DNA
pertencente a familia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (DAVISON et al., 2005). O
FHV-1 tem distribuicdo mundial e € endémico na populacéo felina (HENZEL et al.,2015). A
prevaléncia de infeccdo por FHV-1 varia de acordo com a densidade populacional e a
morbidade pode chegar a 100% principalmente nos felinos provenientes de grandes
populacdes. A mortalidade é elevada nos recéem nascidos, jovens e animais imunossuprimidos
(GASKELL; KNOWLES, 1989). O FHV-1 € responsavel comumente por infecgdes no trato
respiratorio superior e provoca lesdes necroticas nas células epiteliais. A dermatite associada
ao FHV-1 é uma manifestacdo incomum caracterizada macroscopicamente por erosfes e
ulceras na pele principalmente da regido facial (GROSS et al., 2009b).

O objetivo deste estudo é destacar a importancia do reconhecimento da dermatite por
FVH-1, especialmente como diagnostico diferencial das demais enfermidades que cursam
com lesBes semelhantes, principalmente na face e plano nasal, encontradas na rotina da clinica
de felinos tais como hipersensibilidade por picada de insetos, doengas fungicas, neoplasicas e
imunomediadas.

O presente trabalho descreve um caso de dermatite ulcerativa causado por FHV-1
diagnosticado através de exames anatomopatoldgicos, imuno-histoquimicos, viroldgico e
molecular em um gato infectado pelo virus da imunodeficiéncia felina, virus da leucemia

felina e calicivirus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas virais e epidemiologia do FHV-1

O herpesvirus ¢ um DNA virus envelopado pertencente & familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (DAVISON et al.,2005). A presenca
de um envelope glicolipoproteico faz com que o virus seja relativamente fragil as condicGes
ambientais e aos desinfetantes comuns (LARA, 2012). E inativado em trés horas a 37°C, e em
cinco minutos a 56°C. Até 4°C o virus permanece infectante por até cinco meses e a 25°C por
aproximadamente um més (THIRY et al., 2009).

O FHV-1 tem distribuicdo mundial e somente um sorotipo é conhecido, embora
existam varias cepas (THIRY et al., 2009) . Mesmo que ocorra uma pequena variacdo no
genoma entre as cepas de FHV-1, estudos experimentais mostram que existe uma significante
variacdo na viruléncia entre as cepas isoladas, isso pode explicar a variagdo dos sinais clinicos
reconhecidos (GOULD, 2011).

Nos gatos o FHV-1 se replica em células epiteliais da conjuntiva, do trato respiratorio
superior e neurdnios. A infeccdo neuronal promove a laténcia do virus apos a infeccédo
primaria. Assim, o virus normalmente fica alojado no nervo trigémeo por toda a vida do felino
(THIRY etal., 2009).

Estudos soroldgicos mostram que a populagdo mundial de felinos possui uma taxa de
exposicao acima de 97% ao FHV-1. Destes, 45% reativardo o virus espontaneamente ou como
resultado de naturais condi¢bes de estresse, enquanto 70% reativardo o virus frente a
administracao de corticosteroides (GOULD, 2011).

No Brasil, 38,1% de 97 amostras mostraram presenca de anticorpos contra FHV-1 em
um estudo sorolégico conduzido em Pelotas, RS (JOHANN et al.,2009). A prevaléncia de
anticorpos contra FHV-1 foi de 30,6% em outro estudo realizado com 630 amostras provindas
dos hospitais veterinarios da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Universidade de
Passo Fundo (UPF), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e de outras
clinicas em outras cidades do RS (HENZEL et al., 2013). O FHV-1 foi isolado de gatos co-
infectados com calicivirus felino (FCV) em 26 de 306 amostras. Entre estas estavam, 14 de
gatos com sinais respiratérios e 12 de gatos assintomaticos (HENZEL et al., 2012).

Anticorpos contra FHV-1 foram detectados em 50 a 75% da populacdo de gatos na
Gra Bretanha e em 50 a 70% dos gatos adultos na Alemanha (GASKELL et al., 2007).

2.2 Patogenia e Imunidade
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A principal forma de transmissdo entre os gatos ocorre pelo contato com fluidos
corporais, em particular com secregdes respiratdrias principalmente através de espirros,
fomites contaminados e praticas de manipulacdo de animais doentes e sadios sem a devida
higienizacdo prévia (GOULD, 2011). O virus penetra nos gatos pela via nasal ou conjutival
provocando lise no epitélio nasal se espalhando posteriormente para a conjuntiva, faringe,
traquéia, bronquios e bronquiolos. As lesbes sdo caracterizadas por necrose epitelial
multifocal com infiltracdo neutrofilica e inflamacdo. Viremia associada com células
mononucleares pode ser observada excepcionalmente em neonatos e filhotes hipotérmicos ja
que a replicacdo do virus ocorre preferencialmente em baixas temperaturas (THIRY et al.,
2009).

A excrecdo viral inicia em 24h apds a infec¢do e permanece por uma a trés semanas. A
doenca aguda se resolve dentro de 10 a 14 dias. Muitos animais podem desenvolver lesdes
cronicas no trato respiratorio superior e em tecidos oculares (THIRY et al., 2009) .

Durante a infeccdo primaria, conforme THIRY et al. (2009) e GOULD (2011), o
FHV-1 invade as terminacGes nervosas do nervo trigémeo e este se torna o local de
alojamento do virus que assim permanece em laténcia. O FHV-1 latente pode ser reativado
espontaneamente ou em associacdo com varios fatores estressantes como mudanca de
ambiente, gestacdo, lactacdo, uso de corticoides sistémicos e co-infeccdo com outros agentes.
O mecanismo pelo qual ocorre a migragdo do virus dos axdnios para os tecidos epiteliais é
pouco compreendido, mas pode resultar em: re-excre¢do viral sem ocorréncia de sinais
clinicos; infeccdo litica com apresentacdo de sinais clinicos (normalmente menos severos que
na infeccdo primaria); desenvolvimento de doencas imunomediadas (ceratite estromal) e
cronicas (sequestro de cornea e rinite) segundo THIRY et al. (2009) e GOULD (2011) . A
infeccdo viral persistente em células ndo neuronais (células da conjuntiva e palpebras) foi
identificada por PCR, em modelos experimentais com doenca inflamatoria cronica palpebral,
mostrando que este mecanismo pode estar envolvido entdo, nas doengas cronicas oculares e
palpebrais (GOULD, 2011). Gatas com a forma de infecgéo latente podem transmitir FHV-1
para sua progénie frente & gestacdo e lactacdo somente pelo fato destes estados clinicos
induzirem a reativacdo e excrecdo viral. O aborto ocorre em gatos experimentalmente
infectados com FHV-1 devido aos efeitos sistémicos da infeccdo e ndo diretamente pela
replicacéo e /ou patogenia do proprio virus (GASKELL et al., 2007).

A resposta imune contra o FHV-1 se desenvolve através do reconhecimento das
glicoproteinas presentes no envelope viral pelo sistema imune (MAEDA; HORIMOTO,;

MIKAMI, 1998). A infeccdo natural por FHV-1 ndo resulta em uma imunidade solida. Em
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geral, a resposta imune protege contra a doenga, mas ndo contra a infecgdo e suaves sinais
clinicos leves podem ser observados em 150 dias apds a infeccdo primaria. Titulos de
anticorpos neutralizantes sdo frequentemente baixos e podem estar ausentes 40 dias apods a
infeccdo. Como para outros alphaherpesvirus, a imunidade celular é a mais importante rota de
protecdo, mesmo em gatos vacinados sem anticorpos detectaveis ndo suscetiveis a doenca.
Em contraste, a soroconversdo mostra protecéo frente ao desafio com FHV-1 virulento. Nesse
caso, 0s anticorpos servem como indicadores para a resposta imune celular ja que os linfocitos
T séo requeridos para a manutencdo da funcdo dos linfocitos B. Embora exista correlacao
entre anticorpos FHV-1 e a protecdo contra sinais clinicos, ndo existe um teste disponivel
capaz de prever uma protecédo individual para cada gato (THIRY et al., 2009). E, a auséncia
de anticorpos detectaveis no soro de gatos vacinados ndo indica necessariamente que estes
animais permanegam suscetiveis a infeccdo (GASKELL et al., 2007).

Outro mecanismo de imunidade citado inclui a resposta mediada pelo sistema
complemento (THIRY et al., 2009) .

2.3 Sinais Clinicos

A infeccéo tipica por herpesvirus felino causa doenga aguda no trato respiratorio
superior e ocular, podendo se apresentar de forma grave em filhotes jovens (Quadro 1).
Erosdo e ulceracdo das mucosas oral e nasal, rinite e conjutivite s&o comuns; ocasionalmente
Ulceras de cdrnea dendriticas sdo vistas e consideradas como patognomdnicas. Sinais clinicos
tipicos incluem febre, depressdo, secrecdo serosa ou serosanguinolenta nasal e/ou ocular,
hiperemia conjuntival, espirros e menos frequentemente salivagéo e tosse. Infec¢do bacteriana
secundaria € comum e as secrecBes entdo, podem se tornar purulentas. Particularmente, em
alguns filhotes pode ocorrer pneumonia priméaria e viremia que geram sinais clinicos
generalizados e eventualmente, morte. Atipicamente podem ocorrer Ulceras na pele, dermatite
e sinais neurologicos (THIRY et al., 2009).

Ap0Os a reativacao viral, muitos gatos podem mostrar os sinais agudos da doencga ja
citados anteriormente. Outros progridem para uma doenca ocular crénica imunomediada
(THIRY et al., 2009) .

A rinosinusite crénica esta associada com a infec¢do por FHV-1. O DNA viral ja foi
identificado em muitos gatos afetados, porém, também em um grupo controle de animais sem
este sinal clinico. O virus pode ndo estar replicando, sugerindo que a rinosinusite cronica é
iniciada pelo FHV-1 e perpetuada por mecanismos imunomediados. A inflamagdo e

remodelacdo levam a destruicdo permanente dos 0ssos e septos nasais favorecendo as
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infeccOes bacterianas secundérias (THIRY et al., 2009) . Frequentemente a infeccdo por FHV-
1 ocorre em combinagdo com a do Calicivirus felino (FCV) e/ou Chlamydophila felis,
Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma spp e Staphylococcus spp causando uma sindrome
respiratoria causada por multi-agentes (THIRY et al., 2009) . Embora seja raro, pode ocorrer
dermatite ulcerativa principalmente na face. As lesdes mais comuns ocorrem nas regides
dorsais e laterais ao focinho e &reas periorbitais, mas, também pode se manifestar nas
extremidades. As lesdes de pele atribuidas ao FHV-1 sdo caracterizadas por vesiculas,
erosdes, Ulceras, crostas e variavelmente, grave eritema, edema e exsudacdo. O prurido é
moderado a ausente. Devido a esta apresentacdo clinica ndo especifica, o diagndstico
diferencial de dermatite ulcerativa por FHV-1 inclui, mas ndo necessariamente
exclusivamente estes, hipersensibilidade por picada de mosquito, reacdo cutanea adversa
alimentar e granuloma eosinofilico. Outros diagnosticos diferenciais incluem infeccOes
bacterianas, pénfigo foliaceo e carcinoma de células escamosas (PERSICO et al., 2011).

QUADRO 1. Infecgdo por herpesvirus felino: formas da doenga, lesdes e sinais clinicos.

Tipo de doenca Consequéncias Principais  manifestacdes
clinicas

Doenca aguda classica Rinite, conjutivite, Ulcera | Espirros, secrecdo nasal,

(Doenca citolitica) de cornea superficial e | hiperemia conjutival e

profunda, em particular, | secrecdo serosa

Ulcera dendritica.

Doenca aguda atipica Doenga de pele Ulceracdo nasal e facial,
Viremia crostas. Sinais Ssistémicos
Pneumonia severos (depressdo, febre,

anorexia, tosse, morte

subita em filhotes).

Doenca cronica Ceratite estromal Edema de cornea,
(Doenca imunomediada) Rinosinusite cronica | vascularizagdo, cegueira,
(resltante da co-infeccdo | espirros e secrecdo nasal

com outros agentes) crénicos

Doencas relacionadas ao | Seqliestro  de  cOrnea,
FHV  sem  associagéo | ceratite eosinofilica,

causal definitiva doenca neurologica, uveite.

Fonte: THIRTY et al., 2009
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2.4 Diagnostico

2.4.1 Deteccdo virus e antigeno

O método preferencial para deteccdo viral em amostras biologicas ¢ por PCR. O
isolamento viral é um método valido para detecgdo da infeccdo por FHV-1, mas € um teste
demorado. A sensibilidade e especificidade destes testes diferem entre os laboratorios devido
a falta de padronizacéo dos resultados (THIRY et al., 2009) .

2.4.2 Deteccéo do &cido nucléico

A reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) convencional, PCR aninhada e a PCR em
tempo real sdo usadas rotineiramente para detectar o &cido desoxirribonucléico (DNA) de
FHV-1 em suabes conjutivais, corneais e orofaringeais, raspado corneal, humor aquoso,
sangue ou biopsias (THIRY et al., 2009) .

Métodos moleculares sdo mais sensitivos que isolamento viral ou imunofluorescéncia
indireta. Uma vez que diminutas quantidades de acido nucléico podem ser identificadas pela
PCR, ele pode ou ndo estar associado coma doenca. Resultados positivos, portanto, devem ser
interpretados com cuidado. A PCR pode identificar o DNA viral em raspados de cornea e/ou
tonsilas e ndo estar comprovando a infecgdo. Consequentemente, este diagndstico pode ser
pobre, dependendo também das amostras analisadas, ja que o raspado de cornea e bidpsias sdo
muito mais frequentemente positivas que amostras da conjuntiva da populacdo testada, pois
gatos de abrigos sdo provavelmente mais positivos que os domiciliados. Além disso, a PCR
detecta 0 DNA do FHV-1 de vacinas com virus vivo modificado, embora se desconhegam as
cepas vacinais que sao identificadas em animais recentemente vacinados e também, por
guanto tempo. Um resultado positivo de PCR pode representar nivel viral baixo ou latente,
desta forma o FHV-1 identificado pode ndo estar necessariamente relacionado com 0s sinais
clinicos observados, embora possa predizer uma futura reativacdo viral e recorréncia de sinais
clinicos futuramente. Entretanto, quando a PCR quantitativa em tempo real é usada , a
concentracédo viral pode promover uma informacdo adicional: alta carga viral em secregdo
nasal ou ocular e lagrimas sugerem replicacdo viral ativa e envolvimento do FHV-1 nos sinais
clinicos. Se baixos numeros de copias virais sdo detectados em raspados corneais, estes
indicam uma infec¢éo latente (THIRY et al., 2009).

Na pratica, a PCR possui um 6timo valor preditivo negativo e pode ser usada como
primeiro teste de investigacdo sobre a presenca do FHV-1. Caso a PCR seja positiva, é

recomendado realizar imuno-histoquimica para confirmar o diagnostico (MATSUKURA et
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al., 1996). Porém, existe um relato da ocorréncia de PCR negativa em um felino
diagnosticado com dermatite ulcerativa por herpesvirus (HARGIS et al., 1999a). Neste relato,
o felino recebeu tratamento prévio com interferon alfa humano antes do exame e este por sua
vez, pode ter diminuido o nivel viral detectavel por esta técnica diagnostica. (HARGIS et al.,
1999a).

2.4.3 Isolamento Viral

O crescimento do FHV-1 em culturas celulares é uma tradicional alternativa & PCR. E
menos sensivel que a técnica de PCR, porém revela virus vidveis e ndo especificamente o
DNA viral. Também permite a detec¢do simultanea do FCV (THIRY et al., 2009) .

Na infeccdo primaria, o virus pode ser isolado de suabes ou raspados conjutivais,
nasais e faringeais ou, de amostras de pulmao pds mortem. O isolamento viral € muito dificil
nas manifestagdes de infeccdo crbnica da doenca. Casos assintomaticos podem ser
identificados pelo isolamento viral, porém, valores preditivos tanto positivos quanto negativos
serdo baixos. As amostras devem ser coletadas antes da aplicacdo de fluoresceina ou rosa
bengala no paciente e devem ser enviadas ao laboratério rapidamente ou refrigeradas. Por
isso, o isolamento viral ndo é usado rotineiramente no diagndstico da infeccdo por FHV-1
apesar da sua sensibilidade nos casos de doenca aguda (THIRY et al., 2009) .

2.4.4 Imuno-histoquimica

Proteinas do herpesvirus felino especificas podem ser detectadas através de anticorpos
por imunofluorescéncia de bidpsias conjutivais ou corneais. Como para o isolamento viral, a
instilacdo de fluoresceina deve ser evitada antes de coletar a amostra para evitar um resultado
falso positivo. Para o diagnoéstico clinico a PCR é mais conveniente, pois a fluoresceina pode
ser usada antes da coleta e as amostras podem ser enviadas em temperatura ambiente. Isto
permite também uma simultdnea deteccdo de outros patdgenos respiratorios e oculares
felinos, especificamente C. felis e FCV (THIRY et al., 2009) .

2.4.5 Deteccdo de anticorpos

Anticorpos do FHV-1 podem ser detectados no soro, humor aquoso e liquido cérebro
espinhalpor soroneutralizacdo ou ELISA. Devido a infeccdo natural e vacinacdo, a
soroprevaléncia em felinos ¢ alta e, a presenca de anticorpos pode néo estar relacionada com a
doenca e infecgéo ativa. Por isso, a sorologia ndo distingue animais infectados de vacinados.

Anticorpos neutralisantes podem aparecer 20 a 30 dias apés a infec¢do primaria e os titulos
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podem ser baixos tanto em infec¢bes agudas quanto nas cronicas. Por tudo isso, a sorologia
possui limitado valor diagndstico para infecgdo por FHV-1 (THIRY et al., 2009) .

2.4.6 Histopatologia

O diagnostico histopatoldgico efetivo, para casos de dermatite ulcerativa por
herpesvirus, requer a identificacdo dos corpusculos de inclusdo intranucleares virais em
células epiteliais intactas adjacentes as areas de necrose. Os corpusculos de inclusdo podem
ser dificeis de detectar na rotina histopatoldgica e/ou poderdo ndo estar presentes,
especialmente, em casos cronicos ou recorrentes. As lesdes também podem ser confundidas
com as encontradas no complexo granuloma eosinofilico e outras dermatites eosinofilicas ou
ulcerativas (GROSS et al., 2005). As lesGes microscopicas sdo caracterizadas por necrose
completa da epiderme, frequentemente se estendendo para estruturas anexas e derme. A
necrose é associada com variavel infiltrado eosinofilico e neutrofilico (GROSS et al., 2005).
Quando as inclusdes virais ndo sdo visualizadas e as apresentacBes histopatoldgicas sdo
compativeis com FHV-1, o diagnostico adicional por PCR e deteccdo da proteina viral por
imuno-histoquimica devem ser realizados (HAINES; CLARK, 1991).

2.5 Tratamento

2.5.1. Tratamento de suporte

O tratamento de suporte pode requerer a restauracdo do equilibrio hidrico, eletrolitico
e acido bésico preferencialmente pela via intavenosa. A reposicao de potéssio e bicarbonato é
muitas vezes necessaria nos gatos com sinais clinicos graves devido as perdas pela salivacdo e
reducdo da ingestdo de alimentos. A alimentacdo é extremamente importante. Muitos gatos
ndo comem devido a perda de olfato ou também pela presenca de Glceras na cavidade oral. O
alimento oferecido deve ser altamente palatdvel e aquecido previamente para aumentar seu
aroma e sabor. Estimulantes de apetite (ciproeptadina, por exemplo) podem ser usados. Se 0
gato ndo se alimentar por mais de trés dias a alimentacdo por sonda deve ser iniciada (THIRY
et al., 2009).

As secrecOes nasais devem ser limpas usando solucdo salina. Drogas mucoliticas
podem ser Uteis. Colirios e pomadas oftdlmicas podem ser aplicados varias vezes ao dia.
Nebulizacdo com solucéo salina é indicada para evitar desidratagdo das vias aereas (THIRY et
al., 2009).
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O uso de antibidticos de amplo espectro pode ajudar no controle da infecgdo
bacteriana secundéria nos casos de doenca aguda do trato respiratorio superior. Os gatos
devem ser reavaliados em quatro a cinco dias e, se necessario, realizar cultura e antibiograma
como teste de susceptibilidade das bactérias envolvidas aos antibidticos (GASKELL et al.,
2007).

2.5.2 Terapia antiviral:

O mais efetivo grupo de farmacos contra herpesvirus incluem medicacGes virostaticas
que agem por inibicdo competitiva da DNA polimerase, provocando assim a quebra da cadeia
de replicacdo do DNA viral. Existem vérias drogas antivirais, porém a disponibilidade destas
varia entre os paises (GOULD, 2011).

O aciclovir é utilizado por via topica em muitos paises ja que € a forma tolerada pelos
felinos. O uso sistémico da droga esta relacionado com supressdao da medula déssea e desta
forma, deve ser evitado (GOULD, 2011).

O aciclovir € usado mundialmente na medicina humana, porém nao mostra uma boa
atividade in vitro contra o FHV-1 (GASKELL et al., 2007) e, tanto o aciclovir quanto seu pro-
farmaco vanciclovir, sdo toxicos em niveis terapéuticos para administracdo oral em gatos.
Entretanto, outros antivirais como cidofovir e ganciclovir apresentam uma grande eficécia
contra FHV-1 e podem ser usados clinicamente (GASKELL et al., 2007).

Estudos in vitro demonstram a eficacia do ganciclovir contra FHV-1, entretanto,
atualmente ndo existem estudos do uso clinico deste em gatos (GOULD, 2011). Trabalhos
mostram que o cidofovir é efetivo contra FHV-1 tanto in vitro quanto in vivo. A aplicacdo
deste a 0,5%, duas vezes ao dia reduziu significantemente a eliminagdo viral e os sinais
clinicos em gatos experimentalmente induzidos ao FHV-1 experimentalmente (HAMANO et
al., 2003). Em muitos paises o cidofovir esta disponivel em farmacias de manipulacdo, porém,
em outros paises ele ainda ndo é obtido (GOULD, 2011).

O fanciclovir € a pré-droga do penciclovir e, é convertido na droga ativa ap0s absorgao
pelo trato gastrointestinal. A farmacocinética do penciclovir apds administracdo oral do
fanciclovir é complexa em gatos e, apresenta uma variabilidade individual significante entre
cada paciente (THOMASY et al., 2007). Embora a eficécia clinica do fanciclovir seja provada
somente em doses de 90 mg/Kg trés vezes ao dia, existem relatos de eficacia em doses mais
baixas de 62 a 125 mg por gato uma a trés vezes ao dia (MALIK et al., 2009). O fanciclovir é
metabolizado pelo figado e excretado pelo rim, isto mostra a importancia de monitorar niveis

de funcdo hepatica e renal antes e durante o curso do tratamento (GOULD, 2011).
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O fanciclovir e o cidofovir sdo os Unicos antivirais com eficdcia comprovada contra
FHV-1 (GOULD, 2011).

2.5.3 L-Lisina

A efetividade da I-lisina é contraditéria (GOULD, 2011). Estudos mostram a inibicao
da replicacdo do FHV -1 in vitro, porém ndo in vivo (GASKELL et al., 2007), ou seja, na
presenca de altos niveis de lisina, porém, somente na presenca de baixos niveis de arginina.
Isto leva a hipotese de que a lisina possa agir como um inibidor competitivo da arginina. Em
humanos, a suplementacéo de I-lisina em conjunto com um baixo nivel de arginina na dieta
ameniza os sinais relacionados com herpesvirus (GRIFFITH; NORINS; KAGAN, 1978) e
(TOMPKINS, 1999). Pelo fato da arginina ser um aminoacido essencial na nutricdo de
felinos, sua restricdo fica inviavel para esta espécie. Frente a este aspecto, 0s estudos em gatos
foram concentrados apenas na suplementacdo de lisina como tratamento profilatico ou
terapéutico para FHV-1 (GASKELL et al., 2007). Os estudos até entdo realizados
apresentaram resultados diferenciados e ndo evidenciaram beneficios da suplementacdo com
I-lisina (RESS; LUBINSKY, 2008) e, em adi¢do sugerem que a l-lisina pode aumentar

paradoxalmente a gravidade da doenca e a exregdo viral (GOULD, 2011).

2.5.4 Interferons

Interferons (IFNs) sdo citocinas liberadas por células anfitrids na resposta a infeccao
viral e sdo conhecidas pela ampla atividade antiviral (GOULD, 2011).

Embora interferons sejam degradados pelo trato gastrointestinal e ndo detectaveis no
sangue ap6s dosagem oral, a administracdo de interferon alfa é relatada por induzir citocinas
na mucosa oral e linfonodos em ratos e, isso explica a resposta terapéutica vista apos a
administracdo oral do IFN no tratamento de diversas doencas virais de humanos e animais
(CUMMINS; KRAKOWKA; THOMPSON, 2005).

Porém, a simples administracdo oral de IFN pode ser ineficiente em produzir efeito na
superficie ocular de gatos (GOULD, 2011).

O uso do Interferon dmega como tratamento de dermatite facial por herpesvirus
demonstrou resultados satisfatérios. Uma gata de 14 anos que apresentava lesdes de
dermatite facial recebeu aplicacdes de interferon 6mega por via subcutanea na parte lateral do
térax e por via intradérmica intralesional na dose de 1.5 MU Kg ™ nos dias 0, 2 a 9 do
tratamento. Nos dias 19, 21 e 23 do correspondente tratamento, recebeu doses de 0.75 MU Kg

! pelas mesmas vias ja mencionadas. Seis semanas ap6s a primeira aplicacdo de interferon, o
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edema foi marcadamente reduzido, crostas e erosfes ndo estavam mais presentes, houve
crescimento dos pélos nas margens da lesdo e de algumas vibrisas no centro da lesdo foram
observados. Quatro meses ap6s o Ultimo tratamento, o gato voltou a apresentar uma pequena
crosta na borda lateral da lesdo, no focinho, sendo esta muito menor do que a inicialmente
observada. Esta lesdo foi removida cirurgicamente para bidpsia e regredindo novamente
(GUTZWILLER et al., 2007). As lesdes de dermatite ulcerativa frequentemente se mostram
refratarias aos tratamentos convencionais, incluindo corticosteroides sistémicos, uso topico de
fluocinolona com ou sem antibioticoterapia topica, uso de interferon alfa com ou sem
associagao com antiboticoterapia, ambos sistémicos) (HARGIS, 1999b). A remocdo cirurgica
das lesdes se mostrou eficaz, segundo GUTZWILLER et al.(2007) e HARGIS; GINN

(1999b), nos casos em que este procedimento foi relatado.

2.6. Prognostico

A infeccdo por herpesvirus felino € comum podendo induzir doenca grave e, muitas
vezes, fatal (THIRY, et al.,2009).

Os sinais clinicos relacionados ao complexo respiratorio viral felino sdo freqlientes
causas de atendimento em clinicas veterinarias e 0s problemas respiratérios recorrentes sao
frequentes em gatos de abrigos publicos e gatis (LARA, 2012).

Embora existam vacinas comercialmente disponiveis ha mais de 30 anos contra muitos
agentes envolvidos no complexo respiratério felino, a prevaléncia destes microorganismos
nesta doenca ainda é elevada na populacdo felina representando um desafio na préatica da
medicina veterinaria. Além disso, esta doenca altamente infecciosa possui tendéncia a
cronicidade e morbidade de quase 100%, especialmente em locais onde os felinos se

encontram aglomerados, como em abrigos e gatis. (LARA, 2012).

2.7. Profilaxia

A vacinagédo contra FHV-1 esta disponivel ha anos e tem mostrado relativo sucesso no
controle da doenga. Entretanto, a doenca ainda pode ser um problema, especialmente, em
gatos que sdo mantidos agrupados ou filhotes que perdem os anticorpos maternais antes da
vacinacao fazer efeito (GASKELL et al., 2007).

Varios tipos de vacinas sdo disponiveis contra FHV-1. As vacinas de uso parenteral
inativadas e virus vivo modificadas sdo acessiveis mundialmente e, alguns paises, existem
ainda, vacinas intranasais (GASKELL et al., 2007).
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As vacinas ndo necessariamente previnem a infecgdo, mas reduzem a gravidade dos
sinais clinicos, a excrecado viral e reduzem as consequéncias nos processos de reativacao viral.
Promovem protecdo por imunidade humoral e celular (THIRY et al., 2009).

Os anticorpos maternais promovem algum grau de protecdo em filhotes até por volta
de oito semanas e, a primeira vacinagao deve ser iniciada por volta da nona semana de idade
com um segundo reforgo vacinal deve ser realizado em duas ou quatro semanas. Revacinacgao
anual € recomendada (THIRY et al., 2009). Entretanto, o fator de risco deve ser avaliado para
cada gato para estabelecer a frequéncia da vacinacdo (GASKELL et al, 2007).

A vacinagdo pode ser considerada para gatos FIV soroposittivos com histérico de
problemas respiratorios desde que estes animais estejam em condicGes estaveis (THIRY, et
al., 2009).
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3 RELATO DE CASO

Este relato serd submetido para publicacdo em revista cientifica pelos respectivos
autores: Fernando Froner Argenta, Barbara Carolina Ramos, Gabriela Fredo, Claudio J6ao
Mourdo Laisse, Verdnica Machado Rolim, Juliana Felipetto Cargnelutti, EduardoFurtado
Flores, Saulo Petinatti Pavarini, Fernanda Amorim da Costa e David Driemeier.

Um gato adulto, macho, sem raga definida, pelagem preta e branca foi recolhido na rua
com moderadas lesbes cutaneas no plano nasal (Figura 1) conforme tutor que o resgatou.
Depois de transcorridos 13 dias do resgate, o felino foi encaminhado a clinica para consulta.
Ao exame fisico, o animal apresentava escore corporal e muscular baixos, desidratacéo, febre,
espirros esporadicos, hiporexia, secrecdo nasal bilateral de aspecto purulento, lesdes
ulcerativas no plano nasal, na lingua e na regido do carpo esquerdo. O tutor relatou que todos
os demais felinos da residéncia, ndo vacinados, desenvolveram sinais respiratorios
semelhantes, receberam tratamento e estavam se recuperando adequadamente. Como
tratamento inicial, foi realizado fluidoterapia intravenosa com solugdo de Ringer’s com
lactato associada a aplicacdo intravenosa de complexo B e subcutanea de cefovecina 8,0
mg/kg. Realizou- se coleta por impressdo da lesdo facial para citologia e coleta de sangue para
realizacdo de hemograma, creatina, atividade serica da alanina aminotransferase ( ALT) e
fosfatase alcalina (FA). Apenas aumento na ALT de 119 U/L,valor referéncia de 6 a 83 U/L
(GONZALEZ et al., 2001), foi identificado. O paciente recebeu alta devido a restricdes
financeiras. Foi solicitado retorno do paciente em sete a 10 dias e sugerido fornecimento de
alimento pastoso hipercalérico como fonte alimentar. O resultado da citologia se mostrou
inconclusivo, porém, descreveu presenca de hifas na amostra enviada. ApoOs sete dias do
atendimento inicial o felino retornou com uma breve melhora do estado clinico, porém a lesdo
facial ndo demostrava melhora. Foi indicado o uso de itraconazol na dose de 10 mg/k por via
oral. Decorridos 17 dias do tratamento inicial, novamente retornou anoréxico e com aumento
em extensdo da leséo facial até a regido periocular e novo tratamento foi instituido, durante
quatro dias, com fluidoterapia intavenosa para corre¢do da desidratacdo, suplementacdo de
vitaminas do complexo B por via intravenosa, controle da dor com tramadol na dose de 1
mg/k por via subcutanea a cada 12 horas, uso de meloxicam na dose de 0,1 mg/k por via
subcutanea a cada 24 horas para controle da dor e febre e, nova aplicagcéo de cefovecina 8
mg/k. Foi suspenso o uso de itraconazol devido a anorexia apresentada apos trés dias da
administracdo do farmaco, somado ao resultado citologico inconclusivo. O paciente foi
liberado mais uma vez por restricbes financeiras. Porém, apo6s quatro dias, retornou e foi

reconstituido o tratamento anterior sendo o meloxicam aplicado em dose reduzida de 0,05
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mg/k a cada 48 ou 72 horas quando necessario para corrigir o estado febril, amoxicilina com
clavulanato 22 mg/k por via intravenosa a cada 12 horas e, enrofloxacina 5 mg/k pela via
subcutanea a cada 24 horas. A alimentacdo com a/ d Hills foi utilizada durante todo
tratamento e a ingestdo foi aceita voluntariamente. Apo6s 24 dias do atendimento inicial, o
tutor permitiu anestesia do felino e coleta de uma amostra de pele do plano nasal para exame
histopatologico.

Nos seis dias ap0s a coleta da amostra cutanea, o felino manteve-se debilitado, sem
apresentar melhora das lesbes de pele e evoluiu para o 6bito 24 horas antes do resultado do
exame histopatologico. Na histopatologia observou-se extensa necrose da epiderme,
estendendo-se a derme subjacente e estruturas anexas, associada a acentuado infiltrado
inflamatdrio constituido, predominantemente por neutrofilos integros e degenerados,
mastocitos e linfocitos, além de fibrina na superficie da epiderme. No interior de algumas
células epiteliais intactas, adjacentes as areas de necrose, evidenciaram-se corpusculos de
inclusdo intranucleares variando de levemente basofilicos a anfofilicos, de aparéncia vitrea e
acarretando em marginalizacdo da cromatina nuclear. Por vezes os corpusculos apresentavam-
se homogéneos e eosinofilicos (Figura 2C).

Ap0s o 6bito o felino foi encaminhado para necropsia onde a pele da regido do labio
superior, plano nasal e periorbital, apresentavam extensa lesdo erosiva e ulcerativa com
formacao de crostas que se desprendiam facilmente (Figura 2A, 2B). A lingua e o palato duro
apresentavam areas multifocais de ulceracdo. Os linfonodos submandibulares estavam
aumentados de tamanho e de coloracdo levemente avermelhada. Fragmentos dos Orgaos
foram fixados em formalina a 10% e processados rotineiramente para 0 exame
histopatoldgico. Seccbes de pulmdo, pele do plano nasal, traqueia e medula dssea foram
submetidas a técnica de imuno-histoquimica (IHQ). Os anticorpos primarios e os protocolos
imuno-histoquimicos utilizados estdo especificados no ANEXO A.

Os achados histopatologicos da pele na necropsia foram semelhantes aos descritos na
bidpsia, porém ndo foram identificados corpusculos de incluséo intranucleares nas amostras
coletadas na necropsia. Evidenciou-se ainda glossite, estomatite, sinusite e traqueite
fibrinonecréticas. Havia acentuada deplecdo linfoide no bago e linfonodos,
predominantemente nos submandibulares. A medula dssea estava totalmente obliterada por
acentuada proliferacdo de células blasticas da linhagem mieloide. Observaram-se, ainda,
aglomerados de células blasticas nos capilares alveolares, com o diagnostico compativel com
leucemia mieloide aguda. Na avaliacdo de IHQ anti-FHV-1 observou-se imunomarcagédo no

citoplasma das células epiteliais sebaceas e foliculares adjacentes as areas de necrose da pele
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(Figura 2D) e nas células epiteliais bronquiolares. Houve intensa imunomarcacao na IHQ para
FeLV e FIV nas células hematopoiéticas da medula 6ssea. Ainda, em um fragmento de
pulméo observou-se discreta marcacédo para calicivirus em ocasionais macrofagos alveolares.

Fragmentos de pele do plano nasal do animal foram ainda submetidos aos testes de
isolamento viral em cultivo celular e PCR. Para o isolamento viral, aproximadamente 10-50
mg do tecido foram macerados, ressuspensos em meio essencial minimo e inoculados em
células de linhagem de rim de felino (CRFK, ATCC CCL 94). Apos 48 h da inoculacao, foi
observado efeito citopatico caracteristico de herpesvirus, como arredondamento e lise celular.
O sobrenadante da célula infectada e um fragmento da lesdo do animal foram submetidos a
extracdo de DNA total. Para o teste de PCR para FHV-1 foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores para o gene da glicoproteina E (gE), que amplificam um produto de 522pb
(forward 57-3’- ATGCCGATTGGACATCCAG, reverse 5°-3’-
TCGTCGTTCGATGCGATAC). A reacdo de PCR foi realizada utilizando, aproximadamente
100ng de DNA total extraido, 0,4uM de cada oligonucleotideo, 2,5mM de MgClz, 10mM de
dNTPs, 10% de tampdo e 1U de Tag DNA polimerase. Os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose a 1%, corado com GelRed® (Biotium, CA, EUA), e
analisados sob luz ultravioleta. Para as reagdes de PCR, o isolado de FHV-1 SV534/00 foi
utilizado como controle positivo, e agua ultrapura como controle negativo.

As amostras analisadas foram positivas na PCR para FHV-1. O produto amplificado
foi purificado utilizando kit comercial (PureLink PCR Kkit, Invitrogen, Thermo Scientific,
EUA) e submetido ao sequenciamento de nucleotideos (ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer).
As sequéncias foram analisadas pelo Software Staden (STADEN, 1996), para obtencdo do
consenso que foi comparado com sequéncias disponiveis no GenBank, revelando 99-100% de

identidade de nucleotideos, e 100% de homologia de aminoacidos com amostras de FHV-1.
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Figura 1. Lesdo facial ulcerativa no plano nasal. Imagem obtida no momento em que o felino chegou para
atendimento clinico.

Figura 2. Dermatite ulcerativa por FHV-1 em um felino. A. Extensa lesdo ulcerativa em labio superior, plano
nasal e periorbital. B. Ulceras de distribuicdo multifocal no palato duro (seta) e lingua (ponta da seta). C.
Corpusculos de inclusdo intranucleares nas células epiteliais intactas, variando de levemente basofilicos, de
aparéncia vitrea com marginalizacdo da cromatina nuclear (cabec¢a da seta), a homogénios e eosinofilicos (seta).
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HE, obj. 40x. D. IHQ para FHV-1 com imunomarcacdo no citoplasma das células epiteliais sebaceas e
foliculares, obj. 40X.

4 DISCUSSAO

O FHV-1 é um patégeno comumente associado a rinotraqueite aguda e cronica,
ceratoconjuntivite e estomatite ulcerativa em felinos (GASKELL et al., 2007). A dermatite
causada por FHV-1 é uma manifestacdo rara da doenca, com lesdes predominantemente na
face que se caracterizam por graus variaveis de eritema, edema, exsudacédo, erosao e ulceragédo
(SANCHES; GOLDSCHMIDT; MAULDINET, 2012), similar ao observado no felino desse
relato. Histologicamente a lesdo de pele em felinos com FHV-1 € caracterizada por uma
dermatite ulcerativa, com infiltrado inflamatério varidvel, por vezes com predominio de
eosinofilos ou neutrdfilos, além de possuir linfocitos, macréfagos e ocasionalmente
mastdcitos (LEE; NORRIS, 2010) e (SANCHES; GOLDSCHMID; MAULDINET, 2012).
Além dessas altera¢fes, um achado histolégico que facilita o diagnostico sdo os corpusculos
de inclusdo intranucleares em células epiteliais. Essas inclusées ocorrem durante o periodo de
replicacdo viral ativa de dois a sete dias apds a infeccdo, e raramente sdo detectados apos o
sétimo dia de infeccdo (GASKELL; KNOWLES, 1989). Essa pode ser a razdo da deteccdo de
corpusculos de inclusdo no animal do presente relato ter ocorrido apenas na amostra coletada
na biopsia e ndo nas amostras de pele coletadas na necropsia.

Apos a infeccdo primaria, o FHV-1 pode persistir especialmente no ganglio trigémeo,
e a replicacdo viral pode ser reativada em animais imunossuprimidos ou em condicdo de
estresse (GASKELL; KNOWLES, 1989). Os gatos com dermatite associada ao FHV-1
podem ter histérico de doenca respiratdria anterior ou concomitante, imunossupressao devido
0 uso prolongado de glicocorticides (SANCHES; GOLDSCHMIDT; MAULDINET, 2012) e
infecgdo por retrovirus felino (SUCHY et al., 2008). Os provaveis fatores que contribuiram
para infeccdo por FHV-1 no presente relato sdo o fato de o animal ter sido resgatado da rua, o
que pressupde que nao foi submetido a medidas profilaticas e estava sujeito a varios fatores de
estresse, assim como a infeccdo concomitante por FIV e FelLV, o que acarretou seu obito por
leucemia mieloide aguda.

Na histopatologia de pele neste estudo, a derme apresentou infiltrado inflamatorio
constituido predominantemente por neutréfilos, mastdcitos e linfocitos. Ndo foi evidenciado
neste caso, uma marcada infiltracdo eosinofilica comumente encontrada em casos ja
publicados por HARGIS et al. (1999), PERSICO et al. (2011) e GUTZWILLER et al. (2007).
Porém um infiltrado predominantemente neutrofilico tambem foi encontrado por outro

pesquisador (NEPI et al., 2004). O mecanismo do recrutamento eosinofilico em muitas
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infecBes virais ndo é bem esclarecido, um possivel mecanismo inclui a producédo de citocinas
quimioatrativas para eosinofilos produzidas pelas células epiteliais infectadas pelo virus
(LUCEY; CLERICI; SHEARER, 1996) e (MATSUKURA et al., 1996). Alternativamente, o
infiltrado eosinofilico pode estar presente como resposta a queratina presente no tecido sem
haver uma verdadeira influéncia do virus (HARGIS et al., 1999). Tendo como base esta
ultima colocagéo, no caso relatado, a extensa necrose da epiderme e consequente auséncia das
camadas mais superficiais da pele compostas de queratina, poderiam explicar a auséncia de
eosinofilos na amostra avaliada do paciente em questao.

Os principais diagnosticos diferenciais patologicos a serem considerados para a
dermatite ulcerativa por FHV-1 sdo placa eosinofilica, Glcera indolente felina, granuloma
eosinofilico e hipersensibilidade & picada de mosquito (GROSS et al., 2009a) e (SANCHES;
GOLDSCHMIDT; MAULDINET, 2012). A apresentacdo macroscOpica caracterizada por
lesbes ulcerativas e crostosas na pele, também pode ser encontrada nas dermatites fangicas,
como a criptococose e esporotricose, além das neoplasias, como o carcinoma de células
escamosas GROSS et al, 2009b). A técnica de imuno-histoquimica e PCR podem auxiliar no
diagnostico, principalmente, quando os corpusculos de inclusdo intranucleares ndo sdo
identificados no exame histolégico, portanto, sdo ferramentas Uteis para diferenciar dermatite
associada ao herpesvirus de outras causas de dermatite (PERSICO et al., 2011). Além disso, a
PCR apresenta excelente sensibilidade e especificidade na deteccdo do FHV-1 em animais
doentes, naqueles com baixa carga viral e infeccdo latente, tornando-se uma ferramenta
extremamente Util para fins diagnosticos e de pesquisa (STILES; POGRANIVHNIY, 2008).
O isolamento viral, assim como a interpretacdo do resultado positivo obtido com a PCR,
associado com a analise dos sinais clinicos e achados histopatol6gicos, comprovaram que a

lesdo cutanea no plano nasal do animal foi realmente causada pela infeccdo pelo FHV-1.

5 CONCLUSOES

Através do presente trabalho demonstrou-se a importancia da incluséo da dermatite
facial por herpesvirus felino como diagnoéstico diferencial das diversas doengas que cursam
com lesGes faciais nesta espécie, principalmente naqueles que apresentam co-infeccGes virais
e um prognostico tao grave. A avaliacdo histopatoldgica de biopsia incisional demonstrou ser
um meétodo eficiente para o diagnostico desta enfermidade, e a marcagdo imuno-histoquimica
pode contribuir para a confirmagdo do diagnostico e identificacdo da infeccdo concomitante
por FIV, FeLV e FCV.
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ANEXO A

Tabela 1. Anticorpos monoclonais e protocolos imuno-histoquimicos utilizados.

Anticorpo Cddigo | Recuperacao Diluicdo | Método de | Cromogeno
Monoclonal Antigénica deteccdo

anti-FeHV-1 FHV7- | 10 min/25°C 1:100 MACH4° AEC®
(FHV7-5) 5% Proteinase K°

anti-FCV FCV2- | 10 min/37°C Protease | 1:50 MACH4 AEC
(FCV2-16) 16° XIV°

anti-FIV (p24 MCA 40 min/100°C, 0,01M, | 1:100 LSAB-AP® | Permanent
gag) 2278 tampdo citrato pH 6,0 Red*
anti-FeLV MCA 40 min/100°C, tampéo | 1:500 LSAB-AP® | Permanent
(gp70) 1897 Tris-EDTA pH 9,0 Red*

Fontes de aquisigdo: ‘Custom Monoclonals International, *Serotec, ‘Dako, ‘Sigma, ‘Biocare Medical




