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_Resumo

Os testes laboratoriais de pesquisa de anticorpos especificos para o
virus Epstein-Barr sdo uma das ferramentas usadas para a rpida e
correta identificacdo da infecdo causada por este virus. No entanto,
existem perfis seroldgicos atipicos que dificultam a obtencdo de um
diagnaostico. Assim, o objetivo deste estudo foi determinar a frequ-
éncia dos perfis serolégicos atipicos e caracterizar a sua distribuicao
em individuos cuja pesquisa de anticorpos foi realizada no Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge. Foi realizada uma andlise
retrospetiva de 1346 individuos residentes em Portugal, com per-
fil seroldgico completo para o diagnéstico laboratorial da infecao
pelo virus Epstein-Barr, obtido entre 2015 e 2022. Dos individuos
incluidos no estudo, 192 (14,2%) apresentaram um perfil seroldgico
atipico. O perfil serolégico atipico mais frequente foi a presenca de
anticorpos 1gG VCA/EA isolados (8,3%; 112/1346), sequido da pre-
senca simultanea de anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA e IgG EBNA-1
(3,6%; 48/1346), depois o perfil de anticorpos 1gG EBNA-1 isolados
(1,6%; 22/1346) e, por ultimo, o perfil de anticorpos IgM VCA iso-
lados (0,7%; 10/1346). No geral, a frequéncia dos perfis serol6gi-
cos atipicos obtida neste estudo estd de acordo com a literatura. Em
comparacao com outro estudo realizado em Portugal, os perfis de
anticorpos 1gG EBNA-1 isolados e anticorpos IgM VCA isolados apre-
sentaram uma frequéncia ligeiramente superior. O presente estudo
demonstra a importancia dos perfis atipicos no diagndstico serold-
gico da infecdo pelo virus Epstein-Barr e a necessidade de efetuar
testes seroldgicos e moleculares adicionais, que variam de acordo
com a especificidade de cada perfil atipico.

_Abstract

Specific antibody tests are used to determine different stages of
Epstein-Barr virus infection. However, the detection of atypical sero-
logical patterns may pose a diagnostic challenge. This study aims
to determine the frequency and distribution of atypical patterns in
individuals tested at the Portuguese National Institute of Health.
We reviewed 1346 individuals with serological patterns obtained
between 2015 and 2022, from individuals living in Portugal. Of those
included in this study, 192 (14.2%) showed an atypical pattern. Iso-
lated VCA IgG was the most frequent (8.3%, 112/1346), followed by
the simultaneous presence of antibodies VCA IgM, VCA/EA 1gG, and
EBNA-T 1gG (3.6%, 48/1346), isolated EBNA-1 1gG (1.6%, 22/1346),
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and finally isolated VCA IgM (0.7%, 10/1346). The frequency of atypi-
cal serological patterns obtained in this study was similar to those
obtained in other studies. When comparing to another study conduc-
ted in Portugal, we found slightly higher percentages of the atypi-
cal serological patterns: isolated EBNA-1 1gG, and isolated VCA IgM.
This study highlights the importance of atypical serological patterns
in Epstein-Barr virus diagnosis, and the need to perform additional
serologic and molecular tests to better interpret them.

_Introducao

0 virus Epstein-Barr (EBV), também designado por her-
pesvirus humano 4, é responsdvel por afetar mais de
90% da populacao humana a nivel mundial (1). Apds
a infecao primaria, o virus persiste no corpo huma-
no de forma latente podendo mais tarde dar origem
a doencas oncolégicas (2), nomeadamente linfoma de
Hodgkin, linfoma de Burkitt, carcinoma da nasofarin-
ge, carcinoma gastrico, entre outros (1). A nivel mun-
dial estimou-se que, em 2017, a proporcao atribufda a
infecdo pelo virus EBV nas 4 doencas mencionadas an-
teriormente, tenha sido de 18% dos casos incidentes,
17% das mortes e 4,6 milhdes de anos de vida perdi-
dos por incapacidade (DALYs) (3).

O diagndstico laboratorial de pesquisa de anticorpos
especificos para o EBV é uma das ferramentas que
pode auxiliar na rdpida confirmacao da infecao prima-
ria por este agente etioldgico, bem como é também
essencial para determinar um contacto prévio e poste-
rior desenvolvimento da resposta imunologica a infe-
cso viral (4.5). 0 perfil serolégico em resposta a infe-
cdo por EBV pode ser avaliado através da pesquisa dos
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sequintes anticorpos: imunoglobulina M (IgM) para cionais que podem ser utilizados para o efetivo escla-
antigénios da cdpside viral (VCA), imunoglobulina G recimento do diagndéstico laboratorial da infecdo por
(IgG) para VCA e IgG para antigénios nucleares do virus EBV. Esta reflexdo foi realizada pelos autores, na secao
Epstein-Barr (EBNA-1). Adicionalmente, também se da discussao, onde se descrevem os testes adicionais
pode efetuar a pesquisa de anticorpos IgG para os que podem ser utilizados em cada um dos perfis sero-
antigénios precoces (EA). O resultado da pesquisa l6gicos atipicos da infecao por EBV.

dos diferentes tipos de anticorpos permite diferenciar
uma infecdo primdria de uma infecdo passada, no _Objetivo
entanto existem perfis seroldgicos, designados por

0 presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de

atipicos, que carecem de testes seroldgicos adicio- determinar a frequéncia dos diferentes perfis serolo-

nais (por exemplo, determinacao da avidez dos anti- gicos atipicos, em individuos cuja pesquisa de anticor-

corpos 19G VCA) e testes moleculares (pesquisa do pos especificos para o virus Epstein-Barr foi realizada

material genético do £BV), de forma a melhor escla- no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,

recer o diagnostico laboratorial. Estes perfis atipicos no periodo de 2015 a 2022.

caracterizam-se pela presenca de anticorpos IgM VCA

isolados; presenca de anticorpos 1gG VCA isolados; Material e métodos

presenca de anticorpos IgG EBNA-1 isolados; e a pre-

senca simultanea de anticorpos IgM VCA, 1gG VCA e Realizou-se uma analise retrospetiva dos resulta-

196 EBNA-1 (6), conforme descrito na tabela 1. dos laboratoriais de serologia para o EBV em indivi-

duos estudados no Instituto Nacional de Saude Doutor

De forma a adequar a resposta laboratorial torna-se Ricardo Jorge (INSA) entre 2015 e 2022. Neste estudo,

importante conhecer e caracterizar os diferentes per- foram incluidos individuos residentes em Portugal

fis atipicos e, por sua vez, refletir sobre os testes adi- com um perfil serolégico completo para o diagnos-
Tabela 1: [ Interpretacdo dos perfis serolégicos no diagnéstico laboratorial da infecdo pelo

virus Epstein-Barr.

IgM VCA 1gG VCA IgG EBNA-1 Interpretacao

- - - Seronegativo

+ = - Perfil atipico: anticorpos IgM VCA isolados’

+ + = Infecdo primaria

_ + + Infecdo passada

_ + = Perfil atipico: anticorpos 1gG VCA isolados?

_ - + Perfil atipico: anticorpos 1gG EBNA-1 isolados?

+ + + Perfil atipico: presenca simultanea dos trés anticorpos?

+ positivo; - negativo.

Necessario realizar testes adicionais para esclarecer se se trata: 'de uma infecdo primaria ou de uma reacdo cruzada;
2de uma infecdo primdria ou de uma infecdo passada sem desenvolvimento de anticorpos 1IgG EBNA-1; 3 de uma infe-
cd0 passada ou de uma reacdo inespecifica; 4de uma infecdo priméaria ou de uma reativacdo.
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tico laboratorial da infecao por EBV, ou seja, resultado
para a pesquisa dos anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA
e 1gG EBNA-1 (n=1402). Posteriormente, excluiram-se
da andlise individuos com resultado inconclusivo na
pesquisa dos anticorpos para o EBV (n=47) e indivi-
duos com idade inferior a 1 ano (n=9), devido a pos-
sivel presenca de anticorpos maternos. Desta forma,
0 tamanho amostral elegivel para o estudo dos per-
fis seroldgicos atipicos da infecdo por EBV foi de 1346
individuos.

A pesquisa de anticorpos especificos para o EBV foi
efetuada em amostras de soro através da técnica enzy-
me-linked fluorescent assay (ELFA), usando o equipa-
mento mini VIDAS® (bioMérieux, France). Este equi-
pamento permite a detecdo qualitativa de um painel
de quatro anticorpos para o EBV através de trés testes
automatizados: IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1.

Para a andlise descritiva dos dados demograficos (sexo
e grupo etdrio) dos individuos que apresentaram um
perfil serolégico atipico recorreu-se ao cdlculo das fre-
queéncias absolutas e relativas. Os dados foram analisa-
dos com o programa STATA® 151 (StataCorp LLC, Texas,
USA).

_Resultados

Dos 1346 individuos incluidos no estudo, 995 (74,0%)
apresentaram um perfil de infecao passada, 92 (6,8%)
apresentaram auséncia de anticorpos para o EBV, 67
(5,0%) apresentaram um perfil de infecdo primaria (an-
ticorpos IgM positivos, anticorpos 1gG VCA/EA positivos
e anticorpos IgG EBNA-1 negativos) e 192 (14,2%) apre-

sentaram um perfil seroldgico atipico.

Relativamente aos perfis serologicos atipicos, 10 indi-
viduos (0,7%; 10/1346) apresentaram anticorpos IgM
VCA isolados, 112 (8,3%; 112/1346) apresentaram um
perfil de anticorpos IgG VCA/EA isolados, 22 (1,6%;
22/1346) apresentaram anticorpos 1gG EBNA-1 isola-
dos e 48 (3,6%; 48/1346) apresentaram simultanea-
mente anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1.
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Anticorpos IgM VCA isolados

Os 10 individuos com o perfil de anticorpos IgM VCA
isolados apresentaram uma idade média de 19,9 anos
(£11,2) e uma mediana de 17,5 anos, com um inter-
valo de idades entre 8 e 49 anos. Destes, 6 eram do
sexo masculino. A distribuicdo dos individuos com per-
fil serologico atipico por sexo e grupo etario encontra-
-se na tabela 2.

Anticorpos 1gG VCA/EA isolados

Os 112 individuos com o perfil de anticorpos IgG
VCA/EA isolados apresentaram uma idade média de
49,1 anos (£23,0) e uma mediana de 53 anos, com um
intervalo de idades entre 1 e 88 anos. Este perfil ati-
pico foi mais frequente em individuos com idade igual
ou superior a 30 anos (79,5%; 89/112) e do sexo femi-
nino (53,6%; 60/112) (tabela 2).

Anticorpos IgG EBNA-1 isolados

0Os 22 individuos com o perfil de anticorpos IgG EBNA-1
isolados apresentaram uma idade média de 42,0 anos
(+22,7) e uma mediana de 39,5 anos, com um intervalo
de idades entre 5 e 93 anos. Este perfil atipico foi mais
frequente em individuos com idade igual ou superior a
25 anos (77,3%; 17/22) (tabela 2).

Presenca simultanea de anticorpos IgM VCA,

IgG VCA/EA e 1gG EBNA-1

Os 48 individuos com presenca simultanea de anticor-
pos IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1 apresentaram
uma idade média de 32,3 anos (+21,6) e uma mediana
de 24 anos, com um intervalo de idades entre 1 e 85
anos. Este perfil atipico foi mais frequente em indivi-
duos do sexo feminino (58,3%; 28/48) (tabela 2).
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Tabela 2:
e grupo etario.

IgM VCA 1gG VCA/EA
Caracteristicas isolados isolados
(n=10) (n=112)
n % n %
Sexo
Feminino 4 40,0 60 53,6
Masculino 6 60,0 52 46,4
Grupo etario
(em anos)
1-4 0 0,0 3 2,6
5-9 1 10,0 6 5,4
10 - 14 1 10,0 3 2,6
15 - 19 5 50,0 5 4,5
20 - 24 1 10,0 4 3,6
25 - 29 1 10,0 2 1,8
30 - 44 0 0,0 17 15,2
45 - 64 1 10,0 40 35,7
=65 0 0,0 32 28,6
_Discussao

Os testes laboratoriais de pesquisa de anticorpos espe-
cificos para o EBV sdo uma das ferramentas para o diag-
ndstico de uma infecdo primaria e sao utilizados, tam-
bém, para detetar uma resposta imunologica apoés
contacto com o virus. Nao obstante, existem perfis sero-
l6gicos desenvolvidos apds a infecdo por EBV que nao
permitem chegar a uma conclusdo definitiva sobre o
diagnéstico e estes designam-se por perfis atipicos (6).
No presente estudo, foi encontrada uma frequéncia
de 14,2% (192/1346) de perfis seroldgicos classifica-
dos como perfis atipicos. Do conhecimento dos autores
apenas existe um estudo anterior dos perfis serologi-
cos atipicos para o EBV efetuado em Portugal, reali-
zado por Moreno (7), e que teve como populacio alvo
os individuos analisados no Centro Hospitalar Cova da
Beira, no periodo de 2015 a 2017. Os resultados encon-
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1gG EBNA-1 IgM VCA, 1gG VCA/EA, TOTAL
isolados 19G EBNA-1 (n=192)
(n=22) (n=48)
n % n % n %
11 50,0 28 58,3 103 53,6
11 50,0 20 41,7 89 46,4
0 0,0 2 4,2 5 2,6
1 4,5 2 4,2 10 5,2
0 0,0 6 12,5 10 5,2
2 9,1 7 14,6 19 9,9
2 9,1 7 14,6 14 7,3
4 18,2 4 8,3 11 5,7
6 27,3 7 14,6 30 15,6
2 9,1 7 14,6 50 26,0
5 22,7 6 12,5 43 22,4
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Distribuicdo dos individuos com perfil serolégico atipico para o virus Epstein-Barr, por sexo

’

trados por Moreno sdo semelhantes aos do presente
estudo, com um total de individuos com perfis atipicos
de 13,2%. Os valores encontrados nestes dois estudos,
realizados em Portugal estdo de acordo com os valores
de outras populacoes, nomeadamente estudos realiza-
dos na Turquia e Itdlia, que diagnosticaram um total de
individuos com perfis atipicos para o EBV entre 11,4%
e 15,00 (8-10),

Relativamente ao perfil atipico de anticorpos IgM VCA
isolados, este estudo detetou 10 individuos com este
perfil, que corresponde a uma frequéncia de 0,7%.
Este valor é ligeiramente superior ao obtido num
estudo realizado em Portugal (0,3%) (7) e inferior ao
de um estudo realizado em Italia (1,2%) (10). No pre-
sente estudo, este tipo de perfil atipico foi encontrado
em 5 individuos com idade pedidtrica (<17 anos), em

4 jovens adultos entre 0s 18 e 25 anos e num indivi-
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duo com 49 anos. A presenca deste perfil atipico nos
grupos etdrios mais jovens é concordante com a idade
em que ocorre 3 infecao primdria por EBV (2) e por
isso pode significar a detecao precoce da infecdo, nao
tendo ainda ocorrido o desenvolvimento de anticor-
pos IgG VCA/EA. Por outro lado, a pesquisa de anticor-
pos IgM VCA pode ser positiva devido a presenca de
fator reumatoide ou auto-anticorpos, ou 3 uma reacao
cruzada com anticorpos de outro agente etioldgico,
por exemplo parvovirus B19 e citomegalovirus (6). pe
forma a esclarecer o perfil atipico de anticorpos IgM
VCA isolados pode-se: pesquisar a presenca de fatores
que levam a um resultado falso positivo; confirmar a
presenca de anticorpos IgM para o EBV por immuno-
blotting; ou pesquisar o material genético (ADN) do
EBV (6),

A frequéncia do perfil de anticorpos IgG VCA/EA iso-
lados obtida neste estudo (8,3%; 112/1346) é igual a
frequéncia obtida noutro estudo realizado em Portu-
gal (7). Estudos realizados noutros pafses detetaram
este perfil entre 5,1% e 7,9% dos individuos estuda-
dos (8-10)_Este perfil atipico pode indicar uma infecao
primaria em que 0s anticorpos IgM VCA ndo sdo produ-
zidos, aparecem tardiamente ou desapareceram pre-
cocemente. Por outro lado, este perfil pode também
sugerir uma infecao passada em que ndo houve pro-
ducdo de anticorpos 1gG EBNA-1, sendo que cerca de
5% dos individuos infetados nao desenvolve este tipo
de anticorpos, ou estes sao produzidos mas desapare-
ceram com o tempo, especialmente no caso de indivi-
duos imunocomprometidos (6). De forma a esclarecer
este perfil de anticorpos é possivel efetuar testes adi-
cionais, como por exemplo a determinacao da avidez
dos anticorpos 1gG VCA, immunoblotting para anticor-
pos IgG ou pesquisa do material genético do EBV (6,171).
No caso dos individuos imunocomprometidos o uso dos
testes serologicos é limitado devido a disfuncdo na pro-
ducao de anticorpos, pelo que a pesquisa de material
genético do EBV torna-se mais relevante em caso de
suspeita de infecao por EBV (11).
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No caso do perfil de anticorpos IgG EBNA-1 isolados
obtivemos uma frequéncia de 1,6% (22/1346), um
valor ligeiramente superior ao obtido no estudo reali-
zado noutra populacao de Portugal (0,5%) (7). Estudos
realizados noutros paises mostraram uma frequéncia
deste perfil entre 0,8 e 2,7% (8710). Este perfil é con-
siderado raro devido a implausibilidade de um indi-
viduo ter anticorpos 1gG EBNA-1 sem anticorpos 1gG
VCA, no entanto esta situacao pode dever-se ao tipo
de antigénio usado na pesquisa de anticorpos IgG VCA.
Um estudo realizado, com recurso a immunoblotting
para anticorpos 1gG, detetou que os individuos, com
um perfil atipico de anticorpos IgG EBNA-1 isolados,
tinham anticorpos 1gG EBNA-1 e também anticorpos
IgG VCA anti-p23, ou seja, tinham um perfil compati-
vel com infecdo passada (12). Deste modo, a variabi-
lidade encontrada na frequéncia deste perfil atipico
pode dever-se, ndo s6 ao facto de ser um evento raro,
mas também a diversidade dos alvos utilizados na pes-
quisa de anticorpos. A duvida que se levanta com este
perfil atipico é se o individuo tem uma infecao passada
ou se a presenca de anticorpos 1gG EBNA-1 resulta de
uma reacao inespecifica e, por isso, continua suscetivel
a infecdo por EBV. Em qualquer das situacoes, suspeita
de infecdo passada ou reacao inespecifica, a realizacao
do immunoblotting para anticorpos IgG permite escla-
recer este perfil atipico de anticorpos 1gG EBNA-1 iso-
lados (6).

Por ultimo, o perfil atipico com a presenca simulta-
nea dos anticorpos IgM VCA, 1gG VCA/EA e 1gG EBNA-1
foi obtido em 3,6% (48/1346) dos individuos incluidos
neste estudo. Este valor é ligeiramente inferior a fre-
quéncia obtida noutro estudo realizado em Portugal
(4,2%) (7). Estudos realizados noutros paises encontra-
ram valores entre 1,6 e 5,20 (8710). Este perfil atipico
pode indicar uma infecao primadria, em que os anticor-
pos IgM VCA persistem por varios meses apos a infecao
aguda, ou uma reativacao do virus, sendo esta situacao
considerada relevante em individuos imunocomprome-
tidos. No presente estudo, 16 (33,3%) individuos com
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este perfil atipico tinham idade pedidtrica (<17 anos),
0 que, na auséncia de informacao clinica, aponta para
uma infecdo primaria. De forma a melhor esclarecer
este perfil atipico, é necessdrio aplicar os testes men-
cionados no perfil atipico de anticorpos IgM VCA iso-
lados, com o objetivo de descartar a presenca de um
resultado falso positivo ou de se confirmar a presenca
dos anticorpos IgM (6). Adicionalmente, deve-se deter-
minar a avidez dos anticorpos IgG VCA (1), No caso
de existir uma avidez baixa a infecdo é considerada
recente e no caso de existir uma avidez alta pode ser
considerada uma infecao passada ou reativacao (13.14),
que em individuos imunocompetentes poderd nao ter
relevancia clinica (6).

_Conclusao

0 presente estudo determinou a frequéncia dos per-
fis seroldgicos atipicos para o virus Epstein-Barr (EBV)
em individuos testados no Instituto Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge ao longo de oito anos, 2015-2022.

A frequéncia dos diferentes perfis atipicos obtida neste
estudo, estando de acordo com o descrito na literatura,
aponta para a necessidade da realizacdo de testes adi-
cionais.

Através da aplicacdo de algoritmos de diagndstico
seroldgico e molecular é possivel determinar o esta-
dio da infecao por EBV e, desta forma, melhor escla-
recer o perfil serolégico atipico encontrado.

Em conclusdo, os resultados deste estudo sdo mais um
contributo para um maior conhecimento da frequéncia
e distribuicdo dos perfis seroldgicos atipicos para o EBV
em Portugal.
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