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RESUMO

Para avaliar a resposta anamnéstica em criancas que apresentaram declinio de
anticorpos sete anos apos esquema vacinal primario, foi administrada uma dose de
refor¢co (booster) da vacina brasileira recombinante contra hepatite B produzida pelo
Instituto Butantan em uma coorte com 78 criancas em Goiania-GO. Verificou-se que
100% das criancas apresentaram positividade para anti-HBs e que 88,5% dessas
apresentaram niveis protetores de anticorpos (210mUl/ml). Nenhum fator
sociodemogréfico foi determinante para o desenvolvimento de titulos protetores.
Verificou-se correlacdo entre titulos elevados apds a vacinacédo primaria e apos o
booster (Spearman corrrelation = 0,445; p = 0,001). Os resultados evidenciam a

efetividade da vacina brasileira contra a hepatite B em médio prazo.

Palavras-chave: hepatite B; anticorpos anti-hepatite B; imunizacdo; resposta de

anticorpos.



ABSTRACT

To evaluate the anamnestic response in children with decline of antibodies anti-HBs
after seven years of primary vaccination, a booster dose of recombinant hepatitis B
vaccine, produced by the Instituto Butantan, was carried out in a cohort with 78
children in Goiania-GO. It was found that 100% of the children presented some level
of anti-HBs and 88,5% of these has levels protectives (=10mUl/ml). No socio-
demographic factor was decisive for the development of protective titles. There was a
correlation between high titer after primary immunization and after booster
(Spearman corrrelation = 0.445; p = 0.001). The results show the effectiveness of the

Brazilian vaccine against hepatitis B in medium term.

Keywords: hepatitis B; antibodies anti-hepatitis B; immunization; antibodies

response.



RESUMEN

Para evaluar la respuesta anamnésica en nifios com caida de anticuerpos siete afios
después de la primovacunacion, una dosis de refuerzo de la vacuna brasilefia contra
la hepatitis B recombinante producida por el Instituto Butantan se llevd a cabo em
uma cohorte de 78 nifios. Se encontré que 100% de los nifios presentd algun nivel
de anti-HBs, y éstos mostraron que 88,5% obtuvieron niveles protectores (=10muUl /
ml). Ningun factor sociodemogréafico fue decisivo para el desarrollo de titulos de
proteccion. Hubo una correlacion entre el alto titulo después de la inmunizacion
primaria y después del refuerzo (Spearman existe correlacion = 0,445; p = 0,001).
Los resultados muestran la eficacia de la vacuna brasilefia contra la hepatitis B en

mediano plazo.

Palabras-clave: hepatitis B; anticuerpos anti-hepatitis B; inmunizacion; respuesta de

anticuerpos
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1. INTRODUCAO

O virus da hepatite B (HBV) é uma das causas mais comuns de infec¢des
virais no mundo. Estima-se que cerca de dois bilhGes de pessoas foram infectadas
pelo HBV em todo o mundo, e aproximadamente 240 milhdes de pessoas sao
portadoras da forma crénica desta infeccdo (WHO, 2015). O HBV é responsavel por
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular, gerando alta morbimortalidade. Acredita-
se que a hepatite B seja responsavel por 686 mil mortes anualmente (WHO, 2016),
representando a nona causa de mortalidade por doenca imunoprevenivel no mundo
e, um grave problema de saude publica (LIAW, CHU, 2009; WHO, 2015).

A vacina contra hepatite B surgiu no inicio da década de 80, sendo a forma
mais eficaz de prevencao desta infeccdo. Atualmente estd vacina esta implantada
em 180 paises membros da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2013), com
esquemas de vacinacdo na infancia e cobertura de cerca de 83% (WHO/UNICEF,
2016a). No Brasil a cobertura vacinal tem permanecido acima de 95% nos ultimos
10 anos (WHO/UNICEF, 2016b).

1.1 Histéria e epidemiologia da hepatite B

Registros chineses de cerca de cinco mil anos e babilénicos de 2500 anos
relatam quadros de ictericia na populacéo, porém ainda ndo se sabia a etiologia ou
forma de transmissdo da doenca (FONSECA, 2010). Entre os anos de 400 e 300
a.C Hipdcrates ja suspeitava da origem infecciosa da ictericia, e do figado como
orgao alvo (FONSECA, 2010; ALTER, 2014).

Nos séculos XVIII e XIX existem varios registros de surtos, principalmente
durante guerras na Austria (1743), Egito (1798), Franca (1870) e Estados Unidos
(1861-1865) sendo 40.000 soldados acometidos na Guerra de Secessao americana
(REUBEN, 2002). Em 1883 foi relatado o primeiro surto de hepatite, em
trabalhadores do estaleiro de Bremen (Alemanha), devido a administracéo de vacina
contra variola produzida a partir de linfa humana (ALTER, 2014; CDC, 2015).

Em 1963 Baruch Blumberg e colaboradores identificaram uma associagcéo
antigeno-anticorpo ao realizarem experimentos utilizando amostras de soro de

aborigene australiano e portadores de hemofilia politransfundidos. Esse antigeno foi
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chamado de Antigeno Australia (BLUMBERG, ALTER, VISNICH, 1965), sendo
atualmente denominado antigeno de superficie do virus da hepatite B - HBsSAg
(LOCARNINI et al, 2015). Logo a seguir, Dane e colaboradores identificaram, por
microscopia eletrbnica, a particula viral completa do virus da hepatite B,
denominando-a Particula de Dane (DANE et al. 1970).

A descoberta do HBV remonta ha mais de 50 anos e ainda € uma das
doencas infecciosas mais comuns e disseminada pelo mundo (FONSECA, 2010).

A endemicidade da hepatite B € descrita pela prevaléncia do antigeno de
superficie do HBV (HbsAg) na populacdo em geral. Estima-se que globalmente a
endemicidade média é de 3,68% e apresenta variacbes de acordo com a regido
geografica (SCHWEITZER et al, 2015). Em regides com prevaléncia maior ou igual a
8%, a endemicidade é considerada elevada, naquelas que apresentam taxas entre 2
e 7% a endemicidade é intermediaria. J& regibes com prevaléncias menores que 2%
sao classificadas como de baixa endemicidade (WHO,2009; OTT et al, 2012).

Os paises onde se encontram maiores endemicidades estdo localizados na
Asia, Africa e ilhas do Pacifico; nas Américas do Sul e Central e Europa Oriental a
prevaléncia é intermediaria e nos Estados Unidos, Oceania e Europa Ocidental se
encontram taxas mais baixas (TE, JENSEN, 2010; TAUIL et al., 2012).

A possibilidade de se contrair a infecgcdo € proporcional a endemicidade da
regido. Aproximadamente 45% da populacdo em geral vive em areas de alta
endemicidade, 43% em areas de média endemicidade e 12% em areas de baixa
endemicidade, sendo que o risco de se infectar é de 60%, entre 20% e 60% e menor
que 20% respectivamente. (CDC, 2015). Em éareas de alta prevaléncia a maioria das
infeccdes ocorrem durante a infancia, j& em regides de prevaléncia intermediaria as
infeccbes ocorrem tanto na infancia quanto na fase adulta e em areas com baixa
prevaléncia os maiores indices de infec¢cdo estdo entre adolescentes e adultos
(TREPO, CHAN, LOK, 2014).
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<% -Llow
B 2-4% - Low intermediate
M- High intermediate
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W Not applicable

Figura 1: Prevaléncia da infeccédo pelo HBV ao redor do mundo em criancas de
05-09 anos. WHO, 2015.

A prevaléncia entre criancas varia de acordo com a regido, na Africa
Subsaariana a prevaléncia entre individuos de 0 a 14 anos do sexo feminino é de
8%. Em paises da América do Norte, como o Canadd e os Estados Unidos
apresentam indices mais baixos, em que criancas de 0 a 4 anos demostram uma
prevaléncia de 2,14%. Na Europa central a prevaléncia em criancas do sexo
feminino caiu pela metade em 15 anos, passando de 6% para 3% em 2005, porém o
Leste Europeu ainda permanece com o maior indice de criancas entre 0 e 9 anos
como sendo a mais afetada pela infec¢do pelo HBV. Na América Latina houve uma
queda dessa prevaléncia em criangas, principalmente do sexo masculino entre O e 9
anos, em que passou de 5% em 1990 para 1,6% em 2005, deixando de ser uma

area de endemicidade intermediaria para baixa endemicidade (OTT et al, 2012).



19

2% -Llow }
B 2-4% - Low ntermediate { &
s - High intermediate |
B =8% -Hgh \

W Not applicable

Figura 2: Prevaléncia da infecg&o pelo HBV ao redor do mundo em adultos de
19-49 anos. WHO, 2015.

Um amplo estudo de base populacional conduzido nas capitais brasileiras
demonstrou uma baixa endemicidade para hepatite B no Brasil com taxas abaixo de
1%, sendo que na Regido Centro-Oeste a prevaléncia foi de 0,31%, caracterizando
a regido de baixa endemicidade (PEREIRA et al, 2010).

Embora o pais apresente baixa endemicidade, a distribuicdo da infecgdo ndo
€ homogénea (SOUTO, 2016). De 1999 a 2011 foram registrados no SINAN 120.343
casos de hepatite B no Brasil, sendo 36,3% na regido Sudeste, 31,6% na Sul, 13,1%
na Norte, 9,9% na Centro-oeste e 9,2% na Nordeste, sendo que em 11 anos (2000-
2011) ocorreram 9.659 6bitos no pais devido Hepatite B (MINISTERIO DA SAUDE,
2012).

Em Goiania — GO, estudos realizados em grupos especificos tém mostrado
prevaléncias para o HBsAg variando de 0,6% (OLIVEIRA et al, 2006) em

adolescentes a 5,8% em hemodialisados (TELES et al, 2002) respectivamente.

1.2 Virus da hepatite B
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Icosahedral core (C) :', p Small surface proten (S)
g
Q;{"/ _—— Medium surface protein
(S + PraS2)

L Large surface protein
“l {S + PreS2 + PreS1)

DNA

Polymerase (P)

Hepatitis B
virus

Figura 3 — Representacdo esquematica do virus da hepatite B

Fonte: 2002 James A. Perkins, Medical and Scientific illustrations
http://people.rit.edu/japfaal/infectious.html

O virus da Hepatite B € um virus hepatotrépico, com 42 nm de diametero,
pertencente a familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus (ICTV, 2014),
tendo como hospedeiro exclusivo o homem (CHURIN, RODERFELD, ROEB, 2015).
Seu genoma possui aproximadamente 3,2 Kb, sendo formado por uma fita dupla de

DNA, circular, parcialmente dupla, que se replica por transcrigdo reversa virus.

No genoma viral sdo encontradas quatro sequéncias de leitura aberta -
ORFs, denominadas Pré S/S, Pré-C/C, P e X que codificam as proteinas estruturais
e ndo estruturais do HBV. A sequéncia Pré S/S codifica as proteinas do envelope
viral: S (small), M (middle) e L (large). Estas proteinas estédo associadas a ligacao do
virus a célula hospedeira. Além disto, a proteina S induz a producédo de anticorpos
neutralizante, sendo utilizada na produgdo de vacinas contra hepatite B (LIANG,
2009; MICHEL, TIOLLAIS, 2010).


http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html
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[T t]

A regido Pré-C/C codifica a proteina “e” e core. A primeira € um antigeno
(HBeAg) soluvel e sua deteccdo no soro de individuos infectados pelo HBV indica
replicacdo viral e elevada infecciosidade. Ja a proteina core (HBsAQg) € encontrada
no capsideo viral, sendo capaz de induzir a formacgao de anticorpos independente de
células T. A regido P codifica uma enzima polimerase, que é dividida funcionalmente
em quatro dominios: transcriptase reversa, DNA polimerase, RNase H e proteina
terminal (LIANG, 2009). Finalmente a regido X € uma proteina transativadora, e tem
sido associada a hepatocarcinogénese (LIANG, 2009; VIVEKANANDAN, SINGH

2010; YANG, BOUCHARD, 2012).

g

genomic RMA
{-}-DMNA

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma do HBV

Fonte: Jayalakshmi; Kalyanaraman; Pitchappan. Hepatitis B Virus Genetic
Diversity: Disease Pathogenesis.

http://www.intechopen.com/books/viral-replication/hepatitis-b-virus-genetic-diversity-
disease-pathogenesis

1.3 Diagndéstico laboratorial da hepatite B

O diagnoéstico da hepatite B é baseado nos sinais e sintomas do paciente e no
diagnéstico laboratorial, porém um diagnostico preciso e definitivo depende dos
resultados de testes soroldgicos (CDC, 2015). O diagnéstico laboratorial € realizado
através da deteccdo de marcadores sorologicos relacionados ao HBV - (antigenos
HBsAg, HBeAg e anticorpos anti-HBs, anti-HBe e anti-HBc) (BOWDEN, 2006; LIAW,
CHU, 2009; SHIFFMAN, 2010). Para confirmar o diagnéstico primario, determinar a


http://www.intechopen.com/books/viral-replication/hepatitis-b-virus-genetic-diversity-disease-pathogenesis
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carga viral, genotipos e resisténcia aos antivirais séo realizados testes moleculares
(VILLAR et al, 2015).

O HBsAg é o primeiro marcador a ser encontrado no soro do individuo
infectado, podendo estar presente entre seis e doze semanas apd6s 0 contato com o
virus e pode permanecer detectavel por até seis meses, indicando que o individuo
esta infectado (BOWDEN, 2006; CDC,2015). O desaparecimento do HBsAg e
surgimento do anti-HBs, caracteriza a resolugdo da infeccdo e imunidade contra
novas exposi¢cbes ao HBV. O HBeAg aparece logo ap6és o HBSAg e permanece
presente por até trés meses, indicando replicacao viral. Apds o seu declinio surge o
seu anticorpo correspondente anti-HBe indicando diminuicdo da viremia (KAO, 2008;
LIANG, 2009, CDC, 2015; VILLAR et al, 2015). O HBcAg né&o é encontrado no soro
dos individuos infectados, sua deteccdo sO se faz possivel por meio de biopsia do
figado, jA o anti-HBc estd presente nas fases aguda, crbnica e ap0s a cura,
indicando contato com o virus, permanecendo no organismo por toda a vida. Suas
fracOes IgM e IgG diferenciam uma infeccdo recente de uma passada, a primeira é
detectavel até seis meses apos a doenca e € o melhor marcador para indicar
infeccdo aguda, a segunda permanece presente por toda vida do individuo exposto
ao virus (LIAW, CHU, 2009; CDC, 2015; VILLAR et al, 2015).

Considera-se hepatite B crbnica quando o HBsAg permanece no soro do
individuo por um periodo maior que seis meses e normalmente estdo presentes o
anti-HBc total e HBV-DNA (BOWDEN, 2006; LIAW, CHU, 2009; OTT et al, 2012). A
concentracdo de DNA do HBV presente no soro é medida por PCR e usada para
diferenciar uma doenca ativa com HBeAg negativo de uma infec¢do crdnica inativa,

e decidir se o tratamento deve ser feito ou apenas manter a monitoragéo do quadro.
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Curso Sorologico da hepatite B aguda
Curso Sorologico Tipico
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Figura 5: Curso soroldgico da hepatite B aguda

Fonte: Ministério da saude, 2008

Curso Sorologico Tipico da Infeccao Cronica pelo HBV
Curso Sorolégico Tipico
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Figura 6: Curso soroldgico da hepatite B crénica

Fonte: Ministério da saude, 2008

1.4 Transmisséo, aspectos clinicos e tratamento da hepatite B

O HBYV tem alta taxa de infectividade, chegando a ser 100 vezes maior que 0
do HIV (TAUIL et al, 2012; CDC, 2015), sendo capaz de permanecer viavel por até
sete dias em superficies em temperatura ambiente (BOND et al, 1981).

Pode ser transmitido por via parenteral, sexual e vertical, por meio de
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exposi¢do percutanea ou de mucosa a sangue ou fluidos corpoéreos de individuos
infectados como saliva, sémen e fluido vaginal (ABBAS, SIDDIQUI, 2011; PUDELCO,
KOEHLER, BISETTO, 2014; WHO, 2015). Relacédo sexual desprotegida, transfuséo
sanguinea, compartilhamento ou reuso de seringas por usuarios de drogas,
promiscuidade sexual, pessoas hemodialisadas e contato em longo prazo com
portadores do HBV sé&o fatores que aumentam o risco de se contrair este virus
(LIAW, CHU, 2009; ALJARBOU, 2013).

Em locais de alta endemicidade a transmissao vertical € muito comum, sendo
a maior rota de transmissao em varias partes do mundo, podendo ser observado um
alto indice de transmissao horizontal entre criancas (WHO, 2015). Em regifes de
baixa endemicidade a principal forma de contaminacao é por via sexual e utilizacdo
de agulhas contaminadas, principalmente por usuarios de drogas injetaveis (WHO,
2009).

O periodo de incubacao do virus é de 30 a 60 dias, podendo variar de um a
seis meses apos a exposicao ao virus (SHIFFMAN, 2010). Na hepatite B aguda esta
fase é seguida pelo periodo pré-ictérico ou prodrdmico em que os sintomas séo
inespecificos como febre, fadiga, anorexia, nausea e mialgia e dura alguns dias.
Durante essa fase os niveis séricos de ALT aumentam e altos niveis de HBsSAg e
HBV DNA sédo detectaveis. Apds essa fase o individuo pode apresentar ictericia ou
collria, e essa fase dura de uma a duas semanas A hepatite fulminante ocorre em
cerca de 1% dos pacientes, sendo caracterizada pelo aparecimento repentino de
febre, dor abdominal, vbmito e ictericia, seguidos por desorientacdo, confuséo
mental e coma (LIANG, 2009; DENY, ZOULIN, 2010; CDC, 2015).

A hepatite B crbnica possui um curso dindmico e variavel, podendo passar por um
guadro de alta carga viral sem lesdo hepatica ativa ou apresentar inflamacéo hepatica com
carga viral baixa (McMAHON, 2010). Inicialmente HBeAg, HBsAg e HBV DNA estédo
presentes em alta quantidade e alteracdo moderada da aminotransferase sérica (LIANG,
2009).

A progressao para a forma cronica € inversamente proporcional a idade em
qgue o individuo é infectado. Estudos demonstram que a possibilidade de uma
crianca que se infecta ao nascer, quando as méaes sao HBsAg e HBeAg positivas,
evoluir para a forma cronica da doenca é de 90%. A administracdo da vacina e
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imunoglobulina no recém-nascido nas primeiras 24 horas apds o nascimento reduz o
risco para 10% - 5% (BUT et al, 2008; McMAHON, 2010; LOCARNINI et al, 2015).
Em menores de cinco anos a taxa de cronificacdo € entre 20% e 60%, e em adultos
de 5% a 10% (WHO, 2015).

Na hepatite crbnica os sinais e sintomas séo presentes somente na fase mais
adiantada quando surgem complicacdes, sendo os principais sintomas fadiga, falta
de apetite e perda de peso (TAUIL et al, 2012). Vérios fatores aumentam a chance
de cronificacdo, como tabagismo, abuso de 4&alcool, sexo, gendtipo do virus,
coinfeccdo com HIV e HCV ou outras comorbidades. Portadores de hepatite cronica
tem chance de 15% a 25% de morrerem prematuramente devido complicacdes
causadas por esse virus, como cirrose e carcinoma hepatocelular (WHO, 2009;
McMAHON, 2010; LOCARNINI et al, 2015).

A evolucado da forma crbnica geralmente esta ligada a casos graves. Na fase
aguda o tratamento € sintomatico, dispensando o uso de antivirais, ja na fase
cronica o tratamento preconiza a diminuicdo da replicacdo viral, minimizando as
chances de progressédo da doenca (SHIFFMAN, 2010). Em 20 anos de pesquisa
foram desenvolvidas sete drogas para o combate desse virus, elas sdo efetivas na
supressdo da replicacdo viral, normalizacdo da ALT, diminuicdo de inflamacao
hepatica e reversdo da fibrose hepatica. A Associacdo Europeia de Estudos do
Figado divide as drogas em trés categorias, sendo Interferon, Interferon-peguilado e
andlogos de nucleotideos, sendo estes Uultimos divididos em nucleosideos
(lamivudina, telbivudina, emtricitabina e entecavir) e nucleotideos (adefovir e
tenofovir) (EASL, 2012). O Interferon que € administrado por via parenteral e
apresenta varios efeitos colaterais e analogos de nucleotideos que sao
administrados por via oral com uma atividade antiviral potente e poucos efeitos
colaterais. Vale ressaltar que as drogas utilizadas suprimem a replicacdo viral, mas
nao erradicam o virus (LOK, 2011; LOCARNINI et al, 2015).

No Brasil é recomendada a utilizacdo de Interferon-alfa, Interferon-alfa
peguilado, lamivudina, tenofovir, entecavir e adefovir, sendo todas disponibilizadas
pelo servico de satde publica (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

1.5 Imunizagé&o contra a infec¢éo pelo HBV
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Em 1971 Samuel Krugman, nos Estados Unidos, deu inicio a pesquisa para o
desenvolvimento da vacina contra o HBV, inoculando soro com virus inativado pelo
calor em criancas com necessidades especiais, 0s resultados nao foram satisfatérios

pois ndo apresentaram uma protecao adequada (FONSECA, 2010).

O antigeno de superficie do HBV é comum a todos 0os gendtipos existentes,
durante a replicacao viral varios subcomponentes do virus sdo produzidos, incluindo
0 HBsAg, que é encontrado no soro do individuo com diferentes formas (SAID,
ABDELWAHAB, 2015). As vacinas contra a hepatite B foram desenvolvidas no final
da década de 1970 e inicio de 1980 nos Estados Unidos e Franca, a partir de
plasma humano de individuos com a forma cronica da infeccdo, posteriormente
foram substituidas por vacinas fabricadas através de engenharia genética,
conhecida como técnica de DNA recombinante (FERREIRA, SILVEIRA, 2006;
SHOUVAL, ROGGENDORF, ROGGENDORF, 2015).

As primeiras vacinas contra o HBV produzidas através de plasma humano
continham HBsAg purificado e inativado (MICHEL, TIOLLAIS, 2010), foi
demonstrada alta imunogenicidade e eficacia dessas vacinas (SHAW et al, 1988;
McMAHON et al, 1992), porém o uso desta ndo se deu por muito tempo devido a
preocupacdo quanto a seguranca nha utilizacdo de produtos derivados de sangue
humano e ao fato de ndo ser possivel sua producdo em larga escala pois existia

uma inconsisténcia nas fontes de particulas virais brutas (SHOUVAL, 2003).

Subsequentemente as vacinas com HBsAg recombinante foram
desenvolvidas, contendo a proteina small (S), abrangendo os aminoacidos 124-149
como epitopo imunogénico dominante (Romano et al, 2015), sdo produzidas a partir
da clonagem do gene do HBV dentro de células de levedura, que séo cultivadas em
larga escala para amplificar a codificacdo do DNA recombinante, produzindo assim
uma grande quantidade de antigeno especifico (HBSAg), que posteriormente é
purificado e combinado com adjuvantes para a composi¢cdo da vacina (SHOUVAL,
2003). Essas vacinas induzem a sintese ativa do antiHBs e produz uma memoéria
imunoldgica prolongada, promovendo uma protecdo continua contra o HBV (WEST,
CALANDRA, 1996). Essas vacinas séo utilizadas em mais de 170 paises (WHO,
2009).
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A primeira vacina a ser produzida através da técnica recombinante foi a
Engerix™-B, produzida pelo laboratério belga SmithKline Beecham Biologicals,
Rixensart, Belgium e ainda hoje é considerada como padrdo-ouro. Atualmente varios

paises produzem a vacina contra hepatite B, incluindo o Brasil.

O Brasil iniciou a producdo da vacina recombinante contra hepatite B em
1999, sendo desenvolvida pelo Instituto Butantan utilizando como sistema de
expressdo para obtencdo do HBsAg recombinante a levedura Hansenulla
polymorpha modificada (IOSHIMOTO et al., 1999; MARTINS et al., 2004).

Com o intuito de aumentar a eficacia e prolongar a duracdo da protecao
contra o HBV uma segunda geracdo de vacina recombinante foi desenvolvida
(SHOUVAL et al, 1994). Essa geracdo contém proteinas Pré-S2 e Pré-S1 do
envoltério viral introduzidas em células de mamiferos (células de ovéario de hamster)
e purificadas para a eliminacdo de elementos da célula hospedeira, sendo
produzidas na Alemanha, Franca, Coréia e Israel (SHOUVAL, ROGGENDOREF,
ROGGENDORF, 2015). Ao se realizar experimentos com ratos essa vacina induziu
uma producédo maior de anticorpos quando comparadas com a vacina produzida a
partir de leveduras (SHOUVAL et al, 1994) e atualmente s&o indicadas para grupos
de risco e ndo respondedores as vacinas recombinantes convencionais (SHOUVAL,
ROGGENDORF, ROGGENDORF, 2015).

Vérios estudos foram realizados utilizando plantas geneticamente modificadas
como alternativa para o desenvolvimento de uma vacina barata e comestivel contra
o0 HBV. Esses estudos mostraram a preservacao de epitopos de HBsAg em célular B
e T, quando o antigeno é expresso em uma planta transgénica (THANAVALA et al,
1995). Recentemente o protétipo da vacina oral contra o HBV estd sendo
desenvolvido por meio de expressdo do HBsAg em folhas e necessita ser avaliado

quanto a sua eficacia em humanos (PNIEWSKI et al, 2013).

Em 1991 a OMS, com o intuito de reduzir o impacto das infec¢des pelo HBV,
recomendou a vacinacdo para todas as criancas ao nascer, tornando-se rotina na
imunizacdo, e implementada em varios paises, com comprovada reducdo da
infecc@o crbnica da hepatite B. Tailandia, Italia, Arabia Saudita, Espanha e Estados

Unidos sdo exemplos de paises que reduziram a prevaléncia de hepatite B ap0s
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esta medida (EUROPEAN CONSENSUS GROUP ON HEPATITIS B IMMUNITY,
2000; FITZSIMONS et al 2005; FAGUNDES; TABALIPA; SILVA, 2012).

No Brasil, o Ministério da Saude iniciou a vacinagdo contra hepatite B em
1992, realizando campanhas em areas hiperendémicas, sendo implantada
nacionalmente no Programa Nacional de Imuniza¢des (PNI), em 1998, indicada para
menores de um ano. A partir de 2013 se tornou disponivel para individuos de até 49
anos e populacdo de risco elevado (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a) e em 2016
passou a ser administrada em toda a populacdo sem limite de idade (MINISTERIO
DA SAUDE, 2015b).

O esquema basico, indicado para individuos sadios e imunocompetentes é de
trés doses da vacina, sendo a dose inicial nas primeiras 24 horas, preferencialmente
nas primeiras 12 horas de vida, a segunda ap6s 30 dias e a terceira ap6s 180 dias
(0,1,6 meses), sendo que ha esquemas especiais dependendo da necessidade de
cada grupo a ser atingido e da dinamica de cada pais (FERREIRA; SILVEIRA, 2006;
WHO, 2009; CDC, 2015). Caso ocorra a interrupcdo do esquema vacinal ndo ha
necessidade de recomeca-lo, apenas se completa o esquema sendo a préxima dose
realizada o mais breve possivel e a terceira dose com pelo menos 30 dias de
diferenca da segunda (WHO, 2009). As vacinas podem ser monovalentes, ou
conjugadas com outros tipos de vacina, porém € recomendado que ao nascer, a
primeira dose seja realizada com a vacina monovalente (LAUNAY, FLORET, 2015;
WHO, 2015).

No Brasil, o PNI indica esquemas diferentes de acordo com a idade do
individuo, a partir de 2012, para criancas inicia-se com uma dose da vacina
monovalente contra hepatite B nas primeiras 12 horas de vida, posteriormente o
esquema é completado com a vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis, hepatite B
(recombinante) e Haemophilus influenzae b (conjugada) - Penta, formada pelos
seguintes componentes: difteria, pertussis, tétano, hepatite B e Haemophilus
influenzae b. A penta é administrada aos 2, 4 e 6 meses, podendo ser realizada até
4 anos, 11 meses e 29 dias. Ja para adultos o esquema recomendado é de 0, 1 e 6
meses com a vacina monovalente (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a).
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A vacina pode ser administrada por via intramuscular na regido deltéidea,
vasto lateral da coxa ou ventroglitea (JUNQUEIRA et al., 2010; MINISTERIO DA
SAUDE, 2014a), ndo podendo ser realizada na regido dorsoglitea devido a grande
guantidade de tecido adiposo encontrada neste local, podendo prejudicar a absor¢éo
do imundgeno (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a). A dosagem varia de acordo com o
fabricante, porém em geral menores de 20 anos recebem metade da dose indicada
para o adulto (WHO, 2009).

O volume da vacina monovalente, de acordo com o PNI, também varia de
acordo com a faixa etéaria, sendo de 0,5 ml em individuos menores de 20 anos e um
ml a partir de 20 anos, essa dosagem pode variar caso o individuo pertenca a
grupos de risco, como renais crbnicos, politransfundidos e hemofilicos, em que se
adota o dobro da dose indicada normalmente devido a deficiéncia na producao de
anticorpos (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a).

Estudos apresentaram a boa imunogenicidade da vacina brasileira
comparada a padrédo-ouro, porém a resposta em individuos maiores de 30 anos tem
se mostrado menor. Inicialmente a dose indicada era de 20 pg para adultos e
metade desta para menores de 20 anos, porém devido a baixa resposta em
individuos mais velhos passou-se a utilizar uma concentracdo de 25ug/ml do
antigeno (IOSHIMOTO et al.,, 1999; MARTINS et al.,, 2004; MORAES, LUNA,
GRIMALDI, 2010).

A realizacdo de ensaio imunoenzimatico comprova a resposta imunolégica
pés-vacinal avaliando os niveis de anti-HBs no soro dos individuos vacinados, que
devera ser realizado entre 30 a 90 dias ap0s a ultima dose do esquema vacinal,
considerando imunes aqueles que obtiverem valores 210mUI/ml (JACK et al, 1999;
LOPES et al., 2012).

Vérios fatores podem contribuir para a resposta vacinal, como idade, sexo,
conservacgao da vacina, local de administracdo, obesidade, doencas como diabetes,
insuficiéncia renal, doenca hepatica cronica, cancer, sorologia positiva para HIV ou
outras patologias imunossupressoras e uso de medicacao imunossupressora (WHO,
2009; MICHEL, TIOLLAIS, 2010; LAUNAY, FLORET, 2015; SHOUVAL,
ROGGENDORF, ROGGENDORF, 2015).
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A reatogenicidade da vacina brasileira é similar a padrdo-ouro e 0s eventos
adversos pos vacinais sdo geralmente leves (IOSHIMOTO et al., 1999; MARTINS et
al., 2004; JUNQUEIRA et al., 2010). Os principais eventos adversos relatados sao
mialgia, febre, dor e hiperemia local e desaparecem entre um a trés dias, reacoes
anafilaticas sdo raras (1/600.000 vacinados) (WHO, 2009; MINISTERIO DA SAUDE,
2014b; CDC, 2015; LUANAY, FLORET, 2015).

1.6 - Persisténcia dos anticorpos anti-HBs

A vacina contra a hepatite B produz uma resposta imune na maioria dos
individuos vacinados, porém a duracdo dessa protecdo ainda é desconhecida
podendo ser estimada por estudos de seguimento (POOROLAJAL et al, 2010). A
eficacia da vacina estd amplamente ligada a inducdo de células T de memodria
(LEURIDAN, VAN DAMME, 2011). Os antigenos que se encontram na vacina
promovem uma resposta imunolégica celular e humoral, envolvendo na protecéo
contra o HBsAg interacdo entre células de memoria B, T, linfécitos T citotdxicos e
complexos antigeno-anticorpo (BANATVALA; VAN DAMME; OEHEN, 2001; VAN
DAMME, VAN HERCK, 2007).

No esquema com trés doses (0, 1 e 6 meses) as primeiras duas doses séo
suficientes para iniciar a producdo do anti-HBs e estimular o sistema imune a
desenvolver uma resposta secundaria ao antigeno, ja a terceira dose funciona como
se fosse um reforco, estimulando essa resposta secundaria e aumentando os niveis
de anticorpos (EUROPEAN CONSENSUS GROUP ON HEPATITIS B IMMUNITY,
2000; MINISTERIO DA SAUDE, 2001; BANATVALA, VAN DAMME, 2003).

Aproximadamente 90% dos adultos e 95% das criancas respondem
satisfatoriamente ao primeiro esquema vacinal com trés doses, porém com o passar
dos anos pode ocorrer o declinio dos titulos de anticorpos (LEURIDAN; VAN
DAMME, 2011). Estudos vém mostrando que a persisténcia dos anticorpos contra a
hepatite B se mantém por longo periodo, podendo chegar até 23 anos (WU,
ZHUANG, 2012; HUDU et al, 2013; GILCA et al, 2013; CHANG et al, 2014), porém
apoOs o0 esquema vacinal primario contra hepatite B 0s niveis de anticorpos anti-HBs

diminuem na maior parte dos individuos, chegando a ficar abaixo do nivel
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considerado protetor, esse declinio ocorre de forma mais rapida em adultos que em
criancas (LEURIDAN; VAN DAMME, 2011; SPRADLING et al, 2013).

Cerca de 60% dos individuos adultos que tiveram uma boa resposta inicial
apresentam niveis <10mUI/ml entre 5 e 15 anos apo0s a vacinacdo (MAST et al.,
2006) e de 15% a 50% das criancas que respondem satisfatoriamente ao primeiro
esquema apresentam queda dos anticorpos no mesmo periodo de tempo (CHANG
et al, 2014). Individuos que nao respondem de forma satisfatéria ao primeiro
esquema vacinal com trés doses devem receber um novo esquema vacinal com
mais trés doses da vacina (zero, um e seis meses). Caso ainda ndo ocorra uma
resposta imune adequada para a protecdo esse individuo deve ser considerado
suscetivel a infeccdo pelo HBV, ndo sendo indicada a administracdo de doses
adicionais (CDC, 2015).

A diminuicAo ou o0 desaparecimento do anti-HBs nao quer dizer
necessariamente que ocorreu a perda da imunidade (KAO; CHEN, 2005), ja que o
organismo promove uma resposta secundaria através dos linfécitos B de memoaria
relacionados ao antigeno, em um novo contato com o virus, produzindo um aumento
dos niveis de anticorpos, reacdo conhecida como resposta anamnéstica (WHO,
2009). Varios estudos sugerem a ocorréncia desta resposta apos a aplicacdo de
uma dose de refor¢co da vacina em individuos com niveis de anti-HBs abaixo do
preconizado como protetor (LIN et al., 2003; YUEN et al., 2004; WU; ZHUANG,
2012; HUDU et al, 2013; GILCA et al, 2013; CHANG et al, 2014).

A persisténcia desses anticorpos estd amplamente relacionada com a
resposta imunolégica apds o primeiro esquema vacinal, sendo que quanto maior a
resposta primaria, maior o tempo de persisténcia (EUROPEAN CONSENSUS
GROUP ON HEPATITIS B IMMUNITY, 2000; FITZSIMONS et al, 2005; HAMMITT et
al., 2007; BUT et al.,, 2008). Outros fatores podem estar relacionados a esta
persisténcia como, tipo de vacina, quantidade e dosagem aplicadas, intervalo entre
doses (GILCA et al, 2013; CHANG et al 2014) e tamanho da agulha (LIPPERT,
WALL, 2008; COOK, 2009).

Ha controvérsias sobre a necessidade de uma dose de reforco da vacina

contra hepatite B em individuos que apresentaram boa resposta imune apos o
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primeiro esquema e que tiveram um declinio na quantidade de anticorpos com o
passar dos anos. Alguns defendem a necessidade da administracdo desta apés 15
anos do esquema primario, enquanto outros relatam ndo haver essa necessidade,
pois 0 proprio organismo seria capaz de fornecer protecdo caso ocorra o contato
com o antigeno por meio da resposta anamnéstica (LU et al, 2008; CHINCHAI et al.,
2009; JAN et al, 2010; AGHAKHANI et al, 2011; CHANG et al, 2014; LAUNAY,
FLORET, 2015)

Ainda ndo h& consenso sobre a necessidade de doses de reforco em
individuos imunocompetentes, fazendo-se necessario o desenvolvimento de estudos
em longo prazo para a monitoracdo da vacina com a finalidade de confirmar a
auséncia de desenvolvimento de doencas causadas pela evolugéo da infecgéo pelo
HBV em individuos previamente imunizados (EUROPEAN CONSENSUS GROUP
ON HEPATITIS B IMMUNITY, 2000).

1.7 Justificativa

A hepatte B € uma das doencas imunopreveniveis com maior
morbimortalidade em todo o mundo, podendo levar a complicacbes graves como
cirrose e carcinoma hepatocelular. A idade na época da infec¢cdo € determinante
para o desenvolvimento da doenca cronica. Neonatos infectados possuem risco de
até 90% ou mais de evoluirem para a doenca cronica. Assim a OMS recomenda a
implantacdo da vacina contra hepatite B de forma universal, iniciando o esquema
nas primeiras 24 horas de vida. Atualmente aproximadamente 180 paises aderiram
a essa recomendacdo, diminuindo drasticamente a endemicidade do HBV (WHO,
2015).

Estudos realizados com as vacinas contra a hepatite B mostram a diminuicéo
de niveis protetores de anti-HBs com o passar dos anos apos vacinacgdo, chegando
a 60% de vacinados néo respondedores depois de 5-15 anos do esquema (MAST et
al., 2006; FAGUNDES; TABALIPA; SILVA, 2012.

Em 2007 e 2008 foi realizado um estudo controlado randomizado com 474

criancas que receberam a vacina brasileira monovalente contra hepatite B ao nascer
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e foram acompanhadas em todo o esquema de vacinagao (0, 30 e 180 dias). Neste
estudo foram administradas as vacinas na regido ventroglitea versus vasto lateral
da coxa das criancas para a comparacdo da resposta imune e eventos adversos
pos-vacinais locais e sistémicos nesses diferentes sitios de aplicacéo.
Posteriormente foi realizada a avaliagdo dos titulos protetores, constatando que
97,7% das criangcas responderam com niveis protetores de anti-HBs, sendo a
resposta vacinal semelhante independentemente do local da aplicagcdo da vacina
(JUNQUEIRA et al, 2010)

Em 2015, desenvolveu-se o estudo “Persisténcia de anticorpos protetores
apos sete anos de imunizacdo contra hepatite B em lactentes em Goiania — GO”,
dando continuidade ao primeiro estudo, com finalidade de avaliar a persisténcia
desses anticorpos em médio prazo, realizando novamente exames sorologicos apos
sete anos do esquema vacinal primario. Participaram deste estudo de seguimento
147 criancas e verificou-se que 67% apresentaram declinio de anti-HBs abaixo dos
niveis recomendados como protetores, sendo que 98 criancas apresentaram titulos
de anticorpos < 10mUl/ml, ndo sendo detectada diferenca na persisténcia de

anticorpos vacinais de acordo com o local de administracdo da vacina (VG vs VLC).

A proposta deste estudo foi avancar no conhecimento da imunogenicidade da
vacina contra hepatite B em médio prazo, avaliando a resposta anamnéstica ao

desafio antigénico induzido por uma dose booster da vacina.
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2. OBJETIVO

Avaliar a resposta anamnéstica ao desafio antigénico induzido por uma dose
booster da vacina contra hepatite B em criancas imunizadas com a vacina brasileira
contra hepatite B, que apresentaram niveis de anti-HBs menores que 10 muUl/ml

apos sete anos da realizacdo do esquema vacinal primario.
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3. METODOLOGIA
3.1 Delineamento do Estudo

Estudo de coorte prospectiva, em que se avaliou a resposta anamneéstica em
criangcas de oito anos que participaram de um ensaio clinico randomizado entre
fevereiro de 2007 e julho de 2008 e que apresentaram declinio de anticorpos anti-
HBs apos sete anos do esquema vacinal iniciado nas primeiras 12 horas de vida do

neonato.
3.2 Populacéao

A populacdo constituiu-se de 98 criancas que participaram do estudo
“Avaliacdo da persisténcia de anticorpos anti-HBs protetores ap0s sete anos de

imunizacdo em neonatos” e apresentaram titulos de anticorpos anti-HBs <10muUl/ml.
3.3 Critérios de incluséo

- Ter participado do estudo “Ensaio clinico controlado e randomizado para avaliar a
imunogenicidade e reatogenicidade da vacina contra Hepatite B (VrHB-IB®),
aplicada em recém-nascidos na regiao ventroglutea ou vasto lateral da coxa” em
2007/2008;

- Ter apresentado titulo de anti-HBs < 10 mUI/mL apds sete anos de imunizacao.
3.4 Critério de Excluséao

- Ter recebido doses adicionais da vacina contra hepatite B durante os Ultimos sete

anos.
3.5 Variaveis do Estudo
e Dados sdciodemograficos: sexo, raga.

e Data da dose de reforco, local em que foram aplicadas as trés doses da
vacina (vasto lateral da coxa ou ventroglitea), patologias pré-existentes,

transfusdo sanguinea e procedimento cirlrgico.
3.5.1 Variavel de Desfecho

e Titulos de anti-HBs maior ou igual a 10mUl/ml apés booster.
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3.6 Etapas da pesquisa
3.6.1 Contato telefonico

Inicialmente, os responsaveis pelas criancas foram contatados por telefone, onde
receberam o resultado do exame realizado anteriormente e informados que os titulos
encontrados foram inferiores ao considerado de protecdo, explicado todo o
procedimento necessario para o seguimento do estudo. Neste momento 0s mesmos
receberam informacdes sobre o projeto e foi agendado a visita domiciliar ou a sala
de vacina de uma Unidade de Saude da Secretaria Municipal de Goiania, que se
encontrava mais proxima ao endereco dos participantes, para que as criancas

recebessem a dose de refor¢o da vacina contra hepatite B.
3.6.2 Procedimento para administracdo da vacina

As vacinas utilizadas foram produzidas pelo Instituto Butantan e oferecidas pela
Divisdo de Imunizacdo da Secretaria Municipal de Saude de Goiania. A
administracdo destas foi no domicilio da crianca ou na sala de vacina da unidade de
saude elegida para o estudo. Foram armazenadas em geladeiras da sala da vacina
desta unidade com temperatura entre +2 e +8° C e, quando necessario a realizacédo
da vacinacdo no domicilio da crianca, as doses foram acondicionadas e
transportadas em caixa térmica preparada com bobinas de gelo reciclaveis e com
termdmetro com cabo extensor para o controle da temperatura (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

A vacina foi realizada conforme as normas PNI para esta faixa etéria, na regiao
do musculo deltoide direito (MINISTERIO DA SAUDE, 2014a). A crianca foi
posicionada confortavelmente em uma cadeira, com o braco direito flexionado, e a
administracdo da vacina foi no centro desta musculatura, com agulha hipodérmica
de 25x7 mm, apos a realizacdo de antissepsia com algoddo umedecido com alcool a

70% e homogeneizacgao do frasco multidose da vacina.

Apos este procedimento, agendava-se nova visita para a coleta do sangue para a
realizacdo da sorologia quantitativa do anti-HBs. O intervalo entre o booster e a

coleta foi de quatro a seis semanas.

3.6.3 Coleta Sanguinea
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A obtencdo da amostra sanguinea foi realizada por puncdo em veia periférica de
membro superior e coletado cinco mililitros (ml) de sangue. O sangue obtido foi
conservado em tubo de ensaio numerado, de acordo com o numero do protocolo do
estudo, sendo entdo transportado, em caixa térmica até o laboratério multiusuéario da
Faculdade de Enfermagem da UFG, onde os soros foram separados e estocados a -
20°C, posteriormente foram transportados em caixa térmica até o Laboratorio de

Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros (LACEN — GO) para realizacdo dos ensaios.
3.6.4 Testes Soroldgicos

Todas as amostras sanguineas foram testadas para a detec¢do quantitativa do
marcador anti-HBs, por meio do enzimoimunoensaio de microparticula (MEIA),
utilizando-se o Sistema AXSYM de automacdo e kits AXSYMTM AUSAB (Abbot
Laboratorios do Brasil), conforme instru¢bes do fabricante. O critério de
soroprotecao foi definido como concentracdo de anti-HBs igual ou superior a 10
mIU/mL (WHO, 2015).

3.6.5 Processamento e analise dos dados

Os resultados dos testes soroldgicos foram digitados em microcomputador e
analisados no programa SPSS versdo 17.0. As médias geométricas dos titulos de
anti-HBs foram calculadas com intervalo de confianca de 95%. O teste de qui-
quadrado e Exato de Fisher foram utilizados para testar a significancia de diferencas
entre proporcdes. Valores de p< 0.05 foram considerados estatisticamente

significantes.

3.7Aspectos éticos

Projeto aprovado pelo comité de ética em pesquisa HC/UFG, em abril de
2014, com parecer numero 621.456. Os responsaveis pelas criancas que
aceitaram participar da pesquisa assinaram antes da entrevista o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) e as criancas assinaram o Termo de
assentimento. Todos os individuos da pesquisa foram identificados por niameros

garantindo o sigilo dos dados coletados.
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4 . RESULTADOS

Do total de criangcas que foram vacinadas e avaliadas a resposta vacinal,
sendo respondedoras no primeiro estudo (n=474), 147 (31,01%) foram analisadas
sete anos apos e destas, 98 (67%) nao apresentaram titulos protetores de anti-HBs.
Para essas criancas foi oferecida uma dose de refor¢co da vacina, sendo que em
78/98 (79,6%) seus responsaveis permitiram a administracdo da vacina e avaliacdo
da resposta vacinal (Figura 5). A mediana do intervalo entre a dose booster e a
coleta de sangue foi de 36 dias, variando de 30 a 45 dias, sendo duas criangas com

coleta aos 98 dias.
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Figura 7 — Fluxograma de participantes da pesquisa de 2007 a 2016
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4.1 — Resposta ao Booster

Das 78 criancas avaliadas, todas apresentaram algum titulo de anti-HBs, e
88,5% responderam ao booster da vacina recombinante brasileira contra hepatite B
com titulos protetores (=10mUl/ml). Dezesseis criangas (20,5%) apresentaram titulos
de 10 a 99 mUI/mL, 38 (48,7%) de 100 a 999 mUI/mL e 15 (19,3%) titulos acima de
1000 mUl/mL (Figura 2). A média geométrica global dos titulos de anti-HBs foi
151,08 mUI/mL (IC 95%: 105,17 — 217,01).

60%

48,7%

50%

40%

30% .
H Anti-HBs

20%

10%

0%

<10 mUl/mL 10-99 mul/mL 100-999 mUI/mL 21000 mUI/mL

Figura 8 — Resposta anamnéstica ap0s booster da vacina contra hepatite B

A resposta quantitativa (anti-HBs > 10 mUIl/mL) ao booster néo diferiu,
considerando sexo, cor e local de administracdo do esquema primario (Tabela 1),
bem como quando os titulos de anti-HBs foram categorizados (Tabela 2). Verificou-
se correlagdo entre titulos elevados apdés a vacinacdo primaria e apos o booster
(Spearman corrrelation = 0,445; p = 0,001). A figura 9 apresenta a relacdo entre

titulos de anti-HBs pds esquema vacinal primario e apos dose booster.
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Tabela 1 — Resposta qualitativa a uma dose da vacina contra hepatite B em criancas

que perderam os titulos protetores de anti-HBs apés sete anos de vacinagao

Variavel Anti-HBs > 10 mUIl/mL (n=78)

Pos % Neg % Valor de p
Sexo
Feminino 34 91,9 03 8,1 0,326
Masculino 35 85,4 06 14,6
Cor
Branca 44 89,8 05 10,2
Parda/Negra 24 88,9 03 111 0,355
Amarela 01 50,0 01 50,0
Local da  vacinagdo
primaria
Vasto lateral da coxa 33 91,7 03 8,3
Ventrogluteo 36 85,7 06 14,3 0,326
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Figura 9 - Relacdo entre titulos de anti-HBs ap6s esquema primario e apos
booster



Tabela 2— Resposta a uma dose da vacina contra hepatite B em criancas que perderam os titulos protetores de anti-HBs apds

sete anos de vacinacdo, de acordo com titulos

Anti-HBs
Variavel < 10 muUl/mL 10-99 muUl/mL 100-999 mul/mL >1000 mUI/mL

n=09 n=16 n=38 n=15 Valor de p
Sexo N % n % n % n %
Feminino 03 381 07 18,9 17 46,0 10 27,0 0,458
Masculino 06 14,6 09 22,0 21 51,2 05 12,2
Cor
Branca 05 10,2 09 18,4 26 53,0 09 18,4 0,437
Pardo/preto 03 11,1 06 22,2 12 44,4 06 22,2
Amarela 1 50,0 1 50,0 0 0
Local da vacinagdo primdria
Vasto lateral da coxa 03 8,3 08 22,2 18 50,0 07 19,5 0,902
Ventroglutea 06 14,3 08 19,0 20 47,7 08 19,0

41
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5. DISCUSSAO

No estudo desenvolvido em 2007-2008 com 580 neonatos, ap0s as trés
doses da vacinacdo primaria iniciadas nas doze primeiras horas de vida, 474
apresentaram titulos protetores de anti-HBs (=10mUl/ml), independentemente do
local onde foi administrado a vacina (regidao ventroglitea ou no vasto lateral da coxa)
(JUNQUEIRA et al, 2010). Em 2014-2015 avaliou-se a persisténcia desses titulos
em 147 destas criancas, observando um declinio na grande maioria (66,7%)
independentemente do local da aplicagdo do imundgeno, tornando-se necesséaria a
verificacdo da manutencdo da imunidade nesses individuos visto que a diminuicédo
de anticorpos ndo significa a perda da imunidade, (ROMANO et al, 2015;
MADALINSKI, KOLAKOWSKA, GODIZIK, 2015). No presente estudo, verificou-se
gue apos desafio antigénico com uma dose booster neste grupo de criancas, todas
apresentaram algum titulo de anti-HBs, sendo que 89% obtiveram niveis protetores,
confirmando a eficacia da vacina brasileira no desenvolvimento da resposta

anamnéstica.

Verificou-se correlacdo entre os titulos da vacinacéo primaria e apos o booster,
em gue as criangcas que apresentaram titulos maiores apds o esquema primario

também obtiveram titulos maiores apds o reforco.

Vérios estudos tém mostrado a avaliagdo da resposta anamnéstica da vacina
recombinante contra a hepatite B ao redor do mundo. Salama et al 2016, em um
estudo realizado no Egito, avaliaram a resposta ao booster em 1070 individuos entre
9 meses e 16 anos de idade que apresentaram declinio de anticorpos apés
esquema primario de vacinacao, utilizando a vacina recombinante contra hepatite B,
verificando que cerca de 90,4% desses individuos obtiveram uma resposta
anamneéstica satisfatéria apdés um més da aplicacdo da dose de reforco. Na
Alemanha, Van der Meeren, Behre e Crasta 2016, apontaram uma resposta
anamneéstica satisfatoria de 97,9% em adolescentes entre 15 e 16 anos, ap0s um
més da administracdo de booster com vacina recombinante (EngerixB®). Gilca et al
2013, no Canada apresentam resultados semelhantes em pré-adolescentes,
vacinados na infancia e que receberam booster utilizando a vacina EngerixB® em 5,

10 ou 15 anos apo6s vacinagdo primaria.
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Estudos realizados em paises de alta endemicidade para o HBV mostram
taxas de resposta anamnéstica mais alta, cerca de 95% dos individuos que
receberam booster desenvolveram titulos protetores (LU et al, 2008; CHINCHAI et al,
2009; JAN et al, 2010; ZHU et al, 2011; CHAVES et al, 2012), enquanto aqueles
realizados em paises com endemicidade intermediaria ou baixa apresentam taxas
menores de respondedores ao booster, variando de 50% a 79% (DENTINGER et al,
2005; HAMMITT et al, 2007; SAMANDARI et al, 2007;BIALEK et al, 2008). O Brasil
esta entre os paises de baixa endemicidade, no entanto obtivemos uma alta taxa de
resposta anamneéstica, assim como ocorrido na Turquia (AYPAK et al, 2012) e na
ltalia (PETERSEN et al, 2004).

Os individuos respondedores a vacina contra hepatite B podem ser divididos
em trés grupos de acordo com o nivel de anticorpos apresentados, sendo eles:
baixos respondedores (titulos entre 10 e 99 muUl/ml), bons respondedores (titulos
entre 100 e 999 mUIl/ml) e 6timos respondedores (titulos 21000 mUI/ml). No
presente estudo 22% dos individuos foram baixos respondedores, 49% bons
respondedores e 19% considerados 6timos respondedores apds booster. Estudos
foram desenvolvidos com vacinas recombinantes contra hepatite B de diversos
laboratérios ao redor do mundo. Na Alemanha, Van der Meeren, Behre e Crasta,
2016, demonstraram uma taxa maior de bons e 6timos respondedores, sendo que
cerca de 90,8% apresentaram niveis de anticorpos maiores que 100muUl/ml apés
dose booster. Teoharov et al 2013, utilizando a vacina EngerixB®, na Bulgéaria
também encontraram taxas de bons e 6timos respondedores maior que 90% em
individuos entre 5 e 15 anos. Na Itélia foi encontrada uma taxa de 82,4% de bons e
otimos respondedores utilizando a vacina HBVaxpro® (CHIARA et al, 2014), em
contrapartida Katoonizadeh et al 2016, encontraram no Ird cerca de 35% de
individuos com resposta pos booster entre 10 e 99 mUI/ml, sendo influenciados pela
idade em gue o booster foi administrado, sendo que quanto menor idade mais altos
foram os niveis protetores, 0 mesmo acontecendo com os niveis de anti-HBs pré -

booster.

A média geométrica global dos titulos de anti-HBs foi 151,08 mUI/mL (IC 95%:
105,17 — 217,01), corroborando com estudos feitos no Alasca que encontrou média
de titulos de 150,4 mUI/ml utilizando a vacina Recombvax® (BRUCE et al, 2016).
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Entretanto estudos realizados em paises de alta endemicidade apresentaram
médias geométricas mais elevadas, entre 400 e 4000 mUI/ml (KATOONIZADEH ET
AL, 2016; VAN DER MEEREN ET AL, 2016), o que ocorre provavelmente devido a
maiores chances de se entrar em contato com o virus durante a vida em locais com
alta endemicidade, fazendo com que o organismo responda de uma forma mais

intensa, produzindo maior titulos de anticorpos.

A resposta qualitativa (anti-HBs > 10 muUI/mL) ao booster nao diferiu,
considerando sexo, cor e local de administracdo do esquema primario, ndo tendo a
falha imunolégica preditor sociodemografico (SALAMA et al, 2016). Outros estudos
apresentaram ainda como preditores a idade em que o booster foi administrado
(KATOONIZADEH et al, 2016), o tempo entre a administracdo e a coleta (PETRY,
KUPEK, 2006) e o nivel de anti-HBs pré booster, sendo considerado um fator
importante em varios estudos, onde os valores entre dois e 9,9 mUI/ml apresentam
uma maior probabilidade de desenvolvimento de resposta anamnéstica mais forte e
com titulos maiores que aqueles que apresentam titulos abaixo de 2muUl/ml ou
indetectaveis (CHEN et al, 2015; BRUCE et al, 2016).

Outro ponto importante salientado pelo estudo foi a correlagdo entre titulos
obtidos apds a vacinacao primaria e apds o booster (Spearman corrrelation = 0,445;
p = 0,001), indicando que aqueles individuos que apresentam titulos maiores apos o
primeiro esquema vacinal apresentam uma maior resposta ao booster que agueles
que apresentam titulos mais baixos, o mesmo foi salientado por Chaves et al 2012,
Su et al 2007, van der Sande 2006, Romano et al 2015, que destacaram que
criancas com titulos entre 10 e 99 mUI/ml apos a primeira vacinagdo tém menor
chance de apresentar resposta anamnéstica ao booster que aquelas que

apresentam titulos maiores.

Nove criangas ndo responderam ao desafio antigénico com titulos protetores
de anti-HBs, ratificando estudos prévios que mostram que cerca de 3 a 6% dos
individuos permanecem como nao respondedores apés uma dose booster (SALAMA
et al, 2016; CHEN et al, 2015).

Nenhuma correlacdo foi encontrada entre as nove criangas nao respondedoras

presentes neste estudo, porém ha pesquisas que apontam respondedores ao
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primeiro esquema, ndo persistindo com titulos protetores com o passar dos anos,
nao havendo consenso sobre o motivo desta reacdo. Acredita-se que o sistema
imune de pessoas que foram vacinadas continua reconhecendo o antigeno da
hepatite B mesmo apds 30 anos da vacinacao, pois a resposta humoral permanece
por pelo menos 30 anos, porém faz-se necessarios estudos que determinem o
status da imunidade celular para esses individuos que perderam os titulos de anti-
HBs e falharam ao booster (BRUCE et al, 2016).

Este estudo confirma a qualidade e eficacia da vacina brasileira contra hepatite
B que apds um booster apresentou resposta anamnéstica semelhante as outras
vacinas utilizadas ao redor do mundo, inclusive a Engerix B considerada padréo
ouro, porém continua sendo necessario pesquisas com monitoracdo das crian¢as
gue iniciam o0 esquema vacinal ao nascer para garantir a protecdo contra o HBV a

longo prazo.

Contudo, com a introducdo da vacina Penta, a qual apresenta uma
concentracdo menor de antigeno que a vacina monovalente, novos estudos deverao

ser realizados a fim de avaliar a resposta vacinal com esse novo esquema.
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6 — CONCLUSAO

Do total de 147 criancas, 78 foram avaliadas quanto aos titulos de anti-HBs pds
booster, destas 69 obtiveram uma resposta protetora. Os resultados da resposta
anamnéstica apés o booster evidenciam a efetividade da vacina brasileira contra a
hepatite B em médio prazo, sendo esta capaz de produzir memdéria imunoldgica no

individuo vacinado.

Todas as criancas obtiveram algum titulo de anti-HBs sendo que nove delas

(11,5%) apresentaram niveis abaixo do recomendado como protetor.

Nenhum fator sociodemografico foi preditor da falha ou sucesso da resposta
anamnéstica, sendo esta relacionada apenas ao nivel de anti-HBs apds a vacinacao

primaria.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Uma das limitagdes deste estudo foi a perda de 21% dos participantes
elegiveis para o estudo, outra foi o limite de deteccdo do aparelho utilizado para a

verificacdo quantitativa do anti-HBs, cobas® e 411 - Biogenetix, pois este verifica

com limite minimo de 2,0 e maximo de 1000, podendo influenciar na média de
valores dos titulos, pois néo foi feito a diluicdo para detec¢do dos valores maiores
qgue 1.000, ndo precisando os valores dos niveis de anti-HBs acima de mil.

Outro fator importante que influenciou o trabalho foi o tempo de
desenvolvimento, como este era continuacdo de outro estudo necessitou que o0
projeto anterior fosse concluido para dar seguimento a este, 0 que nos resultou em
um menor tempo para o desenvolvimento da parte de coleta e analise de dados,
fazendo com que ndo pudéssemos avaliar as criangcas nao respondedoras ao
booster administrando outras duas doses para completar o esquema como
preconizado pelo Ministério da Salude para este estudo de mestrado, porém esta

etapa tera seguimento pelos pesquisadores para uma futura avaliacéo.

O Ministério da Saude no Brasil recomenda para ndo respondedores ao
primeiro esquema vacinal que seja realizado um novo esquema com trés doses da
vacina e apos 30 dias que se realize a avaliacdo da resposta vacinal. No entanto,
nao foi encontrada uma recomendacéo do PNI para casos como o encontrado, em
que respondedores ao primeiro esquema apresentaram declinio de anticorpos,
entdo optou-se por avaliar a resposta anamnéstica dessas criancas utilizando
apenas uma dose desafio da vacina brasileira, como realizado em outros paises.
Dessa forma verificou-se que com uma dose da vacina brasileira o organismo foi
capaz de reconhecer o antigeno (virus ou reforco da vacina) e produzir uma
resposta satisfatéria mesmo quando ocorreu o declinio dos niveis de anti-HBs, ndo
sendo necessario repetir o esquema vacinal completo nos individuos que

apresentaram uma boa resposta.


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwio-fH59frPAhWDVT4KHdpcB64QFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.biogenetix.com.br%2F%3Fnavega%3Dprodutos%26id%3D36-cobas%25AE-e-411%26id_categoria%3D5-imonologia%26categoria%3DImunologia&usg=AFQjCNHHYKlN63sbrTE1XTeR6dtQu_J38w&sig2=jzZf6xq8XyNp1v0Mwz7J9g&bvm=bv.136811127,d.cWw
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Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa como voluntario (a). Me
chamo Ana Leticia Soares Borges, sou a pesquisadora responsavel pelo estudo e
atuo na area de administracéo de injetaveis. A seguir estdo as informacgfes sobre a
pesquisa e apos receber esclarecimentos, caso aceite participar, assine ao final
deste termo que estd em duas vias. Uma permanecera com o pesquisador e outra
com vocé. Caso recuse ndo haverd nenhuma forma de penalizacdo. Se ao longo da
pesquisa surgirem davidas sobre o estudo vocé poderd entrar em contato com 0o(S)
pesquisador(es) responsavel(is), Enf® Ana Leticia Soares Borges no telefone: (62)
82484873 e Dr® Ana Luiza Neto Junqueira no telefone: (62) 91821818, a cobrar se
necessario. Caso surjam ddvidas quanto aos seus direitos como participante vocé
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goias, nos telefones: 3521-1075 ou 3521-1076.

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

Titulo: AVALIACAO DOS NIVEIS DE ANTI-HBS APOS DOSE DE
REFORCO EM CRIANCAS QUE APRESENTARAM DECLINIO DE ANTICORPOS
SEIS ANOS DEPOIS DA VACINACAO.

A proposta deste estudo é fazer uma dose de refor¢co da vacina contra hepatite em
seu filho pois a taxa de protec¢do contra a doenga apresentou niveis de anticorpos
abaixo do padrdo estabelecido como protetor. Para verificarmos a resposta sera
necessario apés a administracdo da dose de reforco da vacina contra hepatite B
coletar o sangue para novamente realizar o exame de anti-HBs que € o anticorpo
que indica a protecdo para o virus da hepatite B.

Os obijetivos séo avaliar os titulos de anti-HBs ap6s dose de refor¢o da vacina contra
hepatite B em criancas que apresentaram niveis de anticorpos abaixo do
recomendado como protetor apos seis anos de vacinadas nas regifes vasto lateral
da coxa ou ventroglutea. Fardo parte desta pesquisa as criancas que participaram
do estudo “Ensaio clinico controlado e randomizado para avaliar a imunogenicidade
e reatogenicidade da vacina contra Hepatite B (Butang®), aplicada em recém-

nascidos na regido ventroglutea ou vasto lateral da coxa” e “Avaliacdo da
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persisténcia de anticorpos anti-hbs protetores apds seis anos de imunizacdo em
neonatos”. Serd feita ainda uma entrevista com vocé e apds sera administrado uma
dose da vacina contra hepatite B no musculo deltéide do membro superior (braco)
do seu filho(a),e apdés 30-45 dias da administracdo, com data agendada
previamente, sera coletado 5 mL de sangue para o exame através de puncao em
veia periférica do membro superior da crianca, e devolveremos o resultado com as
orientacdes necessarias.

Risco: O risco de participar desta pesquisa sera o desconforto da aplicacéo
da vacina e seus possiveis eventos adversos da vacinacao (dor e vermelhiddo no
local da administracao, febre e dor de cabeca). E da coleta de sangue (hematoma)
Para a coleta do sangue e a vacinacdo serao realizadas por profissional competente
e todo o material utilizado sera de uso unico, esterilizado e descartavel, ndo havendo

riscos para a criancga.

Beneficio: receber a dose de refor¢co da vacina contra hepatite b e conhecer

da resposta da vacina, se obteve protecéo contra a doenca.

Qualquer necessidade de cuidados devido a estes procedimentos, ou duvidas sobre
o mesmo, fica garantido acompanhamento pelos pesquisadores e 0 pronto
atendimento nos Centro de Atendimento Integrais de Saude - CAIS. Nao havera

nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo pela participacdo na pesquisa.

Sua liberdade de recusar a participar do estudo ou retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa sem penalizacdo ou prejuizo serdo garantidos, nao
havera ainda nenhuma despesa por parte dos participantes. Sera garantido também
que as informagdes fornecidas serdo confidenciais e privativas de forma que o0s
participantes nao serdo identificados pelo nome. As amostras serdo encaminhadas
para o laboratério de analise clinica e apdés a realizacdo dos exames serao
desprezadas pelo mesmo. Os resultados dos exames serdo encaminhados a

residéncia da crianca e ficardo armazenados por dez anos para futuro controle.
Ao assinar este documento ndo renuncio aos meus direitos legais.

Nome e Assinatura do pesquisador:
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Ana Leticia Soares Borges:
Data: [/ |

CONSENTIMENTO DO RESPOSAVEL PELO SUJEITO DA PESQUISA

Eu,

__ RG/ CPF , abaixo assinado, responséavel

por , autorizo sua

participacdo no estudo “avaliacdo dos niveis de anti-hbs ap6s dose de reforgo
em criancas que apresentaram declinio de anticorpos seis anos depois da
vacinagao”, como sujeito. Fui informado(a) e esclarecido(a) pelo pesquisador(a)
Ana Leticia Soares Borges sobre o estudo, procedimentos envolvidos, possiveis
riscos e beneficios decorrentes da participacdo. Foi garantido que posso retirar o
consentimento em qualquer momento, sem que haja penalidade ou interrupcéo do

acompanhamento/assisténcia/tratamento prestado ao sujeito pesquisado.

Local e data:

Nome e Assinatura do(a) Responsavel:
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APENDICE I
TERMO DE ASSENTIMENTO DO MENOR

Me chamo Ana Leticia, sou enfermeira e te convido para participar de uma
pesquisa chamada Avaliacdo dos niveis de anti-hbs ap6s dose de refor¢co em
criangas que apresentaram declinio de anticorpos seis anos depois da

vacinacgao, seus pais permitiram que vocé participasse.

Queremos fazer outra dose de vacina contra hepatite b e ver se vocé ainda
esta protegido contra essa doenca. As criangas que participardo tém entre sete e
oito anos, como vocé. Vocé ndo é obrigado a participar e ndao havera nenhum
problema caso queira desistir. O estudo sera feito em sua casa, primeiro iremos
fazer algumas perguntas para seus pais. Depois iremos aplicar uma dose de uma
vacina em seu braco com uma seringa e agulha pequena por pessoas que fazem
isso diariamente. Apds alguns dias encontraremos com vocé novamente em sua
casa e ser retirado um pouco de sangue com uma agulha pequena e uma seringa
por um adulto que também faz isso todos os dias. Vocé sentirA uma picadinha e
depois podera ficar roxo ou dolorido, o que é normal. Esse procedimento sera feito
para que possamos realizar um exame que ira mostrar se vocé esta protegido contra
a hepatite B, que é uma doenca que nao tem cura e ataca o figado e pode até

matar.

Se voce tiver duvidas pode falar no telefone 82484873 com a pesquisadora
Ana Leticia ou com a profa. Ana Luiza Neto Junqueira. Ninguém ficarda sabendo que
vocé estéd participando da pesquisa, nao falaremos para outras criancas ou pessoas
as informagdes que vocé nos der. Os resultados serdo publicados, mas seu nhome
nao ira aparecer, ou seja, Vocé e nem as outras criancas serdo identificados. Se

surgir alguma duvida vocé pode me perguntar.

Eu aceito participar da pesquisa

Avaliacdo dos niveis de anti-hbs apds dose de reforco em criangcas que
apresentaram declinio de anticorpos seis anos depois da vacinagéo, que tem
por objetivo saber se continuo protegido contra a hepatite B apos tomar uma dose
de reforgco da vacina. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem

acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
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momento, posso dizer “ndao” e desistir sem que tenha nenhum problema. Os
pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com 0S meus responsaveis.
Recebi uma cépia deste termo de assentimento, li e concordo em participar do

estudo.

Goiania, de de 2015.

Assinatura do menor Assinatura do pesquisador
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Instrumento para coleta de dados
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Nome da crianca:

Nome da mae:

Endereco:

Ponto de Referéncia:

)Negro

Telefone:

Sexo: 1- Masculino () 2- Feminino () SEX( )
Data de Nascimento da crianca: / / DNASC ()
ldade:

Naturalidade (Goias ou outro INATURAL( )
Estado):

Cor: 1-( )Branco 2-( )Amarelo 3-( )Pardo 4 -(|[COR( )

Renda Familiar: R$

1- () 1 salario min. 2-( ) 2-5 salarios min. 3-( ) 6-10 salarios

min. 4-( )mais de dez salarios min.

RENDAFAM( )

Escolaridade crianca:

ESCOLCCA( )
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Data de Nascimento da mae: / / DNASCMAE( )
Idade:
Estado civil da mae: 1 - ( )Casada/amasiada 2 - (|ESTCIVMAE()

)Vilva/separada 3-( )Solteira

Escolaridade materna (anos de estudo):

ESCOLMAE( )

DADOS ANTROPOMETRICOS DA CRIANCA

Peso: Altura: IMC: IMC ()
Situacédo do calendario vacinal: CALEVAC( )
1- ( )emdia 2-( ) atrasado 3-( ) incompleto 4-( )atrasado e

incompleto 5-( ) inexistente

Data da ultima dose da vacina contra a Hepatite B: ULTHEPB ( )
Antecedentes familiares de doencas crénicas: 1 -( )Sim ANTDCRO( )
2-( )Nao

Qual doenca: Qual

familiar:

Patologias pré-existentes : 1-( )Sim 2-( )Nao

Qual?

PATOLOGIA()

Transfusdo sanguinea: 1-( )Sim 2-( )Nao

Data da transfusao:

TRANSANG( )

DTTRANS ( )

Ja foi submetido a algum procedimento cirirgico?
-( )Néo

1-( )Sim 2

PROCCIR( )
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Data em que ocorreu: DATACIR( )
COLETA E EXAMES LABORATORIAIS
Local onde a vacina foi realizada no 1° estudo: 1-( )VLC [LOCVACL( )
2-( VG
(presente no questionario preenchido na época do estudo)
Anti-HBs realizado no 1° estudo: ANTHBS1( )
Anti-HBs realizado no 2° estudo: ANTHBS2 ()
Data da dose de reforco da vacina contra Hepatite B: REFVAC ( )

I

DATASG ( )

Data da coleta de sangue: I
Local onde foi feita a coleta de sangue: 1-( )MSD 2 — (|LOCTSG( )
YMSE
Anti-HBs: 1-( )Reagente 2-( )Nao |ANTIHBS( )
reagente
HbsAg: 1-( )Reagente 2-( )Nao HBSAG( )
reagente
Data: / /

Ass. do Pesquisador:
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DIZERES DE TEXTO DE BULA - PROFISSIONAL DE SAUDE

vacina adsorvida hepatite B (recombinante)
proteina de superficie do virus da hepatite B (recombinante): 25 pg/ml

APRESENTACAO:

Suspensio Injetavel

Cada cartucho da vacina adsorvida hepatite B (recombinante) contém 20 frascos-ampola
com 5 mL (10 doses de 0.5 mL ou 3 doses de 1 mL).

A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) é apresentada em frasco-ampola contendo 5
ml (multidose) de suspensfio imjetivel de antigeno de superficie do vims da hepatite B
(HBsAg). produzido através da expressdo do antigeno em uma cepa de levedura modificada
geneticamente. O anticeno recombinante de superficie (rHBsAg) € purificado por varios
métodos fisico-quimicos, adsorvide por hidréxado de ahuminio e adicionade de timerosal
como conservante.

VIA DE ADMINISTRACAO: INTRAMUSCULAR

A vacma adsorvida hepatite B (recombmante) deve ser administrada por via intrammscular
profimda, na remdo do mmsculo deltdide (regifio superior externa do brago) ou no vasto
lateral da coxa em criancas. Excepcionalmente, a vacina pode ser administrada por via
subcutinea em pacientes com tendéncia para sangramento grave (Ex.: hemofilicos).
Nio deve ser aplicada por via intravenosa, intradérmica ou na regiio ghitea.

USO ADULTO E PEDIATRICO.

COMPOSICAD:

Cada 1,0 mL contém:

- protema de superficie do virns da hepatite B (recombinante) 25,00 pg

- hidréxido de alumimio .. . até 1,25 mg (em Al'")
- timerozal - ate 0,10 mg

- solugdo fisioldgica tamponada pH 7.0 g.s.p. 1,00 mL
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INFORMACOES TECNICAS AOS PROFISSIONAIS DE SAUDE

L. INDICACOES:

A vacma adsorvida hepatite B (recombinante) & mdicada para a imunizacio ativa contra a
mfeccio por vins da hepatite B. Ao conferir protecio confra o vins da hepatite B, o
mdividuo fica protegido contra a infeccio pelo virus da hepatite D. A vacina ndo protege
contra infeccdes por outros virus causadores da hepatite (vims A C e E). A vacma
adsorvida hepatite B (recombinante) é recomendada para imumizacio generalizada de
populagdes, especialmente para recém-nascidos e grupos submetidos a maiores riscos de
contaminagio pelo virus, como médicos, enfermeiros, agentes de sainde, manipuladores de
vims e outros. Este produto pede ser admimistrado em recém-nascidos, adolescentes,
adultos, gestantes e idosos nas doses recomendadas. A vacinaciio evita ndo s6 a infecgiio
pelo vius como também complicagfes cronicas posteriores causadas pelo virus como
cirose e cincer priméno de figado (carcinoma hepatocelular).

A hepatite B pode ser adquinida ao se enfrar em contato com o sangue, sémen, secregdes
vagmais ou outros finidos corporais de pessoas contammadas.

Cutras circunstincias em que podem resultar em mfieccio:

= Recém-nascidos de mies portadoras do virus da hepatite B;

» Morar no mesmo domicilio de algum portador do virus da hepatite B;

= Contato intimo/sexual com alguma pessoa infectada;

= Trabalhar em ambientes que envelvam exposicio a sangue humano ou fluidos corporais;

= Acidentes puncionais durante procedimentos realizados por profissionais de saude;

= Compartilhar sermgas e agulhas no uso de drogas mjetavels;

= Viajar para regides com alta frequéncia de doenca pelo vims da hepatite B.

Pessoas portadoras do virus da hepatite B podem ndo apresentar sintomas especificos. Na
realidade, uma pessoa ao adquirr o virus da hepatite B pode ficar de seis semanas a seis
meses sem o surgimento de sintomas. Os primeiros sintomas que aparecem geralmente, s3o
leves, sendo semelhantes aos de uma gripe. Alguns pacientes, entretanto desenvolvem
sintomatelogia mais ntensa, com ¢ aparecimente de ictericia.

2. RESULTADOS DE EFICACIA:

Os resultados de estudos realizados por diversos autores pela aplicacio da vacina adsorvida
hepatite B (recombinante) em recém-nascidos demonstram que a eficicia foi superior a
90%%. A Coordenacio Geral do Programa Nacional de InmmizacSes do Ministério da
Satide realizou estudos com a vacma adsorvida hepatite B (recombinante) produzida pelo
Instituto Butantan e emitin o "Relatério Geral do Estudo Multicéntrico de Inmnogenicidade
e Reatogenicidade de Vacinas Recombinantes Confra Hepatite B" (2003), o qual
demonstron taxas de soroprotecio satsfatorias para a vacina do Instituto Butantan aplicada
em recém-nascidos, criancas, adolescentes e em adultos jm‘emﬂ:'. Em 2006, outro estudo
para a avaliacdo de immogenicidade e sepuranca em adultos de 31 a 40 anos de idade fo1
realizado pelo Departamento de Medicina da Santa Casa de Sfo Paulo®. Esses novos
estudos mdicaram que vacina adsorvida hepatite B (recombinante) do Instituto Butantan &
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segura e apresenta boa mmmogenicidade para adultos na faixa etaria de 31 a 40 anos. Os
dados obtidos nestes dois estudos estdo de acordo aos obtidos com vacinas similares.

@y Advances in Biotechnology Process (1990), vol. 14 - Viral Vaccines. Ed Avshalom
Mizrahi. Willey-Liss. NY. Chichester. Brisbane. Toronto. Singapore.

@ Relatério Geral do Estudo Multicéntrico de Inmmogenicidade e Reatogenicidade de
Vacinas Recombmantes Contra Hepatite B — Coordenacdo Geral do Programa Nacional de
Immmizagdes — Fundagio Nacional de Saide — Ministério da Sande.

©) Avaliagio de imunogenicidade e seguranca da vacina recombinante contra hepatite B do
Instiuto Butantan (Buta-NG) em adultos de 31 a 40 anos de idade — Centro de Estudos
Aungusto Leopoldo Ayrosa Galvdo (CEALAG), Departamento de Medicma Social /
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo. Marco de 2006.

3. CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS:

AinfecﬁupelovﬁmdahﬂpaﬁteBmusﬁtuiumsérbpmbhmdeSmﬁdePﬁbﬁca,quepude
resultar em hepatite agnda (benigna ou grave) e hepatite cronica, com potencial evolutivo
para cirose e carcinoma hepatocelnlar primano do figado. Umov.m'eldeseprewnn'a
dnsemmgaoeasconmquﬂxns&mﬁccaouﬂmcapebmsdﬂhqnﬂeﬁeal:mv&sch
mmnizacdo ativa. O antigeno HBsAg. constiwinte da vacina, atua pela sensibilizacio de
células do sistema inmme geradoras de anticorpos especificos (anticorpos humorais
neutralizantes), tais como plasmécitos e linfécitos B. As tentativas de replicagdo do virns
da hepatite B em cultivos celulares nio tiveram sucesso, assim, as primeiras vacinas contra
a hepatite B derivavam de sangue humano que continha o antigeno. O custo destas vacinas
era alto e a producdo limitada. Cumaposibﬂjdadcdeexpmsﬁpdnanﬁgemdcsuperﬁcie
da particula viral (HBsAg) em células procanoticas (levedura em nosso casc) a vacina
conira a hepatite B pode ser produzida em quantidades ilinitadas e a custo baixo com
100% de seguranca. Entre as células testadas, resultados favoravels e constantes sdo obtidos
com o Hansenula polimerpha (levedura) como vetor do HBsAg na producio da vacina. O
anticeno, que se encontra no interior das céllas de levedura, é extraido e punficado
separando-o de substincias constitumtes da levedura e, finalmente concentrado. O processo

de punficacio assegura uma pureza protéica (antizeno) 1gual ou superior a 98%.

4. CONTRAINDICACOES:
- Anafilaxia prévia a qualquer componente da vacina contraindica o sen uso.

- Pirpura trombocitopénica idiopatica (PTI) apés a dose anterior.

5. ADVERTENCIAS E PRECAUCOES:

A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) deve ser guardada fora do alcance das
criangas.

Conservar a vacina adsorvida hepatite B (recombinante) 4 temperatura entre +2°C e
+8°C. NAO CONGELAR.
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Nio deve ser aplicada por via intravenosa, intradérmica ou na regiio ghitea.

Este medicamento pode ser utilizado por mulheres grividas, sempre com orientaciio
médica.

Nio utilizar a vacina apds o vencimento do prazo de validade.

Doengas agudas febris, moderadas ou graves, recomendam adiar a vacinacio até a
resolucio do quadro, com o intuite de nido se atribuir a vacina as manifestagdes da
doenca.

Uso na Gravidez ou Lactaciio:

O efeito do antizeno no desenvolvimento fetal é ainda desconhecido, porém a gestacdo efou
a lactagio nio conframdicam a immmizacio para a Hepatite B em situacdes de nsco. As
gestantes imunizadas para hepatite B, com esquema vacinal completo de trés doses, ndo
necessitam de reforgo vacinal Aquelas nio inmmizadas ou com esquema vacinal
incompleto devem receber trés doses da vacina nos intervalos 0, 1 e § meses ou completar o
esquema ja iniciado. A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) so deve ser usada
durante a gravidez se claramente necessaria.

6. INTERACOES MEDICAMENTOSAS:

Nenhuma medicacio concomitante constiui contraimdicacdo para uso da vacina. Todavia,
qualquer medicamento que esteja sendo aplicado no mdividuo deve ser considerado e
avaliado pelo médico assistente. A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) pode ser
aplicada simmltaneamente com as cutras vacinas que constam do Calendirio Nacional de
Vacinagio do Programa Nacional de Imunizagdes, tals como: polbiomielite, vacina
adsorvida difteria, tétano e pertussis (DTP), vacina tetravalente (DTP + Hib), sarampo e
BCG (esta tltima deve ser administrada em local de aplicacio diferente).

7. CUIDADOS DE ARMAZENAMENTO DO MEDICAMENTO:

A vacina adsorvida hepatite B (recombinante) deve ser conservada & temperatura entre
+2°C e +8°C. Nio deve ser colocada no congelador on “freezer™; o congelamento é
estritamente contraindicado. Respeitadas essas condigSes a vacina adsorvida hepatite B
(recombinante) possui validade de 24 meses a partir da sua data de fabricagdo. Esta
informagfo se encontra no rétulo da vacina e em seu cartuche, sendo o produto valido até o
altimo dia do més indicado.

Depois de aberto o frasco-ampola de miltiplas doses, a vacina pode ser utihzada no prazo
maximo de até 15 dias, se mantida em condip@es assépticas e sob temperatura entre +2°C e
+8°C.

Numero de lote e datas de fabricacio e validade: vide embalagem.
Nio use medicamento com o prazo de validade vencido.
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Para sua seguranca, mantenha o medicamento na embalagem original.

ASPECTO FISICO:
Observar o aspecto depois de agitar fortemente o frasco-ampola, que deve ser de um
liguido leitoso, sem particulas visiveis a olho nu.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:
Vide “Aspecto Fisico™.

Antes de usar, observe o aspecto do medicamento.
Todo medicamento deve ser mantido fora do alcance de criancas.

8. POSOLOGIA E MODO DE USAR:

Dosagem

A vacima adsorvida hepatite B (recombinante) € indicada para criancas, adolescentes e
adultos até 40 anos de idade.

De 0a 19 anos de idade: uma dose de 0.5 mL de suspensdo mjetavel
De 20 a 40 anos de idade: uma dose de 1.0 mL de suspensio mjetavel.

Esquema de Vacinacio
Hi dois esquemas de vacinagio recomendades que consistem de 3 doses a 4 doses
intrammsculares da vacina.
1) E recomendado para individuos expostos a risco moderado ou baixo de infecgio:
- primenra dose: na data de eleigo;
- segunida dose: um més depois;
- terceira dose: 6 meses a partir da pnimeira dose.

ou
2) E recomendado para recém-nascidos e individuos que necessitam de protecio mais
rapida ou estio mais frequentemente expostos a mfeccio:

- primenra dose: na data de eleigo;

- segunda dose: um més depois;

- terceira dose: 2 meses a partir da primeira dose;

- quarta dose: 12 meses apds a primeira dose.

Notas:
+ No recém-mascido recomenda-se a inmmizacio nas primeiras 12 a 24 horas apés o
nascimento para evitar a transmussdo vertical da mie mfectada pelo virus da hepatite
B.
= A interrup¢do da vacinacdo somente devera ser efetuada com onentacio médica.
+ Intervalos maiores do que os recomendados proporcionam resultados equivalentes,
ndo havendo necessidade de reiniciar o esquensa.
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s Por ndo haver estudos conchisivos sobre a necessidade de doses de reforco em
mdividuos com esquema de vacimacio completa, a aplicacio de reforco nio &

9. REACOES ADVERSAS

Reacio muito comum (ocorre em mais de 10% dos pacientes que utilizam este
medicamento):

No local de Aplicagio: dor (3-29%) e enduragio/mubor (0,2-17%); eventualmente podem
ocomrer abscessos locais, decomrentes da comtaminagho bacteriana secundiria por falha
técnica de aplicagio vacimal.

Reagdes Geras: desconforto gastromtestmal leve (1-20%).

Reagio comum (ocorre entre 1% e 10% dos pacientes que utilizam este
medicamento):
Reagdes Gerais: febre (1- 6%) nas pnmemas 24 horas apds a vacinacio. Sintomas
semelhantes a resfriado commm tais como fadiga. tontura, cefaléia e uritabilidade podem
estar presentes.

Obs.: Segundo a hiteratura, até o momento nfo ha evidéncias de relacio de casuahdade
entre a vacina adsorvida hepatite B (recombmante) e o surmmento de casos de Sindrome
Guillam Barré, esclerose nmltipla, sindrome de morte sibita infantil e artrite.

Reacio incomum (ocorre entre 0,1% e 1% dos pacientes que ufilizam este
medicamento):
Nio descrita em literatura.

Reagio rara (ocorre entre 0,01% e 0,1% dos pacientes que utilizam este
medicamento):

A pirpura trombocitopénica idiopatica apds a aplicacdio da vacina adsorvida hepatite B
(recombmante) & um evento raro cuja relacio cansal € dificil de ser comprovada. O tempo
de laténcia entre a vacinacdo e o aparecimento dos sintomas que, geralmente, € de alguns
dias até dois meses, sugere esta relacio.

Reacio muito rara (ocorre em menos de 0,01% dos pacientes que utilizam este
medicamento):

As reagdes de hipersensibilidade podem ocomer excepcionalmente a algum componente da
vacina, mchindo o timerosal e o levedo (nsco tednce). Ocorre em um caso para 600.000
vacinados e é mmito raro em criancas e adolescentes. A anafilaxia imediata (reacio de
hipersensibilidade do tipo I de Gell & Coombs) ocome habitualmente na primeira hora apés
a exposi¢gio ao alérgeno. Apresenta-se com wma ou mais das seguintes manifestaces:
urticdrias, sibilos, laringoespasmos, edema dos libios, hipotensio e choque.
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Eventos adversos pos-vacina adsorvida hepatite B (recombinante)

Eventos Adversos Descricio .I;:lt?a':;;ﬁoﬁn?; E Freqiiéncia
. Dor, enduraciio e s s 135a
Locais rubor L dia 1/50 doses
Febre,
irritabilidade,
Manifestagies fadiga, tontura, 1° dia 110 a
Gerais cefaléia, L1100 doses
desconforto
gastrointestinal leve
. Petéquias e Alguns dias a2
Parpura X
Tmmhu:gtnpﬁn.ita Fquumpses mmeses Raro
disseminadas
Urticarias, sibilos,
laringoespasmos, Nos primeiros 30
Reacio anafilatica edema dos labios, minutos e até 2 1/600.000
hipotensio e horas
choque

*Fonte: Manual de Vigilincia Epidemiologica de Eventos Adversos Pos-Vacinacio

Série A Manual & Normas Técnicas em Saide - 3* Edicio / Brasilia - DF 2008

Em casos de eventos adversos, notifique ao Sistema de Nofificacdes em Vigilincia
Sanitiria - NOTIVISA, disponivel em http./wyw auvisa.zov brhotsite/notivisa/inde htm.
para a Vigilincia Sanitiria Estadual ou Municipal." (incluindo no espaco o endereco

eletronico atualizado do NOTIVISA)

10. SUPERDOSE

Em casos de superdose as reagbes adversas poderdo ser observadas, no local de aplicacio,
em mawpr intensidade com possivel formacio de abscesso, reagbes febrnis e mal estar

Procurar socommo medico.

Em caso de intoxicacio ligue para 0800 711 6001, se vocé precisar de mais

informacdes orientacdes sobre como proceder.
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DIZERES LEGAIS

Nimero de Registro MS: 1.2234.0017

FARMACEUTICO RESPONSAVEL:
Dra. Ivone K. Yamaguchi - CRF-SP n°. 6.057

Fabricado e registrado por:
INSTITUTO BUTANTAN

Av. Dr. Vital Brasil, 1500 - Butantd
CEP 05503-900 - Sao Paulo/SP - Brasil
CN.P.J:61.821.344/0001-56

Indistria Brasileira

Servigo de Atendimento ao Consumidor (SAC): 0800 701 2850
e-mail sac@butantan gov.br

USO SOB PRESCRICAO MEDICA.
PROIBIDA VENDA AQ COMERCIO.

Esta bula foi aprovada pela ANVISA em 29/07/2014.

M, i
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Historico de Submissio Eletronica de Texto de Bula - vacina adsorvida hepatite B (recombinante)

Numero do Nome do Assunto Data da Notificacio Data de Itens Alterados
Expediente Aprovacio
Nio se aplica | 10463 — PRODUTO BIOLOGICO: 29/072014 Mo se aplica | Inclusfo inicial do texto de bula ao
Inclusdio inicial de texto de bula bulério eletronico — ANVISA,
(RBDC 60/12) adequado a RDC 47/09.

BLPFVHEFA V01 / Pagina 9 de 0 / Julho 2014
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ANEXO I

EE
Abbati

en
AXSIYM s

49-1396/R15
B7W390

Read Highlighted Changes
Revised March, 2010

AUSAB

Hepatitis B Surface Antigen (Recombinant)
(Subtypes ad and ay)

Customer Service: Contact your local representative or find country specific contact information
on www.abbotidiagnostics.com

Packege insert instnucfions must be carefully followed. Reliability of assay results cannot be guaranmsed if there ans any

EE Consull instruciions for use
Cauton

Manufaciurer [SEETRRE ST Comact with acids Ebarames
VEry IiC gas.

Key to symbols used

DoF]  sumoer WEMBWRB CALA|  Sindan Calbeor (A.F)

in Wiro Diagnostic Medical
O] Do FRARTIN VEBRRE] Roacion Vessels
[aer] Lot Kumber
E Expirason Dae maTIaE wLa| Marr Calls
nJH’“ Stre a1 2.8C Sampie Cups
‘"J’"' S — Raagent Pack

Sae REAGENTS section for a full explanstion of symbols w=ed in reagent
Companent naming.

Abbott

U
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HAME
AxEYM ALUSAR

INTENDED USE

Ax5YM ALSAR & o microparticle ereyme immuncassay [MEI] for e
nuantintie doterminesion of antibody to Hopatitis B Surinco Antigan
{ant-HBs) in Frman senum or plasma. it i intendad for tha measromen
of antl-HEs following hopatitis B vinss (HEV) infsction or waccinasion.

SUMMARY AND EXPLANATION OF TEST

Ax5YM AUSAR is o Microparticke Enzyme iImmunoassay which hes: been
davelopod o measurs the amount of antibody to the Hopatitis B Surfans
Antigen (ant-HBEs) present in human serum or plasma.

AntiHEs assays am ofton usod o meonilor the success of hepatitis B
waccinaion. Tha proserce of ani-HBs has beon shown 1o be important in
profeciion agains HBV infection.’ Numanus studies have demonsimied
e cfisctivonoss of the hopatitis B voooing in producing ani-His. thers
and in pevanting HBV infection.®4

Assmys for eni-HEs ero also used o monitor $e commlescence and
recowery of hapatitis B indected individunls. The presonce of antitB8s
after acuts HBV infection and loss of HEsfig can bo o wseful indicator of
discaso resolution. Doloction of ant-HEs in an asympiomatic indisidusl
may indicalo previcus aposuro to HEV.

Samplos with andlHBs conmcentrations less tham 1000 millfml are
considerad nonmacive by tha fxSYM AUSAR assay. Samploswith ani-HBs
concentrations groaler than or egual 1o 10.0 milfml are considoered
reaciiG.

BIOLOGICAL PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

AxZYM AUSAR is based on Microparticle Ereyme Immmuncassay (MELA)

technology.

Sampla and =l AxEYM ALSAE caqonts maquired for one lost aro pipetiad

by tha Sampling Probe inio various wells of 2 reaction vesssl [AV) in e

Sampling Conter. Tha BV s transierrod inko the Processing

Canter. Further pipetting s done In the Processing Canter by e Processing

Prba.

Tha ractions soour in the following sequence:

» Sample and Rocombinant Hepatitis B Vinss Sudaco Antigen (| HBshg)
Coalod Micropartickes: ame combingd in ong BV well.

*  Whan anilHBs is prosend in tho ssemgplo, it binds 1o the coatod
microparticles forming an antibody-antigen complex in #e eaction
mixtura.

+ A portion of the macton midurs s tmnsismed to the matrik osll. The
microparticles bind irovorsibly 1o the ghiss fibar matrts.

+ Biotinglalod HBsfg is dispansed onio the matic cel forming an
antigan-antibody-antigen compla.

+  TheAni-BiotiAknling Phosphatass Conjugata is dispersed onio e
matrx cell @nd binds to any microparticle-bound antigen-antibody-
antigon compha.

¢ Tha mairk cell is washed 0 remove malerials not bound o the
microparticles.

¢ The subsiraie, &-Motwylumbolliforyl Phosphate, is added. Tha
dkalng phosphiatase-laboled catehzos the mmoval of 2
phosphate group from e substmta, yiolding the fucsoent product,
&-Mathylumbelifarone. This fuorescent prduct is meesured by e
MERA optical asscmbly.

Tha concenirefion of anti-HBs in the sample is delermined using a
previously genomicd calitention curva. if the concentration of the sampls
is gresater than or equal to 10.0 miliml, the sample is cormiderod roactive
for antl-HEs.

For further information regarding MEIA technology, rofor to tho AxSYM
Sysiom DOperations Manual, Section 3.
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Rengent Pack, 100 Tests

FuSYM ALFSAE Rongent Pock [7A.39.27)

1 Bottle [4.8 mL) Hepatitis B Surfacs Antigen (Aecombinand] [Sublypes
ol and ) Costed Microparticlos in TRES buffor with protein sinblizors.
Minimum concentration: 0.05%. Prossrmtive: Sodium Azida. (Heagom
Batila 2)

1 Boma [13.0 ml) Ansi-Biotin {Rabbil}#knling Phosphainsa Conjugmio
in TRES bufier with protein stabiizers. Minimum concentmtion:
0.08 pg/ml. Proscsvative: Sodium Azida. (Hoagent Botlo 1)

1 Botile (126 ml) Hopatitis B Surface Antigon (Aecombinant)
|[Subtypes pd and gy)- Biotin Corjugaia in TRIS buffor with animal see
{Cal, Aabbit) is prepamd with rocalcified human pleasma. Minimum
concantration: 1 pg/ml. Presesralive: Sodium Arzide. [Roagent
Batila 3}

1 Bottle (7.2 mL} Dikstion Aeagent Aecalcified human plasma,
sufficiont for testing of 50 dilutions. Prosenmtive: Scodium Azida.
{Reagent Botle )

E

FuZYM ALFGAR Standasd Calfwators [7AZ0U01)

E Bottles (4 ml aach) of AxSYM ALSAR Standand Calibmions e pepercd
with mcaldfied human plesma. Calibraior & s nonmactie for ant-HBs.
Calibrniors B through F eso eactve for antiHEs. Presormthec: Sodium
Beida.

Tha & SYM ALISAR Stendard Calbrators heve e following concenimtions
of ant-HHs:

Artl HEs Concaraton”
milleml

E
E

[

ThefixSYMALFEAE primary colibmions e manudactersd by dilstion and
mieronoed to the Wordd Hoalth Omganization (WHO) 15t Intematicnal
Fderonoo Prepamtion of antl-hepatitis B immunoglobulin at each
concentration keval.

E

oYM AUSAE Controls {[7AZ0L0

2 Hottles (B mlL sach) of AxEYM AUSAE Contmis aro propared with
recalcified human plasma. Presoratve: Sodium Azide.

[EBL]=| Tha Megativ Control is norroacthe for and-HEs.
[erEme]+| Tha Fosithe Control s reacties for et HEs.

Tha AxS¥M AUSAE conbrols hawe the following concenirations of

ari-HE s
Artl Hs Antl HEz
#cceptnble Range
Coniml Caolor il el *** miifmlL
Hasural o 0. 2
O 80 &0 - 100

Tha AxSYM ALISAR primary conirols am manufactured by diution and
mironoad to ®w World Hoalth Ormgantzation (WHO) 15t international
Fderonoo Prepamtion of antl-hepatitis B immunoglobulin at each
concentration keval.

** Dye: Acid Bluo Bo. 9

**The Ax3YM AUSAE roporting unit is factory st 1o milymL. An
Paramalar 45).



Other resgents

AxSYM AUSAR Diution Peagent (7A39.50)

LTINS BT 1 Bottlo (100 mL) AxSYM ALSAE Diksicn Aaagant.
Recalificd Fuman plasma. Presermtice: Sodium Azide.

AxEYM Probs Solution
(v o s w2 Bottlos (220 ml sach) AxSYM Prbs
Cloaning Sokstion containing 2% Tetrastyl . [TEAH].

Sohsion 1

Sulution 1 [MUE) [BA<7-04)
mnmu{zau.Lmh}sulmummng
I'_th'huIi-i

12 mM, in AMP buffor. Prosarathe:

Package inser instructions must be carcfully followsd. Relinbility of
assay maults cannol bo guamntesd i there are any doviztions from e
insinuctions in this package inscrt.

Salety Precautions

= &mﬁhmﬂ-dMthhlhmmudmﬂm
polantially Fiectious components. Feler o the REAGENTS section
af this package insert. Mo Enown test method can offer complete
mssuranca the! peoducts derved from human sources or inactinated
'microorganisms will nod transmit infoction. Themdors, all uman souwoed
'materials should ba considemd polontialy infootious. b is rocommandad
that thosa magents and human specimens ba handled in acocrdance
with tha 05, Siandand on Bloodbome Pathogers. * Biosalaty Loval 2%
‘orothar approprinla biosafely practioss ™ should be used for molerisks
that contain or are suspected of containing Infecfious agents.

* Tha humen plasma used in the Biofin Conjugate is nonsanctive
for HEsfg, HIV-1 ANA or HV.1 Ag, ant-HCV, ant-HVAJHI.Z, and
anti-HBs.

* Tha humen plasma used in the Dilution Asagent is nonmactive
for HEsfg, HIV-1 ANA or HV.1 Ag, ant-HCV, ant-HVATHI.Z, and
anti-HBs.

* Tha human plasma usod in the Calibmior A and tha Nogative
Control bs nonmeactive for HBsfg, HWVS RN or HWV-1 Ag, ant-HCV
ant-HMWAJ HW.Z, and antiHBs.

+ The human plesma used in Calibmiors B-F and $he Positheo Contrd s
ieactin for andHBs, and nonmacive for HBsAg, HW-1 ANA or HIVCT Ag,
ant-HCW, and and-HRA HR2.

* This product contains. sodium azide; for a spocifio listing, efor o e
REAGENTS sacfion. Coninct with acids libarates very tovic ges. This
material and ks conininer must be disposed of in o salo woy.

Handling Precautions

»  AxEYM AUSAE Foagonts am susooptble o splashos, air bubbikos,
foaming and roguire inspection and removal of bubblos bofora
loading. if bubbles: ane presant, reler 1o the A SYM Sysiom Dperations
Manual, Seclion B Servics and Maintenanca, Subsection: Dally
Maintenanca.

* Do not mse Solution 1 (MUPF) beyond the expimtion dste or &
maximum of fourteen deys on-board the AxSYM System. When
loading new Solution 1 (MUP), it is important to immediately tghten
the insstrument cap for MUP o miniméize exposure to air. Prolonged
exposur: to air moy compromise peslormance.

* Do mot usa kits boyond the cxpimtion dalo or @ maimum of
112 cumulatie hours on-boaed the: facEYM Sysiom.

» Do not mix magonts. from differont roagent pacis. Do not mixc reagom
packs and calibaiors from diffiorent lots.

= Ayold microbial comamination of samples and roagents. Uss of
disposable pipoties or pipstis tips s mcommandad.

= fyoid chemical contamination of reagents and sguipmant.

= Ermume thal sufficknt seemple woluma s presant.  seemple volume is
rsufficlent, tha EaSYM wil gire an emor code and no msuk
wil b reported. For o description of the System eror codes, rior 1o
the: A SYM Systeen Operations Manual, Section 10.

* Inadoeguate adheronoe o packngo inserl instractions may meult in
s resulis

» Use apoumtoly calibmted oquipment.

* lss caution im handling patient samplas to provent cross
conmamination.

Additional safely and handling precautions and limitations for #w reagent
packs, coibrators, controls, pationt samples and ofwer reagents aro
deacribed in the A SYM System Opomtions Manual, Sootions 7 and B.

Stompge Inestnactions

mr“mwum Aoagent Pack, Standard Calbmiors,
Diution Feagont and Controls must be stomed 2t 2-0°C. Tha Aa3YM
ALEAR Reagent Pack, Calibrators, Controls, and Dition Reagon may
bo used immediatcly after removal from tha refrigemtor. Do not freaza
the: B Y ALUSAE reagents.

The AxSYM AUSAR Aaagent Paok may be on-board the AxSYM System
for a maximum of 112 cumulative howrs. After 112 howrs, e eagent
pack musi be discanded. Aeler fo the AxSYM Sysiem DpemSions
Manunl, Sectiors: 2 and & and Appendicss, for furter information on
tracking on-boand time.

Solution 1 [MUP) musst be stored ot 2-8°C. & may be on-boand the
AxEYM Bystem for o meximoam of foortesn doys. Alter fourtesn
diays, it must be discarded.

. I‘—/'I.r.. The AxEYM Prebe Cleaning Solution, Soluticn 3

{Matric Coll Wask) and Sokstion 4 (Line Diluont) must b storsd ot
15300

INDICATIONS OF INSTABILITY OR DETERMORATION OF

REAGENTS

‘ihen an AxEYM AUSAB Posie or Megative Conteol volus is out of tha

sxpaciod mngs, it may indicalo dotoriordion of e of erors. in

techniqua. Associatod lost msults am invalid and meust bo otosiod. Assay

rocalibration may bo nacossasy.

INSTRUMENT PROCEDURE

Asaay Fiic insallstion

Tha AxSYM AUSAE Assay file musd ba insinlied on the AxSYM Sysiom

from the softwam disk, SA415-04, or highar, prior 1o pedorming ALSAR

mssays. Fefor o the AxSYM Sysiem Operntions Manual, Seclion 2, for

e insinliation procodures.

o FYM ALSAE Assoy Fesmmalomns

Tha default ssay parmmotors for the faSYMALUGAR as sy anc isted balow.

Thess pammaiars can be prinied, displayed, and edited nooceding to the

pooadus in e AcFYM Sysiom Opembons Manual, Section 2. To print

the ASSHY PARAMETERS, press PAINT. Assay paramelers el can ba

wdited contain a (=) symbol. In order o obtain valuos for the perametans

with 2n asterisk ("), mviow the speciflc Assay Pameneter sorean.

* Cwment assay fle contains poremeiers for Moster Calibmions. This
information is not applicable as of 31 July 2000,
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Standard Cal Fops = 2

Cal A Concontration: 0.0

Cal B Conconiration: 10.0

Cal C Concentration: s0.0

Cal D Conoermation: 100.0

Cal E Corcontmtion: 500.0

Cal F Concantration: 1000.0

Dfaul Diution Protocol = UNDILUTED

Dinuk Collbration Mathod > Standard Cal
Zelocied Rasdl Comcentration Unks = miWmL
Selocied Rasdt Decimal Places = 1

Max Imencapt-Max MUP inmercapt: 12000.0000
Mini intorcopt-Min MUP intormapt: 1 9000000
Upper limit for NAMSE for low miss: 5339.8500
Uppar limit for NAMESE for high mies: 0Us000
Max Aato-Max mie usad o check Min MUP Intemopt:
7000000

Wiini Plato-Flaic: ouicff for NAMSE and Cor. Cosf: B.0000
Min coraltion coaffickent for low ries: 05000
Min coraltion coafficknt for igh miss: 0.8700
MUF T DolayTime doky following MUP- 2 2000
Into rpeotation Option 1o usa = 1

Hold resulis with POS inlorpestation > OFF
Hold resubts with NEG intorpetation = OFF
Hold resulis with GAY interpeotation > OFF
Low Farge Meat 0.0

High Rarsge Meat: 1000.0

Low Fange Dil1: 00

High Rarege Dil1: 25000.0

Mogative Inlemretation Cuicfl =100

MOTE: Parmmetor 4 must not be ediied bolow 1 decimal place.

AHEREIRREBRYZE BORFPAGEARPYBRYRAREBR I -

I MOTE: Paremmoter 45 can ba cdited to tho ahernalo meaul unit ILJL.

MOTE: & grayzone festwe is mmibbla. To wilie $he gryzone option,
paramaler 177, Megatie Interpretation Cutoff, must bo adited o the
dosired valuo within the mngo of 50 10 89 milfml. Specimons with
milimL vahes egqual to e selected value and kss than 10.0 are indicated
o= “GZ NOMAEACTIVE" or “GZ-NEGATIVE" in the interprotation fiald.
Tha meport optiors e selected in pommetar 80, nlepsiafon Option
o Lsa.

Tha ExSYM ALFSAR wvalos svaliablo for pammoier 80 (Interprotation
Oiption fo usa) ams:

PlSnipm  HEGInem  GHY o

i 8 REACTVE NOMREACTVE GIZ-NOWAEACTWE
Z REACTVE NEGATIVE (GE-NEGATVE

a. REACTVE BLANK BLANK

4. BLANK BLANK BLARK

Ao

rio the AxEYM Systom Operations Manual for a detailed description
Instrement Procodurcs.

-3

SAMPLE COLLECTION AMD PREPARATION FOR AMALY SIS

=  Sorum (induding serum collocted in soparator tubcs) or plasma
|collacted in sodium heparin, sodium citrate, ACD, CPDR1, or
EDTR) may bo ussd in the AaSYM AUSAR Assay Uso the miio of
anticcagulant {guantity) 1o sample (voluma)) that is recommendod by
the manufactune:.

Systom does not bave tho capablly 1o wriy samplo
. It is the msponsibliey of the operator 10 verify e corect sampla
ye(s) is{ans) ussd in the AxSYM ALISAR =ssay

= Samples confaining fibrin, perticuale matier or red bood colls may
ghvo inconsistont or cronsous resubs and must bo complatoly clotiod
and centrifuged prior fo tesing.

= |mspect all samples for splashing, air bubbles and fcaming. F recossary,
remowe bubbles prior 1o aralysis using 2 now applicalor ssick for oach
sample. Asfor fo the AxSYM Sysiem Operations Manual, Section 7.

# Specimens with olvioes microbial conmminasion showld not ba
used.

= Al patiort sampkss to b tosted in Primasy Tubos mest bo contrifuged
o remiove red cells or pariculate matter. Ench sample $ed reguies
repeat iosting, or that kas beon frozon and thawed, must be tmnsferred
o & cantrifuge tube and contrifuged at a minimemn of 10,000 ACF for
10 minutes. Transier clarified sampke 1o a sample cup for tesding.
WARMENG: A SYM System Sofwans Version 30 and highar offars
an o Flotestffunio Diution featus. Dua o requiromonts discussod
ghowe, this feature must not be used.

= Samples from heparinized pefonls may be partially coagulialad and
emonecas rosults could ooour duo 1o e pressonos of fibein. To prowont
this phenomenon, dow e semple prior o heparin thampy.

* Samples maoy be siored on the clot or red bicod cells for wa o 7 doys
at 2-8'C prior 1o being tosted.

= [Fthe nssoy will ko pordormod after 7 days, the samplc must bs removod
from tha clot or red biood cells and stored freen (A0°C or coldar).

* Porormance differsnces obsered wom within assay variabilly for
AxSYM AUSAR whan 15 nonrcactvo and 15 mactive samplcs ween
subjected o 6 freerafthow apoles; howewer, multiols freazofthow oydles
sheald be mvolded. Samples must bo mied thoroughly after Sawing
and conirifuged prior tv use, as doscribad iin this soction, 1o remova
parficulzie matier and i ersure consisliency in the resulis.

= When shipped, samples must be packaged and lebelad in complianca
with applicable fodoral and intkemational reguiations covoring the
trarsport of clinical samples and etidlogic agents. Samples may ba
shipped sither rofrigomied onwet oo [2-8'C) or fezen on dry loa
|- W"C: or coldar). Prior to shipmant under amblont conditions, samples
must ba emoved from e clot or red bood colls.

= All samples (pationt =amples, controls 2nd calibrtors) should ba tested
withini 3 howrs of being placed on-boasd the Ax5YM Systom. Aofor 1o
the #xSYM Systom Operations Manual, Section &, for more detailed
discussion of on-board siorage corstmins.

= Do mot use heat inscinstod samplos.

* Poriomanceo fas not beon csmblished for cadevor samplos or body
flulds such as uine, salim, seemen or emmictic fuid.

* Porformance differences cbsersed wers within assay vardabiity whan
AxEYM AUSAR Colibrainms wers ioshod with clorated lovals of bilindin
(D20 mghdL), hemoglobin [0-500 mgfdL) or lipids (0-2000 mg/dL).

Sample Volume

Zamplo voluma nequired 10 pardorm a single AUSAS tost on e A

System varies according 1o tha difiecant sample containers. For sampla

16D pl of sampla will Bs required.

* ACF = Roletis Contrifugal Forsa
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If #ha dilkticn protocel s seliected, 150 kL of samplo s equired unkess #e
teest is pedcemod STAT. Tha minimum sampls volume for 2 STAT AUSAE
dilution s 84 pl. For avory additional AUSAR diktion performed from e
sama coninires, an addiional 44 pl of sample will bo reguired. Beder 1o
e A SYM Systom Oporations Manual, Section 5.

Tha sampks cup minkmum volume will bs caloulriod by the &eZYM Sysiom.
It will be displeyed on the Order sorean ol B time the tesis) is(ars)
ordersd, amd printed in tha Ordorist Roport.

To cbisin #e recommaended volums requiromants: for the AxSYM ALSAR
Standand Calibmtors and Controls, hold the bottlas woeically and dispense
11 deopes of cach Calibrator or O drops of the Positve or Nogathe Control
Into sach eepecthe semple oup.

For sample volume requiremants in primary or aliquot fubcs and callbrator
and coninol voluma requiromants o mubiplo Ax3YM ALSAE roagont lots,
refer o the AxSYM System Opertions Manual, Secficns & and B

AXSYM AUSAB PROCEDURE

Mrterisls Reguired

= TAILER AxSYM ALFSAR Reagent Kit, containing:
AxSYM AUSAE [T pa]
WM
00 [ T S|

= TAIW AxSYM AUSAR Controls

= TAFEMN AxSYM AUSAR Sandard Calibrators

* FATED AxSYM ALSAT LTI ERSARTI

» Baemie

+ BABLD4

» BASS

*+ QA3 0s A S [ e g

. wmh (e

Muterisls Aeguired But Mot Provided

= [Fipotcs or pipcfic tips

= CotonSppod epplicaicrs

CAUTION:

= Whon manually disponsing samplos, vorily that

equipmen
does not intrmoduce cross contamination and that it delkers the
spacifiod sample woluma. Uss a sopamio pipotic o pipetio tp for

wach sempla.
*  For optimzl parformance, it s important to follow the routine
mainionanca procodurcs dofined in #he AxSYM Systom Opomtions

Manual, Section B. I your laboratory requires more frequant
manicnanca, follow Ficso procedurcs.

Assay Procedures

CAUTION: The Systom status must bo WARMMNG, PAUSED, READY or

packs

Th& priniout contairs sample placement information and minimum
sample cup wolumo mquinmants for ol tsts ordored. Whon using
Host Ordor Query, the Order soreen information and the Owdarlist
Raoport is not mvilsble. Rofor to tha MSYM Systom Oparations
Manual, Section 5 Opemting Instnuctions, Subsaction: Ondering Petiont
Samplos, for & doscription of tha Host Queory Ootion.

4. Plce the sample segments conlaining the ordansd samples: into: the
Sample Camusal.

&. Opon Aoagent Bowic 4 comtaining tho Dikution Fcagont. Homova any

droplats of Diulion Reagent on the Inside: of the cap with & cotton-

tippod applicator. Fallueo o do 50 may result in contamination of the

Raagent Pack Actuator.

Plce $w ALSAE Reagent Pack intc % Roagent Pack Carcusal.

Errsure that reaction vessels (AVs] are present on the AV Camessl.

Additional AV's may bo addod as neadad.

Pross AUN. All cnirios on the Onderdist scmen ans tremsfomad to the

Crdor Status scroen for semplo processing.

FAovicow tha rosullts o dolorming whothor dition of #he samplo is

requined. Ses e Sample Diution Procedwres saction of Sis packnge

Irsor for mors defallcd information on the diktion of samples with

concaniations greater than 100000 milfmL

M. When testing is completed, close the Aaagent Bottla 4, remove: the
samplcs and the AxSYM AUSAR Rcagont Pack from tha Sampling
Cenler. Store a1 2.8°C.
MOTE: When using the on-boand roagent stebilly tracking featur,
thi opssicr mus perdiorm a scan when ‘any pack from tha
sysiem in ordar fo maintain the validly of the reegent stability tmer.

Hefer to Soctiors 5 and § of the AxZYM System Dperations Manual for

a detailod mplanation of porforming 2ssay calibation and sampls losting

e,

@

SAMPLE DILUTION PROCEDURES
furiomaiod Diution Protoool

The Ax5¥M systom “Automatic Zamplo Aotost” foaturo must ot bo usad
due fo e AcSYM AUSAR assay mequinement b cenirfuge o samplos
prior Io ropoat esting.

L. Chock for sufficiont on-boand iwoniory of matric colls and bulk
solutions, and for sample segmaent mvalability.

2 Chodk for sufficient weste collection capacity.

CAUTIOM: Do not cpen the Inferor Wasle Door or the BxSYM

Cantor Cover whilo any test s in progross. f opanad,
al processing will siop. Al tests will be terminated and must be
repoalcd.

3. Owder tha ALIFAR Calbmioes, SUISAR Controls, andf or patient samples
as required. Assign or modiy the sample segment position (3P for
wach sempls, & necessary.

Reaior o tha (unly Control Procodures soction in this packnga insor
for calibmtion and control requiremants.

Calbmtion:

Disponsa 11* dops of s A - F Calbmiors inlo indisdual sampla
‘Cups.

* Whaen more than one BxSYM ALGAR reagent lot s on-board ®e
B EYM Systom, muitiply calibwetor and comtrol wolumaos by e
rumber of lobs.

Pasiont samplos with antlH8s. concontmtices. roportcd 2= groator than
1,000.0 milimL. [=9000.0 milmL) may be dilisd using the Aulomaled
Diikurtion Prodoool. A ssenplo voluma: of 150 pl s roquinsd unicss o ot
s performed STAL The minimum volums for o STAT AUSAS diuticn test
Is 34 pl For ovory addiional ALSAR dilution poricemad from the sama
oonininer, an additioral 44 pl of smple wil b equisd. The &SYM
Systom avomatcaly caloulatcs $he concantration of the diulod samplo
ard reports the resuit. Relar o Section 5 of e Ax3YM System COpomticns
Maral for addiional information on omdaring =amplc diwions.

Marual Dilstion Protoool

Pafiont samples with antlHBs. concantmliors: reported 2s grealer than
25,0000 milfmlL [>Zs000.0 milfml) by tho Aucmated Diution Protocol
may be divied using & manual diition of 125 Add 10 pl of the pationt
sampks 10 240 pl of tha AaSYM AUSAE Diution Peagent. Fopoat tha
Hustomated Diktion Prolocol wsing this manually divied sample. The
corcentmtion roported by the AxEYM Systom must bo muhtiplicd by the
manual divtion facior o obisin the finall sample conoenimiion.

Fireal Sampla - Raported X Maraml
Conceniration Concentration Diition Faoior
Manual DHurtion . .
Voluma of Dilution Roagont)
Factor =

Volumg of Sampla
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QUALITY CONTROL PROCEDURES

Calibention

The kYW AUGAB ossay must be calibmted using o Standerd Calibration

| E-paint) procedura.

Standard Calibration

To parform an fxSYM AUSABR Smndard Calibration, test Standard

Calibeiors A, B, C, 0, E, and F in duplicais. A singlo sample of both e

Presitire and Negatie Controls must bo tosiod =3 a means of ovaluating

tha assay calibtion.

Onoo the AxSYM ALSAE calibmtion is aocepted and siord, all subsoguant

samples may be sted withowt further colibmtion uniess:

* A reagent pack with a now lot number is used for an nssay.

= [Ether of the AxSYM AUSAE Coniml weiues is oot of s specified
ranga.

Rsfar 1o e Ax5YM Systom Opemtions Manual, Section &, for addiional

information.

The opamior mest verfy that ©e A ZYM AUSAR comtmol values o within

tha aocoptablc mngos spacified in this package insort [seo Controls

saotion).

Tha Ax3YM Systom vorifios that e resuits of an essay calibation maot
tha spaciiicafions assigned 1o selected wlidity pammeters. An emor cods

COpamticns Manusl, Appondi E, for 2n seplanation of the calbmtion validty
paramators that may bo usad by tho AxSYM Systom.

Guality Control

Tha minimem contml requirement for anAx3Y AUSAE assay is a single
sampk of sach of the Posithe and Megafive Controbs lested once ey
24 hoars, sach day of usa. Controls may bo placed i any position in#e
Sample Canusal.

Tha Ax3YM AUSAR Control vaksos mest bo within the accopiable mngos
specfied in this package insert [sse Controle seciion). If 2 control vakse
Is cat of s spocificd ramge, the associaiod 1ost msuhs 2 invalid and
must bo retested. Rocalbration may bo indicalod.

Quality control with regards 1o tha MUP subsimia blank s sutomasionlly
determingd by the instrument and checked under Assay Pommeter B4
M= imomopt-Max MUP intcecopt cach Simo o iost msult is coloulsicd. §
tha MUP incroopt vakue is gromior $en tho meximom allowablo valus, the
ressull ks imenlid. Tha fest request will be moved o the Excepticrs List whems
Itwill appearwith o mcssage 1064 Invalld tost rosult, inornopt too high™
and the calculatod intorcopt value. Ralor 1o the fEYM Sysiom Operations
Marual, Section 10, whan this srmor message is obisingd.

Aedar to fa5YM System Operntions Momual, Section 2, for furthar
Information on pammeter fles.

RESILTS

Caloulntions

AxEYM ALSAR o calibmtion cuns using a 4-pammalor legistic

curvn fit. The amount of ani-HBs in sampks & dolormined using e
calibration curm.

Flags

Some resulis may contzin information in the Flags field. For 2 description
of tho flags that may appear in this field, mior 1o tho YR Systom
Opomtions Marenl, Sactions 1 and 2.

INTERPRETATION OF RESULTS

+ Samples with concentmtices kess than 9.0 mil fml ane noreeactive
by the AxSYM ALGAS =ssay.

* Samples whose conoenirelions are greater than or egual to
0.0 milfmnl. are maectis.

Aefor to the Sarmple DHution Procedures section of this packags insert for

calouation of diuiod sample rosults.

Mmlhmmhﬂw%m«wwm

sonsithe immunoassay. Tho most comenon source: of nonspecific reactios

Is parficulsie matier in e patient spedmen, particulary Fibrin clobs and

collular material,

For indicatiors following vaccination, retional recommendations should

b followead.

LIMIMATIONS OF THE PROCEDURE

»  For the diagrosis of aculo or chronic hopatiss B viml infootion, AxcSYM
AUSAR roacivily should be comelalod with patient hisiory and cther
hapatifs markcrs.

*  Poricemancs bas nod boon ostablishod wsing cadmer saemplos or body
fluids such as urine, saliva, scemon or mriotic fid.

# Do mot uso heat inectinsicd samplos.

* Fxeon samplos and thoso pariculstc matior or red blood
calls must ba centrifuged prior to running e ssay.

*  Tha Ax3YM Systom “Automatic Samplc Rotost” fostoro must not ba
used dua to the Ax5YM AUSAR assay requiement 1o centrifuge ol
samples pricr 10 meeat 1osting.

+= Samplos from heparinkzed pationts may ba partially coaguiated.
Ermonoous resufts could coour dus b the presonca of flbrin. To prowont
this phancmenon, drw e sample prior 1o heparin thempy.

or MEIA) may not be equivalent and cannot be used

lmmthWMMheﬂﬂﬂlm

manitoring vecciness.

EXPECTED WALUIES

In & mndom population of 721 blood domor samplos, 45 (B.a%) waro

reacive (= 100 milml) by AxSYM ALUSAR. In 2 populaSion macthe for

anti-HBs [z 10.0 milfml by I ALSAE), AxEYM ALSAE dotected anti-HEs
in P0a204 (10ne).

SPECIFAIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Precision

Assay reproduchility wes delermined during the clinical evaluation of
B ZYW ALISAR. The: fire: membaer panel wes: nan in replicales of $mse, four
fimos por day, ovor wo days on cach of thee clinical kots. Calculations
wera made with o variance component analysis, wsing o nested analysis of
varianoe model.? The meults from thess: three: clinical lots am sumemarked
in Tabla 1.

]
]
{
§
§
f

Pansd

Member N [mlljml] [milfml] % 35D

40 +15 +375 03
12

Ty 54 185
1552 =284 +w0 A7
2840 +B5T7 +721 188
EOEE s+ 8P 347 387
728 + W5

sEner b
phEpepls

HApplying a confidenoo inteeval of = 3 siandard doviations, 8,973 of
10,000 replicmes of s.g. panel mambar 3 would be expected o ba within
= T7.0% of ®% maan.

Measuring Range
The A SYM ALFAR rnge bs 2 milljml - 1000 milml {dofined
by the limit of defection and the maximum of the callSion cure).
For samplos micoading the measuring mnge refor 1o o S4MIPLE DILLITION
PROCEDURE saction.
Cordation
S ALISAE was compared fo [Me AUSAR during the clinkcal evalation.
Tha: resubls of fheso besis are shown in Toble 2*
TABLE 2
Compariscn of A SYM ALUSAB with IMx ALSAR
Hemiber of Comelation

Method  Observations  Inberospt  Slope Coeflicient
Ik ALUSAE A -8.80 118 0.885
* FRogreseniotve pedormence datn ane shown. Besults obinined at

indiidual ebomiories may vary.
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Dilution Linearity

The PEl and WHO Rederonce Standards ween diiod serially in AaSYM
AUEAR Diktion Roagent. Ench dilstion was tested in duplicate by AaSYM
AUEAE and IMx AUSAE. The original concontrasion of cach standard
was caloulsted by mukiplying % result for sach diltion in the mnga of
0 milml %o 1000 mlfml by the difion facior The esult for each
dilution Is plotted in Figure 1

Figure 1
Diltion Linearity of &ntiHBs Standards

. w

* Hepreserfiotive parformance data aro shown. Besulls obtoined a1
individual lzboratories may vary.

Samphkes from fve ndividuals vaocinoled with hapaiiis B woodne wers
dikited serally inAx3YM ALISAE DHulion Reagant. The diutions weme ested
in duplicata by AxSYM ALUSAR and I ALSAR. Tha orginal concantration
of aach sampls was calouliod by ing tha result of cach dikeion in
tha ranga of 10 milfml to 1000 milfml by the diutien factor. Tho resul
for each dilkstion is shown in Fgus 2.

Figure 2
Dilution Linearity of Anti-HBs Vaccines Samples

i
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* Hoprescrintivo pordormance dabs aro shown. Bosults oblained =i
individual lsboratories may vary.

Thnm:l"ﬁq' of AxSYM ALISAR wes dolormined by testing samples from
#roa blood bank populaions. OF &2 donor samplos praviously found
ronrezctve for ani-HEs by IMx ALISAR, &73 [100%) wess nonrcactive by

A SYM ALESAR. periormancs dain aro shown. Aosuits
obizined at individunl labormiorias meany vany)
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