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Puntos clave

El tratamiento antiviral frente al virus de la hepatitis B 

puede provocar resistencias a corto o largo plazo que 

deben ser evaluadas y controladas.

 Los estudios genómicos (cuantiicación y 

caracterización genómica de un fragmento diana de 

la retrotranscriptasa viral por secuenciación o hibridación) 

determinan el fallo del tratamiento.

 Los métodos de caracterización genómica son los 

idóneos para el control del tratamiento en caso de 

fracaso y se pueden encontrar en el mercado.

 Los estudios de secuenciación son muy especíicos y 

permiten detectar mutaciones que pueden repercutir 

en un futuro tratamiento (en nuevos fármacos), pero 

pueden subestimar poblaciones mixtas.

 Los estudios de hibridación son muy sensibles 

y permiten detectar poblaciones mixtas, pero no 

adelantan el resultado de actuaciones futuras. Además, 

deben ser actualizados periódicamente para incorporar 

las sondas especíicas de los nuevos lugares de 

resistencia.

Desde que hace una década se introdujeron nuevos antivi-
rales frente al virus de la hepatitis B (VHB), el control de 
la infección ha mejorado notablemente. la mayoría de estos 
fármacos son análogos de nucleósidos/nucleótidos que actúan 
sobre la transcriptasa inversa del virus. Por la sencillez de la 
replicación viral y de la actuación de los antivirales, el virus 
puede rápidamente crear cepas resistentes que escapen a la ac-
tuación del fármaco. Por ello, es necesario realizar un control 
estrecho sobre la evolución de la población viral1. Hoy en día 
este control se realiza con métodos de identiicación y análisis 
genómico.

TRATAMIENTO DE LA INFECCIÓN 
POR EL VIRUS DE LA HEPATITIS B 

Hasta hace apenas 9 años, el tratamiento de la infección por 
el VHB se limitaba al uso del interferón (IFN), con resultados 
más o menos aceptables2, pero los efectos secundarios y la pobre 
tolerabilidad del IFN limitaban la duración de la terapia.
la demostración de la actividad antiviral frente al VHB de la 
lamivudina supuso un gran avance en este campo, ya que dei-
nió una diana en el virus sobre la que dirigir el tratamiento (la 
ARN-polimerasa-ADN-dependiente o polimerasa inversa), y 
dejó la puerta abierta a la búsqueda de nuevos antivirales, crean-
do así un nuevo campo de esperanza en el tratamiento para el 
control y la curación de la infección. 
En la actualidad, 7 fármacos están disponibles para el tratamien-
to de la hepatitis B crónica: IFN-a, lamivudina, adefovir dipi-
voxil, IFN-a-2a pegilado, entecavir, telbivudina y tenofovir3,4.
la satisfacción inicial con el uso de la lamivudina fue seguida 
de un cierto grado de decepción al comprobar que en una cuar-
ta parte de los pacientes se constataba replicación viral después 
de un año de tratamiento, lo que suponía el desarrollo de resis-
tencias en el dominio ymDD de la polimerasa, y que éstas se 
incrementaban hasta el 46% en el segundo año, alcanzando el 
67-71% después de 4-5 años de tratamiento5,6. El desarrollo de 
cepas resistentes es un hecho común para todos los fármacos. 
El adefovir, con una mayor barrera genética (peor capacidad del 
virus de provocar resistencias) que la lamivudina, también pre-
senta tasas de resistencia del 0 y 3% al año y a los dos años de 
tratamiento, respectivamente, que se incrementaban al 29% a los 
5 años7. Incluso los fármacos más nuevos y potentes (tenofovir 
y entecavir) presentan tasas de resistencia, aunque signiicativa-
mente menores que los anteriores (< 1%)8. 
Uno de los inconvenientes que pueden presentar estos fármacos 
es el uso de una diana común (la transcriptasa inversa viral), ya 
que cambios creados por un antiviral pueden inluir en la efec-
tividad de otros9. Por otra parte, el hecho de tener una misma 
diana también puede ser una ventaja en el tratamiento, ya que se 
pueden combinar fármacos que controlen la infección y que, en el 
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caso de que provoquen mutaciones, éstas sean tan frecuentes e 
importantes como para provocar la inviabilidad del virus.

CONTROL DE LA INFECCIÓN Y DE 
LA APARICIÓN DE RESISTENCIAS
Ante el arsenal terapéutico que se nos ofrece, todavía escaso, y la 
posibilidad de creación de resistencias, es imprescindible identi-
icar eicaz y rápidamente la cepa viral infectante con el objetivo 
de actuar de la manera más idónea.
El primer marcador que indica el fallo del tratamiento es la 
cuantiicación genómica. El VHB no se aísla por las técnicas 
habituales y la detección de antígeno e deja sin identiicar a los 
pacientes con hepatitis crónica activa con mutaciones en dicha 
región. Por tanto, la cuantiicación del ADN viral (determina-
ción del número de copias o de unidades internacionales virales 
en sangre periférica, principalmente plasma o suero) se ha con-
vertido en una técnica de rutina en los laboratorios de micro-
biología clínica como el marcador más sensible y rápido para 
determinar el fracaso terapéutico.
Existen diversos métodos que pueden detectar y cuantiicar el 
genoma viral, unos basados en la ampliicación genómica y otros 
en la ampliicación de la señal (tabla 1)10. Todos estos métodos 
son sensibles y especíicos y han mostrado buena correlación en-
tre ellos11. Hoy en día el método más comúnmente aceptado es 
la ampliicación genómica a tiempo real (PCR-TR).
Una vez iniciado el tratamiento, se ha deinido la falta de res-
puesta primaria como la incapacidad del antiviral de disminuir 

la carga viral en más de 1 log UI/ml en los tres primeros meses 
de tratamiento, con respecto a la carga viral basal. Esta falta de 
respuesta primaria no se ha asociado a la presencia de mutacio-
nes, pero es una indicación de cambio de tratamiento. 
Sin embargo, la detección de genoma viral (el aumento de más 
de 1 log UI/ml o la detección de genoma viral en dos muestras 
en un periodo de más de un mes: “virological breakthrough”) des-
pués de una buena respuesta a la terapia sí se ha asociado a la 
presencia de mutantes que conieren resistencia. Esta situación 
viene acompañada de un aumento posterior de las transamina-
sas (“biochemical breakthrough”)8.

TÉCNICAS DE DETECCIÓN  
DE RESISTENCIAS
Una vez conirmado el fracaso terapéutico mediante el aumento 
de la carga viral, parece imprescindible determinar la causa de 
dicho fracaso con técnicas más o menos accesibles hoy en día 
en los laboratorios de microbiología, como son las técnicas de 
caracterización genómica. Ello está fundamentado en que en el 
VHB, como en cualquier otro virus, por la sencillez de su es-
tructura, cualquier cambio fenotípico está determinado por un 
cambio genotípico.
Hoy en día, todavía no parece recomendable realizar estudios 
de resistencia a los pacientes antes de iniciar la terapia, salvo 
que hayan recibido algún tipo de antiviral efectivo para el VHB 
por otras causas, como los pacientes infectados por el virus de 
la inmunodeiciencia humana (VIH)4,8. El uso continuado y 

Tabla 1. Ensayos comerciales para la detección del ADN del virus de la hepatitis B

Test o reactivo Método Sensibilidad analítica Rango lineal Referencia (s) Regulatory status

(productor)  IU/ml Copias/ml IU/ml Copias/ml 

RealTime HBV PCR PCR a  4a  9-4 x 109 a   Europe, CE; United  
(Abbott Molecular)   tiempo real        States, ASR

Hybrid Capture II Captura de  1,9 x 105  1,9 x 105 - 1,7 x 109 107 United States, RUO 
(Digene)   híbridos    3,0 x 106 - 1,0 x 109 118 

Ultrasensitive Hybrid Captura de  8 x 103  8 x 103 - 1,7 x 109 107 United States, RUO 
Capture II (Digene)   híbridos    

Artus HBV PCR PCR a   54 - 3,6 x 105  56 Europe, CE; United  
(QIAGEN   tiempo real        States, no disponible 
Diagnostics)    2,5 x 102   135  
    - 1,0 x 109

COBAS Amplicor PCR  2 x 102  2 x 102 -  69,90 Europe, CE;  
HBV Monitor   semiauto    2 x 105  United States, RUO 
(Roche Diagnostics)   mática    1 x 103 -  118  
     3 x 105

COBAS TaqMan PCR a  35b  1,7 x 102 - 8,5 x 108 b 146 Europe, CE; United  
HBV (Roche   tiempo real        States, ASR, RUO  
Diagnostics)         (with High Pure extraction) 
   12c  54 - 1,1 x 108 c 51   
   35d  30 - 1,1 x 108 d 124   
   2,5e  6 - 2,1 x 108 e 39  

VERSANT HBV DNA Hibridación  3,3 x 103  3,3 x 103 - 1 x 108 156 Europe, CE; United  
3.0 (Siemens Medical   ramiicada        States, RUO 
Solutions Diagnostics)   (bADN)

aData from company website (http://www.international.abbott.molecular.com/HBVPCRkit_1137.asp). bNucleid acid extraction with HighPure (Roche Diagnostics). cExtraction 
with COBAS AmpliPrep and HBV-speciic chemistry (Roche Diagnostics). dExtraction with COBAS AmpliPrep and Total Nucleic Acid chemistry (Roche Diagnostics). eExtraction 
with MagNAPure (Roche Diagnostics). 
ASR: analyte-speciic reagent; CE: Conformite Europeen (approval according to European In Vitro Diagnostic Directive 98/79/EC); RUO: research use only.
Tomada de Valsamakis10.
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generalizado de los antivirales y la posibilidad de transmisión 
de cepas resistentes no descarta esta posibilidad en un futuro 
próximo.
El ensayo ideal para detectar mutaciones debe ser sensible, es-
pecíico, seguro, reproducible, fácil de realizar y capaz de detec-
tar todo tipo de cambios que sugieran posibles resistencias, así 
como poblaciones minoritarias que porten esos cambios12. Este 
tipo de ensayos se basan en el análisis, exhaustivo o no, del frag-
mento genómico que codiica la diana sobre la que van dirigidos 
los antivirales, en concreto la transcriptasa inversa viral.

Ensayos de secuenciación
El examen más completo de cualquier genoma se basa en la ca-
racterización de dicho fragmento por métodos de secuenciación 
genómica, que permiten identiicar los cambios que acontecen 
en la cadena de ADN ante la presencia de los fármacos a estu-
dio, y que se relejan en el fracaso terapéutico.
los estudios de secuenciación están basados en el método de 
Sanger o de los dideoxinucleótidos13, aprovechando la técni-
ca de ampliicación genómica en un paso previo (ig. 1). Este tipo 
de estudios permite identiicar no solo los cambios especíicos y 
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Figura 1. Método de secuenciación genómica de los dideoxinucleótidos.  
Tomado de: http://www.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/secuencia/Secuencia.htm
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directos (mutaciones primarias), sino otros cambios (mutaciones 
secundarias o compensatorias) que se adquieren con la persis-
tencia del tratamiento y que ayudan a mejorar la replicación o 
“fitness” viral y que por sí solos no serían capaces de crear ningún 
nivel de resistencia. Además, permiten conocer la caracterización 
completa del fragmento a estudio e identiicar cambios que si en 
un principio y en ese momento no se asocian a cambios fenotí-
picos importantes, pueden condicionar el comportamiento de la 
replicación viral en el futuro con el uso o el desarrollo de nuevos 
fármacos. En este sentido, es conocida la reacción cruzada entre 
la lamivudina y el entecavir: pacientes tratados con lamivudina 
fracasan primero al tratamiento con entecavir por seleccionar 
cepas con las mutaciones rtI169, rtm250 o rtT184 (mutaciones 
secundarias para la lamivudina) que conieren resistencia al en-
tecavir. Estas mutaciones aparecen después de que un paciente 
haya sido tratado con lamivudina y haya seleccionado cepas re-
sistentes con la mutación rtm204I/V, y provocan un fallo tera-
péutico en un tercio de los pacientes al año de tratamiento con 
entecavir. En los pacientes sin mutaciones la tasa de resistencia 
al antiviral no alcanza el 1,5% a los 4 años9. Además, los estudios 
de secuenciación permiten establecer relaciones ilogenéticas 
entre diferentes cepas virales detectadas en el laboratorio. Estas 
técnicas son las utilizadas en los distintos laboratorios farmacéu-
ticos para identiicar las mutaciones asociadas a resistencia a sus 
fármacos (ig. 2)14.
los métodos de secuenciación se están convirtiendo en una 
herramienta básica y de rutina en la práctica diaria de los la-
boratorios de microbiología, y a los desarrollos propios de cada 
laboratorio (“caseros”) ya se han sumado técnicas comerciales 
(TRUGENE HBV Genotyping Kit; Siemens medical Solu-
tions Diagnostics, USA) que hacen más asequible su uso, sin ne-
cesidad de estandarización ni desarrollo individual. Uno de los 
inconvenientes que se les achaca es la falta de sensibilidad para 
detectar poblaciones minoritarias o poblaciones mixtas: pobla-
ciones virales con una presencia inferior al 15-20% son difíciles 
de identiicar.

Ensayos de hibridación
Otros métodos más sencillos en su elaboración y en su adap-
tación a los laboratorios clínicos son los basados en técnicas 
de hibridación con sondas especíicas según los protocolos ya 
descritos por Southern en 197515, y en los que se han desar-
rollado diversas modalidades: ampliicación e hibridación con 
sondas enzimáticas, ampliicación e hibridación en microarrays 
con sondas enzimáticas o luorescentes, o PCR-TR12.
En todos ellos el principio es el mismo: diseñar sondas (oli-
gonucleótidos de 20-30 pares de bases) similares al fragmento 
salvaje y otras sondas que porten la mutación que se pretende 
detectar y que coniere resistencia. Para llevar a cabo la prueba 
se deben diseñar tantas sondas como mutaciones a identiicar 
(ig. 3). Todas ellas se beneician de una ampliicación genómica 
previa para conseguir la mayor cantidad de copias del virus y 
lo único que cambia en estos sistemas es el revelado de dicha 
hibridación12.
El INNO-liPA DR versión 2.0 (Innogenetics, Bélgica) utiliza 
sondas enzimáticas unidas a una membrana de nitrocelulosa. 
Es sencillo y automático pero presenta problemas de interpre-
tación y de resultados inespecíicos. 
los microarrays se basan también en una ampliicación genó-
mica y en una posterior hibridación con sondas salvajes y mu-
tantes para cada posición de resistencia. Su reducido tamaño 
permite detectar una gran cantidad de mutaciones en un solo 
proceso, y el uso de sondas luorescentes aumenta la sensibilidad 
para detectar poblaciones minoritarias, pero siguen padeciendo 
el problema de los resultados inespecíicos (ig. 4).
Por último, la PCR-TR aumenta la rapidez al provocar la hi-
bridación a la vez que la ampliicación, pero limita la cantidad de 
sondas a utilizar ya que el sistema sólo permite detectar 6 luoró-
foros distintos.
Estos métodos basados en hibridación parecen más adecuados 
que los métodos de secuenciación para detectar poblaciones 
minoritarias y poblaciones mixtas, ya que la unión de la sonda 
especíica va a permitir la visualización de una señal indepen-

Figura 2. Esquema de la polimerasa viral del virus de la hepatitis B que muestra las posiciones de las mutaciones de resistencia más importantes 
descritas. Tomado de Sáez-López y Agüero-Balbín14.
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dientemente de la cantidad en que se encuentren presentes las 
distintas poblaciones virales, lo que también parece anticipar la 
presencia de cepas resistentes. 
Sin embargo, las comparaciones de ambas técnicas en un mismo 
proceso todavía no son concluyentes. Además, dado que ambos 
métodos se basan en la ampliicación genómica para aumentar 
la sensibilidad, la selección de cepas mayoritarias es un inconve-
niente para ambas. Así pues, los porcentajes de detección de ce-
pas minoritarias aceptados del 5% para la hibridación y del 20% 
para la secuenciación no son del todo reales: la secuenciación 
podría bajar a porcentajes del 10-15% o menos. Por otra parte, 
los métodos de hibridación deben ser revisados periódicamente 
para introducir las sondas que detecten las nuevas mutaciones 
que conieren resistencia.

CONCLUSIONES

la aparición de diversos antivirales frente al VHB ha provocado 
el desarrollo de técnicas de detección de resistencias basadas en 
la caracterización genómica. Aunque diversos trabajos pueden 
abogar por un método de secuenciación o de hibridación, en la 
actualidad el uso de uno u otro depende más de la infraestructu-
ra, los conocimientos y la rutina del laboratorio que de las ven-
tajas o desventajas de cada método.
En cualquier caso, hoy en día este tipo de tecnología es accesible 
a cualquier profesional para la ayuda en el tratamiento de la in-
fección crónica por el VHB.

Figura 3. Técnica de hibridación de sondas enzimáticas (INNO-Lipa) basada en el método de Souther.
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Figura 4. Esquema del método de microarrays. Tomada de: http://www.genomica.es

El microarray es un vidrio recubierto de una sustancia polimérica sobre el que se depositan  120 
spots o puntos de  hibridación  compuestos de cadenas de ADN monohebra. Cada punto posee 
sondas especíicas que hibridan con las secuencias buscadas en el ADN de la muestra.
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