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RESUMEN

OBJETIVOS: Determinar los genotipos del virus de la hepati-
tis B (VHB) en el Area Sur de Sevilla e investigar el desarro-
llo de mutaciones de resistencia a la lamivudina utilizando
una técnica de hibridacion con sondas especificas y compa-
rar los resultados con la técnica de secuenciacion directa.
Valorar la relaciéon temporal entre las variaciones del nivel
de ADN-VHB y la deteccion de variantes mutantes. Analizar
la influencia de los diversos genotipos en el patron de muta-
ciones desarrolladas y en los valores de carga viral y alani-
naminotransferasa (ALT) tras su aparicion.

PACIENTES Y METODO: En 37 pacientes con hepatitis cronica
por VHB se determiné mediante la técnica de LiPA el geno-
tipo del VHB y en 10 de ellos, en tratamiento con lamivudi-
na durante una media de 19,2 meses, se investigo el desarro-
llo de mutaciones al farmaco. En estos 10 pacientes se
comparo la técnica de LiPA con la secuenciacion directa.
Durante el tratamiento con lamivudina se determiné el
ADN-VHB por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
ALT cada 3-6 meses.

REsuLTADOS: Los genotipos mas frecuentes fueron D
45,9%) y A (18,9%); 2 pacientes tenian el genotipo B; el
18,9% presenté genotipos mixtos. La secuenciacion mostré
idénticos resultados excepto en un genotipo mixto. En el
60% de los casos se encontraron mutaciones. La secuencia-
cion fue concordante excepto en la deteccion de poblaciones
mixtas formadas por mutantes y poblacion salvaje (wild type
[WT]). Los pacientes con genotipo A presentaron en los pri-
meros 12 meses el patrén M204I+WT y los pacientes con ge-
notipo D, el patron L180M+M204V con o sin WT a los 18
meses. En 5/6 casos se observé un aumento > 1 log,, en el
ADN-VHB 3-8 meses antes de la deteccion de la mutacién

Correspondencia: Dra. M.C. Nogales.

Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario de Valme.
Ctra. de Cadiz, s/n. 41014 Sevilla. Espafia.

Correo electrénico: mariac.nogales.sspa@juntadeandalucia.es

Recibido el 26-2-2004; aceptado para su publicacion el 22-6-2004.

27

por LiPA. En los pacientes con el genotipo B, el nivel de
ADN-VHB y ALT tras el desarrollo de las mutaciones fue
menor que el basal e inferior al de los genotipos A y D.
CONCLUSIONES: La técnica de LiPA para la determinacion
del genotipo del VHB y la deteccién de mutaciones de resis-
tencia a la lamivudina presenta una excelente correlacion
con la técnica de secuenciaciéon mas compleja. El genotipo D
predomina en el Area Sur de Sevilla. Durante el tratamiento
con lamivudina, un aumento del nivel de ADN-VHB por
PCR predice la aparicién de mutaciones antes de su demos-
tracion por LiPA.

DETERMINATION OF HEPATITIS B VIRUS GENOTYPE
AND DETECTION OF LAMIVUDINE-RESISTANCE
MUTATIONS

OBJECTIVES: To determine hepatitis B virus (HBV) genoty-
pes in southern Seville (Spain) and investigate the develop-
ment of lamivudine-resistance mutations by using a hybridi-
zation technique with specific probes and by comparing the
results with those of the direct sequencing technique. To
evaluate the temporal relationship between variations in the
level of HBV-DNA and detection of mutant variants. To
analyze the influence of several genotypes on the pattern of
mutations developed and on values of viral load and alanine
aminotransferase (ALT) after their development.

PATIENTS AND METHOD: In 37 patients with chronic HBV in-
fection, HBV genotype was determined using the LiPA tech-
nique. In 10 of these patients undergoing lamivudine treat-
ment for a mean of 19.2 months, the development of
lamivudine-resistant mutations was investigated. In these 10
patients, the LiPA technique was compared with direct se-
quencing. During lamivudine treatment, we determined
HBV-DNA by polymerase chain reaction (PCR) and ALT
every 3-6 months.

REsuLTs: The most frequent genotypes were D (45.9%) and
A (18.9%); 2 patients were genotype B while 18.9% had mi-
xed genotypes. Sequencing showed identical results except
in one mixed genotype. Mutations were found in 60% of the
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cases. The results of sequencing were in agreement, except
in the detection of mixed populations composed of mutants
and wild-type (WT). Patients with genotype A showed the
pattern M204I+WT in the first 12 months and those with
genotype D showed the pattern L180M+M204V with or wit-
hout WT at 18 months. In 5/6 cases, an increase of > 1 log,,
in HBV-DNA was observed 3-8 months before the mutation
was detected by LiPA. In patients with genotype B, levels of
HBV-DNA and ALT after the development of mutations
was lower than basal levels and was also lower than those in
patients with genotypes A and D.

Concrusions: The LiPA technique for determination of
HBYV genotype and detection of lamivudine-resistance muta-
tions shows excellent correlation with the most complex se-
quencing technique. Genotype D predominates in southern
Seville. During lamivudine treatment, an increase in the le-
vel of HBV-DNA detected by PCR predicts the development
of mutations before these are demonstrated by LiPA.

INTRODUCCION

La infeccién por el virus de la hepatitis B (VHB) es un
problema internacional de salud publica que provoca
alrededor de 520.000 muertes al afio en todo el mundo'.
El VHB ha sido clasificado en 7 genotipos diferentes
designados de la A a la G y dltimamente se ha descrito
un nuevo genotipo H%3. Estos genotipos se definen por
la existencia de una divergencia de mds del 8% de los
nucledtidos en la secuencia completa y muestran una
distribucién geografica caracteristica. Estudios recien-
tes sefialan la utilidad clinica de la determinacién de los
genotipos del VHB, tanto en la evolucién natural de la
enfermedad como en la respuesta al tratamiento*!°,

En la actualidad se dispone de 3 tratamientos para la he-
patitis crénica por VHB: interferén alfa, lamivudina y
adefovir dipivoxil'!. La lamivudina produce una rdpida
disminucién de los valores de ADN-VHB en sangre y
una mejoria de la histologia hepética; sin embargo, el
tratamiento prolongado lleva al desarrollo de mutacio-
nes en el gen de la polimerasa, principalmente en los co-
dones 204 y 180. La seleccion de estas mutaciones pro-
duce una elevaciéon de las transaminasas, una menor
pérdida del antigeno HBe (HBeAg) y seroconversion a
anti-HBe, asi como mayor deterioro de la histologia he-
pétical!>!4,

En este estudio determinamos los genotipos del VHB
en el Area Sur de Sevilla e investigamos el desarrollo
de mutaciones de resistencia a lamivudina. Para ello he-
mos utilizado una técnica de hibridacién con sondas es-
pecificas y hemos comparado los resultados con la téc-
nica de secuenciacion directa. Asimismo, valoramos la
relacién temporal entre las variaciones de los niveles de
ADN-VHB vy la deteccién de variantes mutantes. Por
dltimo, analizamos la influencia de los diversos genoti-
pos en el patrén de mutaciones desarrolladas, en el
tiempo de aparicién de éstas y en los valores de carga
viral VHB y alaninaminotransferasa (ALT) tras su apa-
ricién.
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PACIENTES Y METODO

Pacientes y muestras

Para determinar el genotipo obtuvimos aleatoriamente muestras de sue-
ro correspondientes a 37 pacientes, 23 varones y 14 mujeres con una
edad media de 40 + 10 afios (rango, 19-63 afios), diagnosticados de he-
patitis crénica por VHB y en seguimiento en la consulta de hepatologia
de nuestro hospital. El HBeAg era positivo en 8 pacientes y negativo en
29. El nivel de ADN-VHB era > 10* copias/ml. Ninguno estaba coinfec-
tado por virus de la hepatitis C (VHC), D (VHD) o virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH). De los 37 pacientes, 21 fueron tratados con
lamivudina por presentar una ALT > 2 veces su valor normal y una car-
ga viral > 10° copias/ml. En 10 de estos pacientes, 9 varones y 1 mujer
con edad media de 46,1 + 7,44 afios (rango, 37-60 aflos), estudiamos el
desarrollo de mutaciones de resistencia al farmaco. El HBeAg era posi-
tivo en 2 y negativo en 8. Se observo cirrosis en 2 pacientes, 6 de ellos,
incluidos los 2 con un HBeAg positivo, no habian respondido previa-
mente al tratamiento con interferén. Los pacientes recibieron tratamien-
to con lamivudina durante 10-30 meses (media, 19,2 + 7,13). Durante el
tratamiento se determinaron los valores de ALT y ADN-VHB cada 3
meses en los primeros 12 meses y posteriormente cada 6 meses. Se con-
sideré que habia respuesta viroldgica a la lamivudina ante un descenso
del valor de ADN-VHB a < 10° copias/ml y seroconversion a anti-HBe
en los pacientes con un HBeAg positivo.

El genotipo VHB se determiné mediante la técnica de hibridacién con
sondas especificas en los 37 pacientes y, ademads, con la técnica de se-
cuenciacion directa en el subgrupo de 10 pacientes tratados con lamivu-
dina.

Para el estudio de las mutaciones mediante las técnicas de hibridacién
con sondas especificas y secuenciacion directa se analizaron 3-7 mues-
tras en cada paciente, incluyendo una basal y varias durante el trata-
miento. La carga viral de las muestras estudiadas se encontraba com-
prendida entre 10y 10® copias/ml. Se consider6 que habia resistencia a
lamivudina ante el desarrollo de mutaciones detectadas mediante la téc-
nica de hibridacion con sondas especificas.

Se determinaron los siguientes marcadores serolégicos: HBsAg, anti-
HBc, HBeAg y anti-HBe mediante AXYMS (Abbott Laboratories) y
ADN-VHB por Cobas Amplicor HBV Monitor Test (Roche Diagnos-
tics) con un limite de deteccion < 200 copias/ml.

El ADN viral se extrajo del suero utilizando las columnas de extraccién
TRUPREP™ Extraction Kit (Visible Genetics).

Hibridacion con sondas especificas

A partir del ADN viral extraido, se realizé la determinacién del genoti-
po del VHB y la deteccion de mutaciones de resistencia a lamivudina
mediante los sistemas INNO-LiPA HBV Genotyping Kit e INNO-LiPA
HBV-DR, respectivamente (Innogenetics).

Secuenciacion

A partir del ADN viral extraido, se llevé a cabo la técnica de secuencia-
cion mediante el sistema TRUGENE HBV Genotyping Kit (Bayer
Diagnostics) y siguiendo las normas de la firma comercial.

Analisis estadistico

Las variables cuantitativas se compararon mediante las pruebas no para-
métrica de Mann-Whitney y de Wilcoxon para 2 muestras independien-
tes. Para las variables categéricas se utilizé la prueba de la %o el test
exacto de Fisher. Todos los cdlculos se realizaron con el programa SPSS
11.0 para Windows.

RESULTADOS

En los 37 pacientes estudiados, los valores basales me-
dios de ALT y ADN-VHB fueron 85,78 + 38,42 U/l (ran-
g0, 43-218) y 2,6 x 107 = 1,1 x 10® copias/ml (rango, 5,9
x 10%6,5 x 108), respectivamente. La carga viral de los
pacientes con un HBeAg positivo fue superior a la de los
pacientes con un HBeAg negativo: 1 x 10% = 2,2 x 108
frente a 5,8 x 10° + 7,98 x 10 copias/ml (p = 0,01). El
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TABLA 1. Caracteristicas de los genotipos del virus de la hepatitis B

Genotipo | N.°de pacientes HBeAg+ (%) Sexo (V/M) Edad media (afios) ALT media (U/l) ADN-VHB media (copias/ml)
A 7 57 5/2 347+ 10,5 113,7+57,9 1,1 x 108 £2,4 x 108
D 17 23,5 10/7 40+ 11 77 +29,3 1,2%x 107+ 1,7 x 107
Mixto 7 0 4/3 39+£8 80 + 30 85%x10°+1,5x10°

HBeAg: antigeno HBe; ALT: alaninaminotransferasa; V: varén; M: mujer; VHB: virus de la hepatitis B.

valor basal de ALT fue similar en ambos grupos (87,8 +
41,3 y 85,2 = 38,3 U/, respectivamente). En los 10 pa-
cientes tratados con lamivudina, los valores basales me-
dios de ALT y carga viral fueron 118,2 + 43,74 U/I (ran-
go, 77-218) y 7,29 x 10% + 7,51 x 10° copias/ml (rango,
5,95 x 10%-2,15 x 107), respectivamente.

De los 37 pacientes, 27 (72,9%) tenian un genotipo Unico:
17 pacientes infectados con el genotipo D (45,9%), 7 con
el A (18,9%),2 conel B (54%)y 1 conel F(2,7%). En7
muestras (18,9%) se obtuvo como resultado un genotipo
mixto: en 4 el A+D, en 2 el B+D y en 1 el D+F. Tres
muestras (8,1%) no pudieron ser amplificadas. Entre los
pacientes con un HBeAg positivo, 4 tenfan el genotipo A
(50%) y 4 el genotipo D (50%). En los que tenian un HBe-
Ag negativo, 13 presentaban el genotipo D (44,8%), 3 el
genotipo A (10,3%), 2 el genotipo B y 1 el genotipo F; el
resto tenfa genotipos mixtos (24,1%) o no amplificables
(10,3%). Estas diferencias no alcanzaron significacién es-
tadistica. En la tabla I se muestran las caracteristicas de los
diferentes genotipos. El nivel de ADN-VHB basal de los
pacientes con un genotipo mixto fue inferior al de los pa-
cientes con los genotipos A y D (p = 0,006 y 0,01, respecti-
vamente).

En los 10 pacientes tratados con lamivudina, el genotipo
también se determiné empleando la técnica de secuencia-
cion; se obtuvieron idénticos resultados mediante ambas
técnicas en los 9 pacientes con genotipo tnico (5 con el
genotipo D, 2 con el genotipo A y 2 con el genotipo B), y
en el paciente en el que el LiPA identificé un genotipo B
+ D, la secuenciacion identificé D.

En el estudio de mutaciones de resistencia, durante el trata-
miento con lamivudina, 7 pacientes mantuvieron los valo-
res de ADN-VHB siempre por encima del nivel de detec-
cién de la técnica, pero en sélo 2 de ellos estos niveles
fueron superiores a 105 copias/ml. Los 3 pacientes con
ADN-VHB negativo en algiin momento del tratamiento
eran los tnicos con una carga viral basal inferior a 10°
copias/ml y con los genotipos B (2 pacientes) o B+D (1 pa-
ciente). De los 10 pacientes, 4 (40%) conservaban pobla-
cion salvaje (wild type [WT]) y en 6 (60%) se encontraron
mutaciones en el gen de la polimerasa. Dos pacientes pre-
sentaron las mutaciones L180M y M204V asociadas o no a
WT, en otros 2 apareci6 la mutaciéon M2041 asociada a WT
y sélo en 1 paciente se detect6 la mutacion M204V aislada.
En 1 caso, la variante mutante L180M se detecté en la
muestra basal y con posterioridad se desarrollaron las mu-
taciones M2041 y V2071. Mediante la técnica de secuencia-
cién se estudiaron 14 muestras correspondientes a estos 10
pacientes. Los resultados obtenidos concuerdan con el
LiPA, excepto en la ausencia de deteccién de poblaciones
mixtas constituidas por mutantes asociadas a WT.
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De los 4 pacientes sin mutaciones, 2 pacientes con HBe-
Ag negativo mantuvieron durante el tratamiento valores
de ADN-VHB superiores a 10° copias/ml y valores de
ALT elevados, por lo que se suspendié la lamivudina a
los 10 y 12 meses al considerarlos no respondedores; tras
la suspensién no presentaron brotes de hepatitis; 2 y 18
meses después iniciaron tratamiento con adefovir dipivo-
xil. Un paciente con HBeAg positivo y genotipo D desa-
rrollé seroconversion a anti-HBe a los 4 meses de trata-
miento, suspendiéndose la lamivudina 12 meses después;
pese a ello, a los 3 meses de la suspension presentd rever-
si6on a HBeAg positivo con niveles de ADN-VHB de 1,8
x 107 copias/ml y de ALT de 199 UV, por lo que fue tra-
tado de nuevo con lamivudina. Por tdltimo, 1 paciente con
HBeAg negativo y genotipo B+D a los 24 meses de trata-
miento conservaba poblacién WT; el nivel de ADN-VHB
aument6 de < 200 copias/ml a los 18 meses a 1,13 X 10*y
8,30 x 10* copias/ml en 2 determinaciones repetidas a los
24 meses con ALT normal; se mantuvo la lamivudina y 6
meses después el ADN-VHB descendi6 a 9,50 x 10? co-
pias/ml.

De los 6 pacientes con mutaciones, 2 tenian el genotipo
A, 2 el By 2 el D. Las variantes mutantes aparecieron a
los 9 meses en 2 casos, a los 12 meses en 1, a los 18 me-
ses en 2y a los 26 meses en 1. La M204I asociada o no a
WT se desarroll6 en los primeros 12 meses, mientras que
la L180M+M204V asociada o no a WT surgié a los 18
meses y la M204V aislada a los 26 meses. Los pacientes
con genotipo A presentaron el patrén M204I+WT y los
pacientes con genotipo D, el patrén L180M+M204V con
o sin WT. Los pacientes con genotipo B desarrollaron pa-
trones variables (M2041+V2071 o M204V).

En 5 pacientes que desarrollaron mutaciones se observé
un aumento superior a 1 log,, de la carga viral en 2 deter-
minaciones repetidas entre 3 y 8 meses antes de su detec-
cién por LiPA; en 2 de ellos este aumento significé la
reaparicion del ADN-VHB, que era < 200 copias/ml du-
rante el tratamiento. En el caso restante, el aumento de la
carga viral fue simultdneo a la deteccién de las variantes
mutantes.

El nivel medio de ADN-VHB tras la aparicién de las mu-
taciones fue inferior en los pacientes con genotipo B
(5,54 x 10° + 4,92 x 10° copias/ml) que en los de genoti-
po A (1,28 x 107 = 1,70 x 107 copias/ml; p = 0,0001) y
genotipo D (1,88 x 107 = 2,60 x 107 copias/ml; p =
0,0001). En los pacientes con genotipo B, este nivel fue
menor que el basal (6,65 x 10* £ 9,89 x 10° copias/ml),
mientras que en los de genotipos A y D fue superior al
basal (7,63 x 106 + 1,99 x 10°y 8,74 x 10° + 6,58 x 10°
copias/ml, respectivamente), sin alcanzar significacién
estadistica. Las cifras basales medias de ALT fueron si-
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TABLA 1I. Evolucién de los genotipos del virus de la hepatitis B tras las mutaciones

Genotipo A

Genotipo D Genotipo B

Carga viral media basal (copias/ml)

Carga viral media tras la aparicién de las mutaciones (copias/ml)
ALT media basal (U/1)

ALT media tras la aparicion de las mutaciones (U/1)

Patrén de mutaciones

7,63 x 10°+ 1,99 x 10°
1,28 x 107+ 1,7 x 107

164,5 = 75,66 112 + 49,5 127+ 1,41
224,5 +38,9 136 + 87,7 34 +16,9
M204I+WT L180M+M204V + WT  M2041+V2071 o M204V

8,74 x 10° + 6,58 x 10°
1,88 x 107 + 2,60 x 107

6,65 x 10*+9,89 x 103
5,54 x10°+4,92x 10°

ALT: alaninaminotransferasa.

milares en los pacientes con los genotipos A, B y D
(164,5 + 75,66, 127 £ 1,41 y 112 = 49,5 U/, respectiva-
mente; p = NS). Tras el desarrollo de las mutaciones, el
valor medio de ALT fue superior al basal en los genoti-
pos Ay D (224,5 + 38,9 y 136 + 87,7 U/l, respectivamen-
te) e inferior al basal, dentro del rango normal, en el ge-
notipo B (34 + 16,9 U/l), sin diferencias significativas
(tabla II).

En los 4 pacientes con genotipos A y D, tras la aparicién
de las mutaciones se sustituy6 la lamivudina por el adefo-
vir dipivoxil. En los 2 pacientes con genotipo B se man-
tuvo la lamivudina por permanecer el nivel de ADN-
VHB < 10* copias/ml y los valores de ALT en un rango
normal a los 10 y 20 meses, respectivamente, del desarro-
llo de las mutaciones.

DISCUSION

En el presente estudio realizado en el Area Sur de Sevilla,
los genotipos D y A eran los més frecuentes. En los pa-
cientes con HBeAg positivo, los genotipos A y D presen-
taban la misma prevalencia y en los que tenfan un HBeAg
negativo predominaba el genotipo D, sin alcanzar la sig-
nificacién estadistica probablemente debido a la detec-
cién de genotipos mixtos (todos con genotipo D). Estos
resultados concuerdan con los de otros trabajos realizados
en nuestro pais>!3, lo que confirma el predominio del ge-
notipo D en el drea mediterrdnea. En 4 casos encontramos
genotipo B, en 2 como genotipo tnico y en 2 asociado al
genotipo D, en pacientes no emigrantes nacidos en la pro-
vincia de Sevilla. El genotipo B se ha detectado en el su-
deste asiatico, China, Japén y en norteamericanos de ori-
gen asidtico'®. Estudios epidemiolégicos con un mayor
nimero de casos realizados en nuestra drea y en otras del
pais nos permitiran valorar el significado de la presencia
del genotipo B en la poblacién autéctona. Destacaba la
presencia de poblaciones mixtas de genotipos en el 19%
de nuestros casos. En los 2 estudios espafioles™!® en los
que el genotipo se investigé mediante el andlisis de poli-
morfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) no se encontraron genotipos mixtos. En nuestra
serie, en los pacientes en los que se determind el genotipo
también por la técnica de secuenciacién, la correlacién
entre ambas técnicas era excelente; Unicamente en un
caso con una poblacién mixta en LiPA, la secuenciacién
detect6 s6lo 1 de los 2 genotipos. Esto se debe a una ma-
yor sensibilidad de la técnica de LiPA, mientras que la se-
cuenciacion sélo permite detectar la poblacién predomi-
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nante!’. La carga viral de los pacientes con genotipo mix-
to era inferior a la de los pacientes con genotipos A y D.
La utilizacién de esta técnica en futuros estudios puede
confirmar estos resultados.

En el presente estudio, el 60% de los pacientes en trata-
miento con lamivudina durante una media de 19 meses
desarrollé mutaciones resistentes al farmaco. Esta fre-
cuencia de mutaciones es similar a la descrita en otras se-
ries a los 2 afios de tratamiento: del 38% en asidticos con
HBeAg positivo y del 57-64% en los que tienen un HBe-
Ag negativo'®!°. Los niveles basales de ADN-VHB de los
10 pacientes incluidos eran elevados, factor asociado a la
aparicién de mutaciones®.

Las mutaciones del gen de la polimerasa encontradas en
nuestro trabajo, en los codones 180 y 204, corresponden a
las descritas en la bibliografia?!. En un paciente con geno-
tipo B apareci6é la mutaciéon V2071 asociada a la M204I1.
El mismo paciente presentaba en la muestra basal la mu-
taciéon L180OM. En portadores inactivos de VHB no trata-
dos con lamivudina se ha descrito la presencia de mutan-
tes en el codén 204, lo que sugiere que el tratamiento
seleccionaria a mutantes preexistentes??; sin embargo, no
hemos encontrado casos similares descritos en las series
de pacientes con hepatitis cronica VHB. En la determina-
cién de resistencias hemos encontrado una correlacién
excelente entre las técnicas de LiPA y secuenciacién. La
técnica de secuenciacion no fue capaz de detectar a las
poblaciones mixtas formadas por mutantes y poblacién
salvaje e identificé sélo a las mutantes. La técnica de
LiPA es mas sensible y muestra poblaciones presentes en
un 5%, mientras que la secuenciacién precisa que éstas
constituyan més del 25% de la poblacién total®.

La variante mutante con mayor resistencia in vitro a lamivu-
dina (M204I) aparecié mds precozmente que las mutaciones
con menor resistencia (L180M+M204V y M204V)*. Los
pacientes con genotipo A desarrollaron la mutacién M2041
y los de genotipo D el patrén L180M+M204V. Estos datos
coinciden con los de un estudio reciente que mostraba una
tasa similar de resistencias a la lamivudina en genotipos A 'y
D a largo plazo, pero en el genotipo A se presentaban mas
precozmente®. Hay discrepancias en la bibliografia relati-
vas al patrén de mutaciones asociado a los diferentes geno-
tipos; en 2 estudios, la mutacién M204I era més frecuente
en el genotipo D y la M204V, en el genotipo A'*%, resulta-
dos discordantes con los nuestros, pero en otro, el patrén
L180M+M204V se presentaba con una frecuencia similar a
la mutacién M204I en el genotipo D¥. En este tltimo traba-
jo, las mutaciones de resistencia fueron investigadas me-
diante la técnica de LiPA, como en nuestro estudio, y los
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hallazgos son mas similares. Es necesario conocer los meca-
nismos que determinan la asociacién de patrones de muta-
cién y genotipos realizando estudios con técnicas estandari-
zadas.

Un aumento superior a 1 log,, de los niveles de ADN-
VHB determinados mediante técnica de reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) precedié en 3-8 meses en el
83% de nuestros casos o coincidié con la deteccién de la
mutacién en el gen de la polimerasa mediante técnica de
LiPA. En un paciente que no desarrollé mutaciones, este
aumento se produjo en la dltima determinacién realizada a
los 24 meses de tratamiento, sin que se haya analizado
muestras posteriores. Por el contrario, en los estudios pu-
blicados?®?, la recidiva genotipica o la presencia de las
mutaciones mediante LiPA precedia en 90-144 dias a la
recidiva fenotipica o reaparicion de ADN-VHB determi-
nado por ADND; esta técnica menos sensible necesita un
nivel de ADN-VHB > 7 x 10° copias/ml para que se pueda
detectarlo. La utilizacién de la técnica de PCR permite
predecir precozmente la aparicién de resistencias, debido
a que detecta niveles de ADN-VHB =200 copias/ml.

En la bibliografia, la evolucién clinica tras el desarrollo
de mutantes resistentes a lamivudina es variable. En pa-
cientes con HBeAg positivo, los valores de ALT y ADN-
VHB pueden mantenerse por debajo del nivel basal y la
mejorfa histolégica persistir durante al menos 2 afios?.
Por el contrario, en pacientes con HBeAg negativo, el 35
y el 43% presentan elevaciones de ALT superiores a 8 y 5
veces su valor normal, respectivamente!*?°. En nuestra
serie, el valor de ADN-VHB después del desarrollo de las
mutaciones fue inferior en los pacientes con genotipo B
que en los de genotipo A y D; ademads, dicho nivel era
menor que el basal en los de genotipo B y mayor que el
basal en los de genotipo A y D, sin que se obtuviera sig-
nificacién estadistica por el escaso numero de casos. El
nivel de ALT tras la mutacién fue inferior al basal y per-
manecié dentro del rango normal en los pacientes con ge-
notipo B y superior al basal en los de genotipo D y A, de
nuevo sin significacion estadistica. Estas diferencias en la
evolucion segun el genotipo pueden explicar los distintos
resultados publicados. En un estudio reciente se ha con-
firmado in vitro que la mutacién pre-core G1896A, fre-
cuente en el genotipo D, aumenta la eficacia de la replica-
cién de las variantes mutantes resistentes a lamivudina®.
En conclusién, el presente trabajo muestra que la técnica
de LiPA para la determinacién del genotipo del VHB y la
deteccién de mutaciones de resistencia a lamivudina en el
gen de la polimerasa presenta una excelente correlacion
con la técnica de secuenciacién, que es mas compleja y
requiere un material méds costoso, asi como un personal
altamente cualificado. Se confirma el predominio del ge-
notipo D en el Area Sur de Sevilla como zona mediterr-
nea. En pacientes tratados con lamivudina, una elevacién
del nivel de ADN-VHB medido por PCR predice el desa-
rrollo de mutaciones antes de su demostracién por LiPA,
lo que permite el tratamiento con adefovir dipivoxil antes
de la exacerbacion de la hepatopatia. La técnica de LiPA
puede ser ttil para descartar mutaciones en pacientes con
un cumplimiento dudoso del tratamiento. Se necesitan es-
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tudios mds amplios para confirmar la influencia de los ge-
notipos del VHB en el tipo de mutaciones desarrolladas y
en la evolucion clinica tras su aparicion.
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