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DESCRIPCION
Procedimiento para tipar y detectar el VHB

La presente invencion se refiere al campo del diagndstico del virus de la hepatitis B (VHB). Mas particularmente, la
presente invencion se refiere al campo del genotipado del VHB y/o la determinacion de la presencia de mutantes del
VHB en muestras de prueba.

La presente invencion se refiere particularmente a un procedimiento para la deteccion rapida y fiable de genotipos y/o
mutantes del VHB que se producen en una muestra de prueba usando conjuntos especificos de sondas optimizadas
para actuar conjuntamente en un ensayo de hibridacién inversa. El procedimiento y el kit de la presente invencién se
definen en las reivindicaciones 1y 2 adjuntas.

El virus de la hepatitis B es un pequefio virus ADN con envoltura de aproximadamente 3200 pb de longitud.
Histéricamente se ha caracterizado en base a la reaccion inmunolégica del HBsAg con conjuntos de anticuerpos
monoclonales. Las cepas aisladas se han descrito como a, lo que indica el determinante comun para todos los
diferentes subtipos, seguido de combinaciones especificas de subtipos: dw, dr, yw o yr. Los ultimos son pares
mutuamente excluyentes de determinantes, que abarcan los aminoacidos 122 (d=lys, y=arg) y 160 (w=lys, r= arg) de
HBsAg. Existen diversos subdeterminantes para w y se pueden atribuir a la aparicion de determinadas variantes de
aminoacidos en el codén 127. Mas recientemente se ha propuesto una clasificacion genética, en base al analisis
molecular del virus. Esta clase de analisis demostré que existen seis genotipos diferentes en total, indicados desde A a
F, con una divergencia genética maxima de un 8 % al comparar los genomas completos (revisado por Magnius y
Norder, 1995).

La variabilidad genética del VHB puede ser clinicamente importante. De hecho, la variabilidad genémica puede incluir
algunos mecanismos mediante los que el VHB evita la depuracién inmunitaria, y de ahi que induzca una infeccion
cronica. Un marcador de proteinas importante en la induccién de la tolerancia inmunitaria, la eliminacion del virus y la
infeccion cronica es HBeAg. La expresion de esta proteina se controla estrictamente tanto a nivel transcripcional como
traduccional (Li et al., 1993; Okamoto et al., 1990; Yuan et al., 1995; Sato et al., 1995). Por lo tanto, en la evoluciéon
natural de la infeccién por VHB se indica una etapa bien caracterizada de la enfermedad como hepatitis B crénica con
HBe negativo (revisado por Hadziyannis S.J., 1995). Esta fase se debe principalmente a la aparicion de mutaciones
precore de codones finalizadores traduccionales. La variabilidad genética global determina la frecuencia y localizacion
fisica en el genoma virico donde aparecen estas mutaciones de codones finalizadores traduccionales. Se propuso la
regulacion transcripcional como el mecanismo para el genotipo A (y posiblemente también F), mientras que mas
probablemente se encontrd el control traduccional en los demas genotipos (Li et al.; 1993; Sato et al., 1995). A
diferencia de la regulacion traduccional, se demostré que la regulacion transcripcional no podia bloquear
completamente la expresion del HBeAg y, por lo tanto, se propuso para categorizar el fenotipo de este mutante como
HBe suprimido, en lugar de como HBe negativo (Takahashi et al., 1995). En cualquier caso, estos mutantes precore
darian lugar a una destruccion del equilibrio preexistente entre HBeAg en circulacion y los péptidos derivados de HBc
presentados por moléculas HLA clase | en la superficie de hepatocitos infectados, disminuyendo asi el efecto supresor
de HBeAg sobre los linfocitos T, dando como resultado finalmente la liberacion parcial de LTC especificos del core y
dando lugar a apoptosis de los hepatocitos infectados. En general, después del surgimiento de las variantes de HBe
menos, la evolucion de la infeccion virica se caracteriza por el curso de hepatitis cronica, que puede dar lugar al
desarrollo de cirrosis y carcinoma hepatocelular (Hadziyannis, 1995). La deteccién de mutaciones precore del VHB se
divulga, por ejemplo, en Li et al. (1990).

Otra cuestion para la que la variabilidad genética o el genotipado del virus puede ser pertinente es en el desarrollo de
vacunas donde la respuesta se puede mediar por el tipo de virus. La proteccion frente a infeccion por VHB de todos los
subtipos se confiere por los anticuerpos al determinante 'a' comun del antigeno de superficie de la HB (HBsAg). Se ha
demostrado que este determinante 'a’ presenta un numero de epitopos, y que su estructura terciaria es lo mas
importante para su antigenicidad. La regiéon mas importante se encuentra entre los aminoacidos 124 y 147, pero se
puede extender desde el aminoacido 114 al 150. Una respuesta anti-HBs adecuada, aumentada después de la
vacunacion, es, en principio, totalmente protectora. La infeccion con una cepa del VHB que alberga mutaciones en la
region determinante 'a' puede dar como resultado un fallo vacunal, a causa de que la respuesta inmunitaria humoral
inducida por vacuna no reconoce el HBsAg mutante. Los mutantes de escape asociados a vacunas mas comunes son
las sustituciones de una glicina en la posicion 145 con una arginina (G145R), K141E y T126N. Pero también se han
encontrado una insercion de 2 aa entre la posicion de los aa 122 y 123, y una insercion de 8 aa entre los aa 123 y 124
(Carman et al., 1990, 1995; Crawford, 1990; Waters et al., 1992).

La lamivudina es un enantidmero (-) de 3'-tiacitidina, un analogo de 2',3'-didesoxinucledsido, y se sabe que es un
potente inhibidor de la replicacién del VHB a través de la inhibicién de la actividad transcriptasa inversa (RT) de la
polimerasa del VHB. El tratamiento con lamivudina puede dar como resultado mejoras histoldgicas en pacientes con
hepatitis crénica, y cuando se administra antes y después de un trasplante de higado, puede prevenir la reinfeccion del
injerto (Honkoop et al., 1995; Naoumov et al., 1995). Sin embargo, después del tratamiento, se puede observar una
exacerbacion de la hepatitis en la mayoria de los pacientes, con elevaciones de ALT y ADN del VHB que se vuelve
detectable de nuevo. Este rebote del ADN del VHB se asocia con un nuevo equilibrio de cuasiespecies. En unos pocos
casos, se observo progresion del virus durante la terapia, debido a la seleccion de cepas del VHB resistentes a
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lamivudina. La naturaleza exacta de esta progresion se ha atribuido a la acumulacion de mutaciones en la parte RT de
la polimerasa. Se ha encontrado un mecanismo similar en la RT polimerasa del VIH, donde tras el tratamiento con
lamivudina, las mutaciones se acumulan en el motivo YMDD (Gao et al., 1993). Este motivo YMDD también esta
presente en la parte RT de la polimerasa del VHB, y se han encontrado mutaciones seleccionadas por lamivudina en
VHB en esta region (Tipples et al., 1996), asi como en ofras regiones de la parte RT de la polimerasa (Ling et al., 1996).
Penciclovir es otro farmaco que ha demostrado inhibir la actividad trancriptasa inversa de la polimerasa del VHB (Shaw
et al., 1996), y las mutaciones en la polimerasa del VHB también se pueden detectar tras el tratamiento con este
farmaco.

De todo esto se puede deducir que la informacion sobre las siguientes cuestiones es fundamental para el diagnostico
apropiado in vitro, supervision y seguimiento de infecciones por VHB:

- genotipo;

- mutaciones precore;

- mutaciones de escape vacunal;

- mutaciones del gen RT seleccionadas mediante tratamiento con farmacos, tales como lamivudina y penciclovir.

Obtener toda esta informacién usando las tecnologias existentes es complicado, lleva tiempo y requiere personal
altamente cualificado y experimentado.

De esta manera, un objetivo de la presente divulgacion es desarrollar un procedimiento de deteccion rapida y fiable
para la determinacion de la presencia o ausencia de uno o mas genotipos del VHB posiblemente presentes en una
muestra biologica.

Mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion es desarrollar un procedimiento de deteccion rapida y
fiable para la determinacién de la presencia o ausencia de una o mas variaciones en la region preS1 del VHB y/o en la
region HBsAg lo que representa uno o mas genotipos del VHB posiblemente presentes en una muestra bioldgica en un
Unico experimento. Mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion es desarrollar un procedimiento de
deteccion rapida y fiable para la determinacion de la presencia o ausencia de uno o mas mutantes del VHB
posiblemente presentes en una muestra biolégica en un Unico experimento.

Mas particularmente, un objetivo de la presente invencion es desarrollar un procedimiento de deteccion rapida y fiable
para la determinacion de mutaciones particulares en la regién precore del VHB posiblemente presentes en una
muestra bioldgica en un Unico experimento.

Mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion es desarrollar un procedimiento de deteccion rapida y
fiable para la determinacion de una o mas mutaciones en la region HBsAg del VHB posiblemente presentes en una
muestra bioldgica en un Unico experimento.

Mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion es desarrollar un procedimiento de deteccion rapida y
fiable para la determinacion de una o mas mutaciones en la regidon del gen de la polimerasa (pol) del VHB
posiblemente presentes en una muestra biolégica en un Unico experimento.

Mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion es desarrollar un procedimiento de deteccion rapida y
fiable para la determinacion simultanea de uno o diversos genotipos del VHB en combinacién con uno o diversos
mutantes del VHB posiblemente presentes en una muestra bioldgica en un Unico experimento.

Un objetivo de la presente divulgacion también es proporcionar un ensayo de genotipado o procedimiento que permita
inferir la secuencia de nucleétidos en los codones de interés y/o los mutantes del VHB de interés, y/o inferir el genotipo
del VHB posiblemente presente en una muestra biologica.

Incluso mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion también es proporcionar un ensayo de genotipado
que permita la deteccién de los genotipos y mutantes del VHB diferentes en una unica disposicion experimental.

Otro objetivo de la presente divulgacion es seleccionar sondas particulares que puedan discriminar una o mas
mutaciones del VHB en una de las regiones mencionadas anteriormente del genoma del VHB y/o que puedan
discriminar uno o mas genotipos del VHB.

Mas particularmente, un objetivo de la presente divulgacion es seleccionar sondas particulares que puedan discriminar
VHB natural de secuencias del VHB mutante.

Un objetivo de la presente divulgacion también es seleccionar sondas particulares que puedan discriminar variantes
naturales y y polimoérficas del VHB de secuencias del VHB mutante.

Un objetivo de la presente divulgacion también es seleccionar sondas particulares que puedan discriminar secuencias
del genotipo del VHB.
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Ademas, un objetivo de la presente divulgaciéon es combinar un conjunto de sondas seleccionadas que puedan
genotipar el VHB y/o discriminar mutantes del VHB diferentes posiblemente presentes en una muestra biologica,
pudiéndose usar de este modo todas las sondas en las mismas condiciones de hibridacion y lavado.

Un objetivo de la presente divulgacion también es seleccionar cebadores que posibiliten la amplificacion del(de los)
fragmento(s) génico(s) que determina(n) las mutaciones genémicas del VHB o variaciones de interés como se analiza
anteriormente.

La presente divulgacion también tiene como objetivo kits de diagndstico que comprendan dichas sondas utiles para
desarrollar dicho ensayo y/o ensayos de genotipado para detectar, supervisar o realizar un seguimiento de la infeccion
por VHB y/o ensayos para detectar mutaciones del VHB.

Todos los objetivos de la presente divulgacion se han cumplido mediante los siguientes modos de realizacion
especificos.

Como solucion al problema mencionado anteriormente, que es fundamental para el diagnostico apropiado, supervision
y seguimiento de la infeccion por VHB es tener informacion sobre el genotipo del VHB presente, la presente
divulgacion proporciona una manera elegante de abordar los problemas de dicha complejidad que implica recurrir a un
enfoque de hibridacion inversa (particularmente sobre tiras de ensayo con sondas en linea, como se describe por
Stuyver et al., 1993). Usando esta tecnologia es posible obtener convenientemente todos los datos fundamentales en
una serie de pruebas. Para lograr este proposito, se necesita disefiar y ensamblar un conjunto de sondas que puedan
detectar todos los polimorfismos pertinentes en las regiones del gen del VHB de interés.

De esta manera, la presente divulgacion se refiere particularmente a un procedimiento para determinar la presencia o
ausencia de uno o mas genotipos del VHB en una muestra biolégica, que comprende:

(i) si es necesario, liberar, aislar o concentrar los acidos polinucleicos presentes en la muestra;

(ii) si es necesario, amplificar la parte pertinente de un gen del VHB adecuado presente en dicha muestra con al
menos un par de cebadores adecuados;

(iii) hibridar los acidos polinucleicos de la etapa (i) o (ii) con al menos dos sondas de nucleétidos que se hibridan
especificamente a una secuencia diana especifica del genotipo del VHB elegida de la figura 1; estando aplicadas
dichas sondas en localizaciones conocidas sobre un soporte soélido y pudiéndose hibridar dichas sondas a acidos
polinucleicos de la etapa (i) o (ii) en las mismas condiciones de hibridacion y lavado o hibridandose dichas sondas
especificamente con una secuencia complementaria a cualquiera de dichas secuencias diana, o una secuencia
en la que T de dicha secuencia diana se reemplaza por U;

(iv) detectar los hibridos formados en la etapa (iii);

(v) inferir el genotipo del VHB presente en dicha muestra a partir de la(s) sefial(es) de hibridacion diferencial(es)
obtenida(s) en la etapa (iv).

Las secuencias diana especificas del genotipo pueden ser cualquier variacion de nucleétidos que aparezca tras la
alineacion de los genomas del VHB diferentes que permita la clasificacion de una cepa aislada del VHB determinada
como un genotipo determinado (véase la figura 1).

La expresion "parte pertinente de un gen del VHB adecuado” se refiere a la parte del gen del VHB que engloba la
secuencia diana especifica del genotipo del VHB elegida de la figura 1 que se va a detectar.

De acuerdo con un aspecto preferente de la presente divulgacion, se realiza la etapa (iii) usando un conjunto de al
menos 2, preferentemente al menos 3, mas preferentemente al menos 4 y lo mas preferentemente al menos 5 sondas,
todas meticulosamente disefiadas de tal manera que muestren los resultados de hibridacion deseados, cuando se
usan en un formato de ensayo de hibridacion inversa, mas particularmente en las mismas condiciones de hibridacién y
lavado, lo que implica que cada una de dichas sondas puede formar un complejo tras la hibridacién con su secuencia
diana presente en los acidos polinucleicos de la muestra obtenida después de la etapa (i) o (ii).

La numeracion de los nucledtidos y aminoacidos codificados por el gen del VHB es como se acepta generalmente en la
literatura.

Mas particularmente, la presente divulgacion se refiere a un conjunto de al menos 2 sondas que permiten la deteccion
de una variacion especifica del genotipo, incluyendo también posiblemente una o mas sondas que permiten la
deteccion de una secuencia natural, una secuencia mutada o una polimoérfica en una cualquiera de las posiciones de
nucledtidos que muestran una diversidad de secuencias tras la alineacion de todas las secuencias del VHB conocidas
o todavia por descubrir como se representa en la figura 1 para todos los genomas del VHB completos encontrados en
el EMBL/NCBI/DDBJ/Genbank.

Los conjuntos de sondas de acuerdo con la presente divulgacion tienen como caracteristica comin que todas las
sondas en dicho conjunto estan disefiadas de modo que se puedan usar conjuntamente en un ensayo de hibridacion
inversa, mas particularmente en las mismas o idénticas condiciones de hibridacién y lavado como se indica
anteriormente y a continuacion.
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Los conjuntos seleccionados de sondas de acuerdo con la presente divulgacion incluyen sondas que permiten
diferenciar cualquiera de los cambios de nucledtidos especificos del genotipo del VHB representados en la figura 1,
preferentemente en la region preS1 o HBsAg del VHB. Dichas sondas se caracterizan por que pueden actuar en un
procedimiento como se expone anteriormente.

A fin de resolver el problema mencionado anteriormente de obtener informacién sobre la posible presencia de
mutantes del VHB en una muestra dada, la presente divulgacion proporciona una manera elegante de abordar este
problema que implica recurrir a un enfoque de hibridacion inversa (particularmente sobre tiras de ensayo con sondas
en linea, como se describe por Stuyver et al., 1993). Usando esta tecnologia es posible obtener convenientemente
todos los datos fundamentales en una serie de pruebas. Para lograr este propdésito, se necesita disefiar y ensamblar un
conjunto de sondas que puedan detectar todas las mutaciones pertinentes y posiblemente también polimorfismos o
secuencias naturales en las regiones del gen del VHB de interés.

De esta manera, otro aspecto particularmente preferente de la presente divulgacion es un procedimiento para
determinar la presencia o ausencia de uno o mas mutantes del VHB en una muestra biolégica, que comprende:

(i) si es necesario, liberar, aislar o concentrar los acidos polinucleicos presentes en la muestra;

(ii) si es necesario, amplificar la parte pertinente de un gen del VHB adecuado presente en dicha muestra con al
menos un par de cebadores adecuados;

(iii) hibridar los acidos polinucleicos de la etapa (i) o (ii) con al menos dos sondas de nucleétidos que se hibridan
especificamente a una secuencia diana mutante del VHB elegida de la figura 1; estando aplicadas dichas sondas
en localizaciones conocidas sobre un soporte sélido y pudiéndose hibridar dichas sondas a los acidos
polinucleicos de la etapa (i) o (ii) en las mismas condiciones de hibridacion y lavado, o hibridandose dichas
sondas especificamente con una secuencia complementaria a cualquiera de dichas secuencias diana, o una
secuencia en la que T de dicha secuencia diana se reemplaza por U y posiblemente también comprendiendo
dicho conjunto o sondas una o mas sondas del VHB natural correspondientes a la secuencia diana del VHB
mutada respectiva;

(iv) detectar los hibridos formados en la etapa (iii);

(v) inferir el(los) mutante(s) del VHB presente(s) en dicha muestra a partir de la(s) sefial(es) de hibridacion
diferencial(es) obtenida(s) en la etapa (iv).

Se ha de entender que el término "secuencia diana mutante" no abarca Unicamente la secuencia que contiene una
mutacion, sino también la secuencia natural correspondiente. La secuencia diana mutante del VHB de acuerdo con la
presente divulgacion puede ser cualquier secuencia que incluya un codén mutado del VHB conocido en la técnica o
todavia por descubrir. Las regiones diana mutantes del VHB particularmente preferentes se exponen a continuacion.

A fin de resolver el problema al que se hace referencia anteriormente de obtener informacién sobre las cuestiones
fundamentales para el diagnéstico apropiado del VHB (en concreto, genotipo y mutaciones diferentes, particularmente
mutaciones en la region precore, mutaciones de escape vacunal y mutaciones del gen RT seleccionadas mediante
tratamiento con farmacos, tales como lamivudina y penciclovir), la presente divulgaciéon proporciona una manera
particularmente elegante de obtener dicha informacion compleja.

Ademas, un cuidadoso analisis de los datos obtenidos por los autores de la presente invencion reveld claramente que
la combinacion de informacion relativa a los mutantes de escape y precore con los datos sobre el genotipo es
fundamental para permitir la interpretacion adecuada de los resultados. De ahi que sea altamente ventajoso poder
producir simultdneamente todos los datos pertinentes.

En el presente procedimiento para diagnosticar mutantes del VHB, preferentemente en combinacién con el genotipado
del VHB, se puede usar un conjunto de sondas seleccionadas como se define anteriormente, en el que dicho conjunto
de sondas se caracteriza por ser elegido de tal manera que para una mutacion del VHB dada se incluyen las siguientes
sondas en dicho conjunto:

- al menos una sonda para detectar la presencia del(de los) nucledtido(s) mutado(s) en dicha posicion;

- al menos una sonda para detectar la presencia del(de los) nucleétido(s) natural(es) en dicha posicion;

- posiblemente también (una) sonda(s) adicional(es) para detectar polimorfismos naturales en posiciones que
rodean la posiciéon de la mutacion.

La inclusién de los dos ultimos tipos de sondas contribuye en gran medida a incrementar la sensibilidad de dichos
ensayos demostrados en la seccion de ejemplos.

Los conjuntos seleccionados de sondas de acuerdo con la presente divulgacion incluyen al menos una sonda,
preferentemente al menos dos sondas, que caracteriza la presencia de una mutaciéon del VHB en las posiciones de
nucledtidos elegidas de la region precore del VHB, mas particularmente de la siguiente lista de codones susceptibles a
mutaciones en la region precore del VHB, tales como el coddn 15 en el genotipo A, y para todos los genotipos: coddn
28, codon 29 y codon 28 y 29, o en la region de promotor de precore (véase la figura 1).

Dichas sondas se caracterizan por que pueden actuar en un procedimiento como se expone anteriormente.
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Un aspecto adicional de la presente divulgacion incluye al menos una sonda, preferentemente al menos dos sondas,
que caracteriza la presencia de una mutacion de escape vacunal en posiciones del codon elegidas de la region HBsAg
del VHB, mas particularmente de la lista de codones susceptibles a mutaciones en la region HBsAg del VHB, tal como
en los codones 122, 126, 141, 143, 144 o 145 (véase la figura 1).

Un aspecto adicional de la presente divulgacion incluye al menos una sonda, preferentemente al menos dos sondas,
que caracteriza la presencia de una mutacion en la region del gen pol RT del VHB, que provoca resistencia a farmacos,
tales como lamivudina y penciclovir, por ejemplo, la mutacion de M aV o a |l en la posicién 552 (en el motivo YMDD), la
mutacion de V a | en la posicién 555, la mutacion de F a L en la posicion 514, la mutacién de V a L en la posicién 521,
la mutacion de P a L en posicién 525 y la mutacion de L a M en la posicion 528 (véase la figura 1).

En un aspecto seleccionado, se usa una combinacién de al menos dos sondas de oligonucledtidos y dicha
combinacién de sondas se hibrida especificamente a al menos dos de los siguientes grupos de secuencias diana:

una secuencia diana mutante escogida de la region del gen pol RT del VHB,
una secuencia diana mutante escogida de la regién precore del VHB,

una secuencia diana mutante escogida de la regiéon HBsAg del VHB,

una secuencia diana especifica del genotipo del VHB.

Por ejemplo, un aspecto implica la hibridacion con al menos una sonda de nucleétidos que se hibrida especificamente
a una secuencia diana especifica del genotipo elegida de la figura 1 y al menos una sonda de nucleétidos que se
hibrida especificamente a una secuencia diana mutante del VHB escogida de la figura 1.

Otro aspecto seleccionado, por ejemplo, implica la hibridacion con al menos una sonda de nucleétidos que se hibrida
especificamente a una secuencia diana especifica del genotipo elegida de la figura 1 y al menos una sonda de
nucleétidos que se hibrida especificamente a una secuencia diana mutante del VHB escogida de la region del gen pol
RT como se representa en la figura 1.

Otro aspecto seleccionado, por ejemplo, implica la hibridacion con al menos una sonda de nucleétidos que se hibrida
especificamente a una secuencia diana especifica del genotipo elegida de la figura 1 y al menos una sonda de
nucledtidos que se hibrida especificamente a una secuencia diana mutante del VHB escogida de la region precore
como se representa en la figura 1.

Otro aspecto seleccionado, por ejemplo, implica la hibridacion con al menos una sonda de nucleétidos que se hibrida
especificamente a una secuencia diana especifica del genotipo elegida de la figura 1 y al menos una sonda de
nucledtidos que se hibrida especificamente a una secuencia diana mutante de escape vacunal del VHB en la region
HBsAg como se representa en la figura 1.

En un aspecto seleccionado, se usa una combinacion de al menos tres sondas de oligonucledtidos y dicha
combinacién de sondas se hibrida especificamente a al menos tres de los siguientes grupos de secuencias diana:

una secuencia diana mutante escogida de la region del gen pol RT del VHB,
una secuencia diana mutante escogida de la region precore del VHB,

una secuencia diana mutante escogida de la regiéon HBsAg del VHB,

una secuencia diana especifica del genotipo del VHB.

Por ejemplo, un aspecto implica la hibridacion con al menos una sonda de nucleétidos que se hibrida especificamente
a una secuencia diana especifica del genotipo elegida de la figura 1, y al menos una sonda de nucledtidos que se
hibrida especificamente a una secuencia diana mutante del VHB escogida de la regidon precore como se representa en
la figura 1 y al menos una sonda de nucleétidos que se hibrida especificamente a una secuencia diana mutante de
escape vacunal del VHB escogida de la region HBsAg como se representa en la figura 1.

Por ejemplo, otro aspecto implica la hibridacién con al menos una sonda que se hibrida especificamente a una
secuencia diana mutante de la region del gen pol RT del VHB del VHB, y al menos una sonda que se hibrida
especificamente a una secuencia diana mutante de la region HBsAg del VHB, y al menos una sonda que se hibrida
especificamente a una secuencia diana especifica del genotipo de la region HBsAg del VHB. De acuerdo con este
modo de realizacién, se puede amplificar la parte pertinente del genoma del VHB mediante el uso de un par de
cebadores, por ejemplo, HBPr 75 y HBPr 94.

En un aspecto seleccionado, se usa una combinacién de al menos cuatro sondas de oligonucleétidos y dicha
combinacién de sondas se hibrida especificamente a todos los siguientes grupos de secuencias diana:

una secuencia diana mutante escogida de la region del gen pol RT del VHB,
una secuencia diana mutante escogida de la region precore del VHB,

una secuencia diana mutante escogida de la regiéon HBsAg del VHB,

una secuencia diana especifica del genotipo del VHB.
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De esta manera, un aspecto particularmente preferente de la divulgacion incluye un conjunto de sondas expuestas
anteriormente que comprende al menos una, preferentemente al menos dos, al menos tres, al menos cuatro o mas
sondas para seleccionar como diana uno, preferentemente dos, tres 0 mas cambios de nucleétidos que aparecen en la
alineacion de los genomas del VHB como se representa en la figura 1.

Incluso los conjuntos seleccionados mas preferentes de sondas de acuerdo con la presente divulgacion incluyen
sondas procedentes de las mismas o diferentes regiones del VHB que portan nucledtidos mutados del VHB, o,
ademas, también un tercer conjunto de sondas que caracterizan la presencia de una tercera mutacion del VHB en
cualquiera de las posiciones mostradas en la figura 1, o combinaciones particulares de las mismas.

También es particularmente preferente un conjunto de sondas que permita la deteccion simultanea de mutaciones del
VHB en los codones 15, 28 y 29 en la region precore, posiblemente en combinacion con mutaciones en las regiones de
promotor de precore, en combinacién con mutaciones en los codones 122, 126, 141, 143, 144, 145 en la region
HBsAg, posiblemente también en combinacién con mutaciones en el gen pol del VHB en los codones 514, 521, 525,
528, 552 o 555.

En los casos en los que que se hace referencia a la alineacion de los genomas del VHB de la figura 1 en la presente
invencion, se debe interpretar como que hace referencia a una alineacion de todos los genomas del VHB existentes y
futuros. Se pueden deducir las secuencias del genoma del VHB existente a partir de cualquier base de datos, tal como
la base de datos EMBL/NCBI/DDBJ/GENBANK.

Un conjunto preferente de sondas del gen pol RT, HBsAg, preS1 y precore de la presente divulgacion son las sondas
con SEQ ID NO 1 a 278 de la tabla 1 (véase también la figura 1).

Los conjuntos particularmente preferentes de sondas en este sentido se muestran en la figura 2 y en la figura 4. Las
sondas en la figura 2 y en la figura 4 se retuvieron después de una primera seleccion de sondas pol RT, HBsAg, preS1
y precore.

Las sondas de la divulgacion estan disefiadas para obtener un rendimiento 6ptimo en las mismas condiciones de
hibridacion de modo que se puedan usar en conjuntos de al menos 2 sondas para la hibridacion simultanea. Esto
incrementa altamente la utilidad de estas sondas y da como resultado una ganancia significativa en tiempo y esfuerzo.
Evidentemente, si se prefieren otras condiciones de hibridacién, se deben adaptar, por consiguiente, todas las sondas
afiadiendo o eliminando un ndmero de nucledtidos en sus extremos. Se debe entender que estas adaptaciones
concomitantes deben provocar fundamentalmente el mismo resultado, en concreto, que las sondas respectivas
todavia se hibriden especificamente con la diana definida. También pueden ser necesarias dichas adaptaciones si el
material amplificado es ARN en la naturaleza y no ADN como en el caso del sistema de NASBA.

La seleccion de las sondas preferentes de la presente divulgacion se basa en un formato de ensayo de hibridacion
inversa que usa sondas de oligonucleétidos inmovilizadas presentes en distintas localizaciones sobre un soporte
soélido. Mas particularmente, la seleccion de sondas preferentes de la presente divulgacion se basa en el uso del
principio del ensayo con sondas en linea (LiPA) que es un ensayo de hibridacion inversa que usa sondas de
oligonucledtidos inmovilizadas como lineas paralelas sobre una tira de soporte sélido (Stuyver et al. 1993; solicitud
internacional WO 94/12670). Este enfoque es particularmente ventajoso, puesto que es rapido y simple de realizar. El
formato de hibridacion inversa y, mas particularmente, el enfoque del LiPA tiene muchas ventajas practicas en
comparacién con otras técnicas de ADN o formatos de hibridacion, especialmente cuando el uso de una combinacién
de sondas es preferente o inevitable para obtener la informacioén pertinente buscada.

Sin embargo, se ha de entender que cualquier otro tipo de formato o ensayo de hibridaciéon que use cualquiera de las
sondas seleccionadas, como se describe adicionalmente en la divulgacion, también esta abarcado por la presente
divulgacion.

El enfoque de hibridaciéon inversa supone que las sondas se inmovilicen con respecto a determinadas localizaciones
sobre un soporte solido y que el ADN diana se marque a fin de posibilitar la deteccion de los hibridos formados.

Las siguientes definiciones sirven para ilustrar los términos y expresiones usados en la presente invencion.

El término "analisis genético" se refiere al estudio de la secuencia de nucledtidos del genoma del VHB mediante
cualquier técnica apropiada.

El término "mutante del VHB" se refiere a cualquier cepa del VHB que albergue variaciones genémicas con
consecuencias clinicas, genéticas o seroldgicas.

El término "mutante de escape vacunal" se revisa en la seccion de introduccion y en el ejemplo 7. La region mas
importante se encuentra entre los aminoacidos 124 y 147 de la region HBsAg, pero se puede extender desde el
aminoacido 114 al 150. El término "mutante resistente a farmacos, tales como lamivudina y penciclovir" se revisa en la
seccion de introduccion y en el ejemplo 8.
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El término "genotipo del VHB" se refiere a las cepas del VHB con una variacion intergenotipica de un 8 % o mas en
base a una comparacion de genomas completos.

El material diana en las muestras que se van a analizar puede ser bien ADN o ARN, por ejemplo, ADN genémico, ARN
mensajero, ARN virico o versiones amplificadas de los mismos. Estas moléculas también se denominan acidos
polinucleicos.

Es posible usar moléculas de ADN o ARN gendmico de muestras susceptibles de contener VHB en los procedimientos
de acuerdo con la presente invencion.

Estan disponibles procedimientos de extraccion y purificacion bien conocidos para el aislamiento de ARN o ADN de
una muestra (por ejemplo, en Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.° edicién, Cold Spring Harbour
Laboratory Press (1989)).

El término "sonda" se refiere a oligonucledtidos especificos de secuencia monocatenarios que tienen una secuencia
que es complementaria a la secuencia diana que se va detectar.

El término "secuencia diana", como se hace referencia en la presente invencion, describe la secuencia de nucleétidos
de una parte de la secuencia gen del VHB mutante, polimérfica o mutante que se va a detectar especificamente
mediante una sonda de acuerdo con la presente invencion. La secuencia polimoérfica puede englobar uno o mas
nucledtidos polimodrficos; la secuencia mutante puede englobar uno o mas nucledtidos que son diferentes de la
secuencia natural. Se ha de entender que el término "secuencia diana mutante" no abarca Unicamente la secuencia
que contiene una mutacion, sino también la secuencia natural correspondiente. Las secuencias diana generalmente se
pueden referir a posiciones de nucleétidos individuales, posiciones de codones, nucleétidos que codifican aminoacidos
0 a secuencias que integran cualquiera de las posiciones anteriores. En la presente invencion, dicha secuencia diana
a menudo incluye una, dos o mas posiciones de nucleétidos variables. En la presente invencion, los acidos
polinucleicos detectados mediante las sondas de la invencién comprenden la secuencia diana frente a la que se
detecta la sonda.

Se ha de entender que el complemento de dicha secuencia diana también es una secuencia diana adecuada en
algunos casos. Las secuencias diana como se definen en la presente invencidon proporcionan secuencias que al
menos deben ser complementarias a la parte central de la sonda que esta disefiada para hibridarse especificamente a
dicha region diana. En la mayoria de los casos, la secuencia diana es completamente complementaria a la secuencia
de la sonda.

El término "complementario(a/os/as)" como se usa en el presente documento quiere decir que la secuencia de la
sonda monocatenaria es exactamente el complemento (inverso) de la secuencia de la diana monocatenaria, estando
definida adicionalmente la diana como la secuencia donde se localiza la mutacién que se va a detectar.

Puesto que la aplicacion actual requiere la deteccion de desemparejamientos de pares de bases individuales, se
requieren condiciones restrictivas para la hibridacién, permitiendo, en principio, Unicamente la hibridacién de
secuencias exactamente complementarias. Sin embargo, son posibles variaciones en la longitud de las sondas (véase
a continuacion). También se debe advertir que, puesto que la parte central de la sonda es fundamental para sus
caracteristicas de hibridacién, se pueden permitir posibles desviaciones de la secuencia de sonda frente a la
secuencia diana hacia la cabeza y cola de la sonda cuando se usan secuencias de la sonda mas largas. Estas
variaciones, que se pueden concebir a partir del conocimiento comun en la técnica, sin embargo, siempre se deben
evaluar experimentalmente a fin de comprobar si dan como resultado caracteristicas de hibridacién equivalentes que
las sondas exactamente complementarias.

Preferentemente, las sondas de la divulgacion son aproximadamente de 5 a 50 nucledtidos de longitud, mas
preferentemente aproximadamente de 10 a 25 nucledtidos. Las longitudes preferentes de las sondas incluyen 10, 11,
12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos. Los nucledtidos usados en la presente divulgacion
pueden ser ribonucleotidos, desoxirribonucledtidos y nucledtidos modificados, tales como inosina o nucleétidos que
contienen grupos modificados que no alteran fundamentalmente sus caracteristicas de hibridacion.

Las secuencias de la sonda se representan a lo largo de la memoria descriptiva como oligonucleétidos de ADN
monocatenario desde el extremo 5’ al 3'. Es obvio para el experto en la técnica que se pueden usar cualquiera de las
sondas especificadas a continuacion como tales, o en su forma complementaria, o en su forma de ARN (en la que T se
reemplaza por U).

Las sondas de acuerdo con la invencién se pueden preparar clonando plasmidos recombinantes que contienen
insertos que incluyen las secuencias de nucleétidos correspondientes, si es necesario escindiendo los ultimos de los
plasmidos clonados tras usar las nucleasas adecuadas y recuperandolos, por ejemplo, mediante fraccionamiento de
acuerdo con el peso molecular. Las sondas de acuerdo con la presente invencion también se pueden sintetizar
quimicamente, por ejemplo, mediante el procedimiento de fosfotriester convencional.

El término "soporte sdlido" se puede referir a cualquier sustrato al que se puede acoplar una sonda de
oligonucledtidos, con tal de que retenga sus caracteristicas de hibridacién y con tal de que el nivel de fondo de
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hibridaciéon se mantenga bajo. Habitualmente, el sustrato solido es una placa de microvaloracién, una membrana (por
ejemplo, nailon o nitrocelulosa) o una microesfera (perla) o un chip. Antes de la aplicacion a la membrana o fijacion
puede ser conveniente modificar la sonda de acido nucleicos a fin de facilitar la fijacion o mejorar la eficiencia de la
hibridacion. Dichas modificaciones pueden englobar prolongacién con homopolimeros, acoplamiento con diferentes
grupos reactivos, tales como grupos alifaticos, grupos NHy, grupos SH, grupos carboxilicos, o acoplamiento con
biotina, haptenos o proteinas.

El término "marcado” se refiere al uso de acidos nucleicos marcados. El marcaje se puede llevar a cabo mediante el
uso de nucleétidos marcados incorporados durante la etapa de la polimerasa de la amplificacion, tal como se ilustra
por Saiki et al. (1988) o Bej et al. (1990) o cebadores marcados, o por cualquier otro procedimiento conocido por la
persona experta en la técnica. La naturaleza del marcador puede ser isotopica (32P, ¥, etc.) o no isotopica (biotina,
digoxigenina, etc.).

El término “cebador” se refiere a una secuencia de oligonucledtidos monocatenarios que puede actuar como punto de
inicio para la sintesis de un producto de extensién de cebador que es complementario a la cadena de acido nucleico
que se va a copiar. La longitud y la secuencia del cebador deben ser tales que permitan cebar la sintesis de los
productos de extension. Preferentemente, el cebador es aproximadamente de 5 a 50 nucledtidos de largo. La longitud
y secuencia especificas dependen de la complejidad de las dianas de ADN o ARN requeridas, asi como de las
condiciones de uso del cebador, tales como temperatura y fuerza iénica.

La expresioén "par de cebadores adecuados” en la presente invencion se refiere a un par de cebadores que permiten la
amplificacion de parte o todo el gen del VHB para el que se inmovilizan las sondas.

El hecho de que los cebadores de amplificaciéon no tengan que coincidir exactamente con la secuencia molde
correspondiente para garantizar la amplificacion apropiada esta ampliamente documentado en la literatura (Kwok et
al., 1990).

El procedimiento de amplificacion usado puede ser tanto la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR;. Saiki et al.,
1988), reaccion en cadena de la ligasa (LCR; Landgren et al., 1988; Wu & Wallace, 1989; Barany, 1991), amplificacion
basada en la secuencia de acidos nucleidos (NASBA; Guatelli ef al., 1990;. Compton, 1991), sistema de amplificacion
basado en la transcripcion (TAS; Kwoh et al., 1989), amplificacion por desplazamiento de cadena (SDA; Duck, 1990;.
Walker et al., 1992) o amplificacién por medio de replicasa Qp (Lizardi ef al., 1988; Lomeli et al., 1989) o cualquier otro
procedimiento adecuado para amplificar moléculas de acido nucleico conocido en la técnica.

Los oligonucledtidos usados como cebadores o sondas también pueden comprender analogos de nucledtidos, tales
como fosforotiatos (Matsukura et al., 1987), alquilfosforotiatos (Miller et al., 1979) o acidos peptidonucleicos (Nielsen et
al., 1991; Nielsen et al., 1993) o pueden contener agentes de intercalacion (Asseline et al., 1984).

Como la mayoria de las demas variaciones o modificaciones introducidas en las secuencias de ADN originales de la
divulgacion, estas variaciones necesitan adaptaciones con respecto a las condiciones en las que el oligonucleétido se
debe usar para obtener la especificidad y la sensibilidad requeridas. Sin embargo, los resultados definitivos de la
hibridacién son fundamentalmente los mismos que los obtenidos con los oligonucleétidos no modificados.

La introduccion de estas modificaciones puede ser ventajosa a fin de influir positivamente en caracteristicas, tales
como cinética de hibridacion, reversibilidad de la formacion de hibridos, estabilidad biolégica de las moléculas de
oligonucledtidos, etc.

La "muestra" puede ser cualquier material biolégico tomado bien directamente a partir del ser humano infectado (o
animal) o después del cultivo (enriquecimiento). EI material biolégico pueden ser, por ejemplo, esputos de cualquier
clase, lavado bronquial, sangre, tejido cutaneo, biopsias, esperma, material de cultivo de linfocitos en sangre, colonias,
cultivos liquidos, muestras de heces, orina, etc.

Los conjuntos de sondas de la presente divulgacion incluyen, al menos, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas sondas. Dichas sondas se pueden aplicar en dos o0 mas
(posiblemente tantas como sondas hay) posiciones distintas y conocidas sobre un sustrato sélido. A menudo es
preferente aplicar conjuntamente dos o mas sondas en una y la misma posicion de dicho soporte sdlido.

Para disefar sondas con caracteristicas deseadas, se pueden aplicar las siguientes directrices Utiles conocidas por la
persona experta en la técnica.

A causa de que la extension y especificidad de las reacciones de hibridacion, tales como las descritas en el presente
documento, estan afectadas por una serie de factores, la manipulacién de uno o mas de los factores determina la
sensibilidad y especificidad exactas de una sonda particular, ya sea perfectamente complementaria a su diana o no. La
importancia y efecto de varias condiciones de ensayo, explicados adicionalmente en el presente documento, son
conocidas por los expertos en la técnica.

La estabilidad del hibrido de acido nucleico [sonda: diana] se debe elegir para que sea compatible con las condiciones
de ensayo. Esto se puede conseguir evitando largas secuencias ricas en AT, terminando los hibridos con pares de
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bases G:C, y disefiando la sonda con una Tf apropiada. Los puntos de comienzo y fin de la sonda se deben elegir de
modo que la longitud y el resultado del % de GC en una Tf de aproximadamente 2-10 °C mas alta que la temperatura
a la que se realiza el ensayo final. La composicion base de la sonda es significativa a causa de que los pares de bases
G-C presentan mayor estabilidad térmica en comparacién con los pares de bases A-T debido los enlaces de hidrégeno
adicionales. De esta manera, la hibridacién que implica acidos nucleicos complementarios de un contenido de GC mas
alto es estable a temperaturas mas altas.

También se deben tener en cuenta las condiciones, tales como la fuerza ionica y la temperatura de incubacion, en las
que se usa una sonda cuando se disefia una sonda. Se sabe que la hibridacién se incrementa a medida que se
incrementa la fuerza iénica de la mezcla de reaccion, y que la estabilidad térmica de los hibridos se incrementa con el
incremento de la fuerza idnica. Por otro lado, los reactivos quimicos, tales como formamida, urea, DMSO y alcoholes,
que rompen los enlaces de hidrogeno, incrementan la restriccion de la hibridacion. La desestabilizacion de los enlaces
de hidrégeno por dichos reactivos puede reducir en gran mediada la Tf. En general, la hibridacién éptima para sondas
de oligonucledtidos sintéticos de aproximadamente 10-50 bases de longitud se produce aproximadamente a 5 °C por
debajo de la temperatura de fusion para un duplex dado. La incubacién a temperaturas por debajo de la éptima puede
permitir que se hibriden las secuencias de bases desemparejadas y, por lo tanto, puedan dar como resultado una
especificidad reducida.

Es deseable tener sondas que se hibriden Unicamente en condiciones de alta restriccion. En condiciones de alta
restriccion, unicamente se forman hibridos de acidos nucleicos altamente complementarios; no se forman hibridos sin
un grado suficiente de complementariedad. Por consiguiente, la restriccion de las condiciones de ensayo determina la
cantidad de complementariedad necesaria entre dos cadenas de acido nucleico que forman un hibrido. El grado de
restriccion se elige de tal manera que se maximice la diferencia en estabilidad entre el hibrido formado con la diana y el
acido nucleico distinto de diana. En el presente caso, se necesitan detectar cambios en pares de bases individuales, lo
que requiere condiciones de restriccion muy alta.

También puede ser importante la longitud de la secuencia de acido nucleico diana y, por consiguiente, la longitud de la
secuencia de la sonda. En algunos casos, puede haber diversas secuencias de una region particular, que varian en
localizacion y longitud, que producen sondas con las caracteristicas de hibridacién deseadas. En otros casos, una
secuencia puede ser significativamente mejor que otra que solamente difiere en una Unica base. Mientras que es
posible que se hibriden acidos nucleicos que no son perfectamente complementarios, el tramo mas largo de la
secuencia de bases perfectamente complementarias normalmente determina primordialmente la estabilidad del
hibrido. Aunque se pueden usar sondas de oligonucledtidos de diferentes longitudes y composicion de bases, las
sondas de oligonucledtidos preferentes de la presente invencion son de entre aproximadamente 5 a 50 (mas
particularmente 10-25) bases de longitud y tienen un tramo suficiente en la secuencia que es perfectamente
complementario a la secuencia de acido nucleico diana.

Son menos preferentes las regiones en el ADN o ARN diana que se sabe que forman estructuras internas fuertes
inhibidoras de la hibridacion. Igualmente, se deben evitar las sondas con una extensa autocomplementariedad. Como
se explica anteriormente, la hibridzacion es la asociacién de dos cadenas individuales de acidos nucleicos
complementarios para formar una doble cadena unida por hidrégenos. Esta implicito que si una de las dos cadenas
esta total o parcialmente implicada en un hibrido, puede participar menos en la formacién de un nuevo hibrido. Puede
haber hibridos intramoleculares e intermoleculares formados en las moléculas de un tipo de sonda si hay suficiente
autocomplementariedad. Se pueden evitar dichas estructuras a través del disefio cuidadoso de la sonda. Al disefiar
una sonda de modo que una porcién sustancial de la secuencia de interés sea monocatenaria, se pueden incrementar
en gran medida la velocidad y grado de la hibridacién. Los programas informaticos estan disponibles para buscar este
tipo de interaccion. Sin embargo, en determinados casos, puede no ser posible evitar este tipo de interaccion.

Las condiciones de hibridacion y lavado estandares se divulgan en la seccidon de materiales y procedimientos de los
ejemplos. Por ejemplo, otras condiciones son 3X SSC (solucion salina de citrato de sodio), FA (formamida)
desionizada al 20 % a 50 °C.

También se pueden usar otras soluciones (SSPE (solucion salina de fostato de sodio EDTA), TMACI (cloruro de
tetraetilamonio), etc.) y temperaturas con tal de que se mantenga la especificidad y sensibilidad de las sondas. Si es
necesario, se tienen que llevar a cabo ligeras modificaciones de las sondas en longitud o en secuencia para mantener
la especificidad y sensibilidad requeridas en las circunstancias dadas.

En un modo de realizacién mas preferente, los acidos polinucleicos mencionados anteriormente de la etapa (i) o (ii) se
hibridan con al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce, quince,
dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte o mas de las sondas especificas de la region diana, preferentemente
con 5 o 6 sondas, que, tomadas conjuntamente, abarcan la "region de mutacion" del gen del VHB pertinente.

El término "region de mutacion" quiere decir la region en la secuencia del gen del VHB pertinente donde al menos una
mutacién que codifica un mutante del VHB esta localizada en una parte preferente de esta region de mutacion esta
representada en la figura 1.
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Aparte de las regiones de mutacion como se define anteriormente, los genomas mutantes o naturales del VHB también
pueden mostrar variaciones de nucleétidos polimdrficos en posiciones distintas a las que se hace referencia como
posiciones variadas especificas mutantes o especificas genotipicas como se muestra en la figura 1.

Puesto que algunas mutaciones se pueden producir mas frecuentemente que otras, por ejemplo, en determinadas
areas geograficas o en circunstancias especificas (por ejemplo, comunidades bastante cerradas) puede ser apropiado
cribar Unicamente mutaciones especificas, usando un conjunto seleccionado de sondas como se indica anteriormente.
Esto daria como resultado una prueba mas simple, que abarcaria las necesidades en determinadas circunstancias.

A fin de detectar genotipos del VHB y/o mutantes del VHB con el conjunto seleccionado de sondas de oligonucledtidos,
se puede usar cualquier procedimiento de hibridacion conocido en la técnica (inmunotransferencia por puntos
convencional, transferencia Southern, sandwich, etc.).

Sin embargo, a fin de obtener resultados rapidos y faciles, si esta implicada una multitud de sondas, puede ser mas
conveniente un formato de hibridacion inversa.

En un modo de realizacion preferente, el conjunto seleccionado de sondas se inmoviliza en un soporte sélido en
distintas localizaciones conocidas (puntos, lineas u otras figuras). En otro modo de realizacién preferente, el conjunto
seleccionado de sondas se inmoviliza en una tira de membrana en forma de lineas. Dichas sondas se pueden
inmovilizar individualmente o como mezclas en las localizaciones delineadas en el soporte sélido.

Un modo de realizacion especifico y muy facil de usar del procedimiento preferente mencionado anteriormente es el
procedimiento LiPA, donde se inmoviliza el conjunto de sondas mencionado anteriormente en lineas paralelas sobre
una membrana, como se describe adicionalmente en los ejemplos.

La divulgacion también proporciona un conjunto de cebadores que permiten la amplificacion de la regién del gen del
VHB respectivo que se va a detectar por medio de sondas. Los ejemplos de dichos cebadores de la invencién se dan
en la tabla 1y figura 1.

Los cebadores se pueden marcar con un marcador de elecciéon (por ejemplo, biotina). Se pueden usar diferentes
sistemas de amplificacion de diana a base de cebadores, y, preferentemente, la amplificacion por PCR, como se
expone en los ejemplos. Se puede usar PCR anidada o de Unica tanda.

La divulgacion también proporciona un kit para la deteccion y/o el analisis genético de los genotipos del VHB y/o
mutantes del VHB presentes en una muestra biologica, que comprende los siguientes componentes:

(i) cuando sea apropiado, un medio para liberar, aislar o concentrar los acidos polinucleicos presentes en dicha
muestra;

(i) cuando sea apropiado, al menos un par de cebadores adecuados;

(iii) al menos dos de las sondas como se define anteriormente, posiblemente fijadas a un soporte sélido;

(iv) un tampon de hibridacién, o componentes necesarios para producir dicho tampon;

(v) una solucion de lavado, o componentes necesarios para producir dicha solucion;

(vi) cuando sea apropiado, un medio para detectar los hibridos resultantes de la hibridacion precedente.

(vii) cuando sea apropiado, un medio para unir dicha sonda a una localizaciéon conocida sobre soporte sélido.

El término "tampdn de hibridacién" quiere decir un tampdn que posibilita que se produzca una reaccion de hibridacion
entre las sondas y los acidos polinucleicos presentes en la muestra, o los productos amplificados, en las condiciones
de restriccion apropiadas.

El término "soluciéon de lavado" quiere decir una solucion que posibilite el lavado de los hibridos formados en las
condiciones de restriccion apropiadas.

Como se ilustra en la seccion de ejemplos, se disefid un ensayo con sondas en linea (LiPA) para cribar genotipos del
VHB y/o mutantes del VHB. EI principio del ensayo se basa en la hibridacion inversa de un fragmento de acido
polinucleico amplificado, tal como un fragmento de PCR biotinilado del gen del VHB en oligonucleotidos cortos.
Entonces, se puede detectar el ultimo hibrido a través de un acoplamiento biotina-estreptavidina con un sistema de
desarrollo de color no radioactivo.

Los siguientes ejemplos sirven Unicamente para ilustrar la presente invencion. Estos ejemplos no pretenden limitar de
ningun modo el alcance de la presente invencion.

Figuras y leyendas de las tablas

Figura 1: alineacion de 35 genomas del VHB completos. Las cepas aisladas que pertenecen al genotipo A son:
HBVXCPS, HBVADW, HVHEPB, S50225, HPBADWZCG; genotipo B: HPBADW3, HPBADWZ, HPBADW1,
HPBADW?2; genotipo C: HPBCGADR, HBVADRM, HPBADRA, HPBCG, HEHBVAYR, HBVADR, HBVADR4,
HPBADR1C, HPBADRC, HBVPREX, HPBETNC, HHVBC, HHVCCHA; genotipo D: HBVAYWMCG, HBVAYWC,
HBVAYWCI, HBVAYWE, HBVDNA, HPBHBVAA, XXHEPAV, HBVORFS; genotipo E: HHVBE4, HHVBBAS; y
genotipo F: HHBF, HH-VBFFOU, HBVADWA4A. Para conservar la alineacion, se crearon diversos huecos en la
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alineacion y se indican con /. Las posiciones de inicio y fin de los genes codificados por VHB diferentes se indican:
HBsAg: antigeno de superficie de la hepatitis B (antigeno de superficie pequefio); HBx: proteina X de la hepatitis B; Pol
de HB: proteina polimerasa de la hepatitis B, que codifica una proteina terminal, un espaciador, una region ADN
polimerasa/RT, y una actividad ribonucleasa H; HBcAg: antigeno del core de la hepatitis B; HBpreS1Ag: antigeno
preS1 de la hepatitis B (antigeno de superficie grande); HBpreS2Ag: antigeno preS2 de la hepatitis B (antigeno de
superficie mediano). La posicion de los cebadores de PCR se indica con un recuadro grande sobre todas las
35 secuencias. La polaridad del cebador de PCR se puede deducir a partir de la posiciéon del nombre encima de estos
recuadros: izquierda = cebador antisentido; derecha = cebador sentido. Las sondas del LiPA se indican con recuadros
pequefios, los nimeros de las sondas se indican junto a las sondas o a la derecha de la alineacion, y se corresponden
con los nimeros de sondas en la tabla 1.

Figura 2: disefio con VHB de LiPA. Se detalla el contenido de una tira del LiPA para VHB. Para cada numero de linea,
se indica la region en el genoma virico, conjuntamente con el genotipo que se detecta, el nimero de sonda que se
corresponde con los recuadros de la alineacion en la figura 1, y la secuencia de la sonda.

Figura 3: resultado combinado de la determinacion del genotipo en la regién preS1 y barrido en precore en
24 muestras. La interpretacion de cada muestra se da debajo de cada tira. Las reactividades de sonda en las lineas 3
a 14 se obtienen a partir del fragmento de PCR preS1, las reactividades de sonda en las lineas 15 a 27 se deben al
fragmento de PCR precore. Los genotipos estan indicados desde A a F. La interpretacion para la region precore es
como sigue: W = natural; M = mutante; | = indeterminado, lo que quiere decir que no se observa reactividad, que se
debe a mutaciones que todavia no se pudieron detectar con las sondas seleccionadas; mix = mezcla natural y mutante;
la interpretacion del coddn 15 Gnicamente es pertinente para el genotipo A, la ausencia de reactividad en HBPr 45 para
los genotipos B a F no es de utilidad como se indica con - (no aplicable). Puesto que la presencia o ausencia de
mutaciones precore tiene efecto sobre el estado de HBeAg seroldgico, esto también se indica.

Figura 4: sondas usadas en LiPA para VHB. Se disefiaron sondas para genotipar en la region HBsAg y para la
deteccion de mutaciones con resistencia a farmacos en el motivo YMDD (véase también la figura 5), asi como para la
deteccion de mutaciones en la region precore (véase también la figura 6).

Figura 5: ejemplo de un ensayo LiPA que combina genotipar VHB en la region HBsAg y la deteccion de mutaciones
con resistencia a farmacos en el motivo YMDD. Los genotipos estan indicados desde A a F. El disefio de la tira se
muestra a la derecha, con los nimeros de las sondas correspondientes a los numeros en la tabla 1 y en la figura 4.

Los genotipos y motivos mutantes a los que hibrida cada sonda estan escritos en la parte externa derecha. La
combinacién de sondas reactivas permite la determinacion de un genotipo uUnico.

Figura 6: ejemplo de la determinacion de mutaciones precore mediante la técnica LiPA. El disefio de la tira se muestra
a la derecha, con los numeros de las sondas correspondientes a los nimeros en la tabla 1. Las secuencias diana
mutantes a las que que hibridan las sondas estan indicadas en la parte externa derecha. EI motivo M2 se corresponde
a una mutacion en el codon 28, M4 se corresponde a una mutacién en el codéon 29. M2/M4 tiene mutaciones tanto en
28 como 29.

Figura 7: deteccion de una mutacion en el motivo YMDD de pol del VHB tras el tratamiento con lamivudina. El grafico
muestra una evolucién temporal de la carga virica durante el tratamiento con lamivudina. Se muestran a la derecha las
tiras del LiPA, correspondientes a ensayos al comienzo del tratamiento (5/95), 10 meses de tratamiento (2/96) y
14 meses de tratamiento (6/96). El ensayo muestra que durante el tratamiento el motivo YMDD muta a YVDD.

Tabla 1: visidon general de todos los cebadores y sondas a los que se hace referencia en las figuras con una indicacion
de sus respectivas SEQ ID NO y la region del genoma del VHB para la que estan disefiados. Los cebadores de la
region PreS1 incluyen 1, 106, 2 (cebadores sentido) y 4, 107 y 3 (cebadores antisentido). Los cebadores de la region
HBsAg incluyen 75 y 104 (cebadores sentido) y 76, 94 y 105 (cebadores antisentido). Los cebadores de la region
precore incluyen 5, 6, 69, 70, 84, 86, 87 y 108 (cebadores sentido) y 7, 8, 85 y 109 (cebadores antisentido). Los
oligonucledtidos restantes son sondas de las regiones del gen pol RT, HBsAg, PreS1 y precore del VHB como se
indica. El motivo YMDDV y sus mutantes consisten en los aminoacidos 551 a 555 de la proteina pol RT; la secuencia
MGVGL y su mutante consisten en los aminoacidos 519 a 523 de la proteina pol RT; la secuencia SPFLL y sus
mutantes y variantes genotipicas consisten en los aminoacidos 524 a 528 de la proteina pol RT.

Tabla 1: disefio de cebadores y sondas del HBV

Nombre Secuencia SEQ Region
ID NO
HBPr1 GGGTCACCATATTCTTGGG 1 cebador sentido de preS1
HBPr2 GAACAAGAGCTACAGCATGGG 2 cebador sentido de preS1
HBPr3 CCACTGCATGGCCTGAGGATG 3 cebador antisentido de preS1
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Nombre Secuencia SEQ Region
ID NO
HBPr4 GTTCCT/GGAACTGGAGCCACCAG 4 cebador antisentido de preS1
HBPr5 TCTTTGTATTAGGAGGCTGTAG 5 cebador sentido de precore
HBPré6 GCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 6 cebador sentido de precore
HBPr7 CTCCACAGT/AAGCTCCAAATTC 7 cebador antisentido de precore
HBPr8 GAAGGAAAGAAGTCAGAAGGC o
HBP9 TGGCTTTGGGGCATGG 8 cebador antisentido de precore
HBPr10 TGGCTTTAGGGCATGG 9 precore
HBPr11 TGGCTTTAGGACATGG 10 precore
HBPr12 AAGTTGCATGGTGCTG 11 precore
HBPr13 ~ CACCTCTGCCTAATCAT 12 precore
HBPr14 TGGGGTGGAGCCCTCAG 13 precore
HBPr15  GCCAGCAGCCAACCAG 1‘; 2:221
HBPr16 CCCATGGGGGACTGT 16 preSt
HBPr17 AACCCCAACAAGGATG 17 prest
HBPr18 TCCACCAGCAATCCT 18 preS1
HBPr19 TGGGGGAAGAATATTT 19 preS1
HBPr20 AAATTCCAGCAGTCCC 20 preS1
HBPr21 GTTCCCAACCCTCTGG 21 preS1
HBPr22 AACCTCGCAAAGGCAT 22 preS1
HBPr23 TGCATTCAAAGCCAAC 23 preS1
HBPr24 TACTCACAACTGTGCC 24 preS1
HBPr25 ACCCTGCGTTCGGAGC 25 preS1
HBPr26 CAGGAAGACAGCCTAC 26 preS1
HBPr27 GATCCAGCCTTCAGAG 27 preS1
HBPr28 ATGCTCCAGCTCCTAC 28 preS1
HBPr29 GCTTTCTTGGACGGTC 29 preS1
HBPr3o CTACCCCAATCACTCC 30 preS1
HBPr31 AGCACCTCTCTCAACG 31 preS1
HBPra2 CCAATGGCAAACAAGG 32 preS1
HBPr33 CTGAGGGCTCCACCCCA 33 preS1
HBPra4 ATGCAACTTTTTCACC 34 precore
HBPr35 ATCTCTTGTACATGTC 35 precore
HBPr36 ATCTCATGTTCATGTC 36 precore
HBPr37 CAGTGGGACATGTACA 37 precore
HBPr3s CAGTAGGACATGAACA 38 precore
HBPra9 CTGTTCAAGCCTCCAA 39 precore
HBPr40 AGCCTCCAAGCTGTGC 40 precore
HBPr41 AAAGCCACCCAAGGCA 41 precore
HBPr42 TGGCTTTAGGACATGGA 42 precore
HBPr43 GACATGTACAAGAGATGA 43 precore
HBPrd4  GACATGAACATGAGATGA 44 precore
HBPr4d5  TGTACATGTCCCACTGTT 45 precore
HBPr46  TGTTCATGTCCTACTGTT 46 precore
HBPr4d7  ACTGTTCAAGCCTCCAAG 47 precore
HBPr48  GGCACAGGCTTGGAGGCTT 48 precore
HBPr49  AAAGCCACCCAAGGCACA 49 precore
HBPr50  CCCAGAGGGTTGGGAAC 50 preS1
HBPr51  CAGCATGGGGCAGAATCT 51 preS1
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Nombre Secuencia SEQ Region
ID NO

HBPr52  TCCACCAGCAATCCTCTG 52 preSt1

HBPr53  GGATCCAGCCTTCAGAGC 53 preSt

HBPr54 TCAGGAAGACAGCCTAC 54 preS1

HBPr55 TTCAACCCCAACAAGGATC 55 preS1

HBPr56 AATGCTCCAGCTCCTAC 56 preS1

HBPrs7 CTGCATTCAAAGCCAACT 57 preS1

HBPr58 CCCCATGGGGGACTGTTG 58 preS1

HBPr59 CATACTCACAACTGTGCCA 59 preS1

HBPr60 GGGCTTTCTTGGACGGTCC 60 preS1

HBPré1 CTCTCGAATGGGGGAAGA 61 preS1

HBPré2 CCTACCCCAATCACTCCA 62 preS1

HBPré3  AGCACCTCTCTCAACGACA 63 preS1

HBPré4 GCAAATTCCAGCAGTCCCG 64 preS1

HBPr65 GCCAATGGCAAACAAGGTA 65 preS1

HBPré6 GACATGAACATGAGATG 66 precore

HBPr67 GGACATGAACAAGAGAT 67 precore

HBPr68 GACATGTACAAGAGATG 68 precore

HBPr69  ACATAAGAGGACTCTTGGAC 69 cebador sentido de precore
HBPr70 TACTTCAAAGACTGTGTGTTTA 70 cebador sentido de precore
HBPr71 ACAAAGACCTTTAAC/TCT 71 promotor de precore

HBPr72 ACAAAGATCATTAAC/TCT 72 promotor de precore

HBPr73 TTCCACCAGCAATCCTC 73 preS1

HBPr74 GATCCAGCCTTCAGAGC 74 preS1

HBPr75 CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCC 75 cebador sentido de HBsAg
HBPr76 CCAAACAGTGGGGGAAAGCCC 76 cebador antisentido de HBsAg
HBPr77 CTACGGATGGAAATTGC 77 coddn 145 natural de HBsAg
HBPI78 TACGGACGGAAACTGC 78 cododn 145 natural de HBsAg

79 cododn 145 natural de HBsAg

HBPr79 TTCGGACGGAAACTGC

HBPr8o CTTCGGACGGAAATTGC 80 coddn 145 natural de HBsAg
HBPr81 CTACGGATAGAAATTGC 81 coddn 145 mutante de HBsAg
HBPr82 CTTCGGACAGAAATTGC 82 coddn 145 mutante de HBsAg
HBPra3 CTATGGGAGTGGGCCTCAGT/CC 83 Pol de HB

HBPrg4 GCTGTAGGCATAAATTGGTCTG 84 cebador sentido de precore
HBPr85 CTCCACAGT/AAGCTCCAAATTC 85 cebador antisentido de precore
HBPras ACATAAGAGGACTCTTGGAC 86 cebador sentido de precore
HBPra7 TACTTCAAAGACTGTGTGTTTA 87 cebador sentido de precore
HBPras TAGGTTAAAGGTCTTTGT 88 promotor de precore

HBPr89 TAGGTTAATGATCTTTGT 89 promotor de precore

HBProo CATGTCCCACTGTTCAA 90 precore

HBPro1 CATGTCCTACTGTTCAA 91 precore

HBPro2 TTCTGCCCCATGCTGTA 92 preS1

HBPro3 TTCTGCCCCATGCTGTAG 93 preS1

HBPro4 GGTAATAAAGGGACTCAC/AGATG 94 cebador antisentido de HBsAg
HBPro5 TCAGCTATATGGATGAT 95 Pol de HB

HBPros CAGCTATATGGATGAT 96 Pol de HB

HBPro7 TTCAGCTATATGGATG 97 Pol de HB
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Nombre Secuencia SEQ Regién
ID
NO
HBPr98  TCAGTTATATGGATGAT 98 Pol de HB
HBPr99  TTTCAGTTATATGGATG 99 Pol de HB
HBPr100  TTTAGTTATATGGATGA 100 Pol de HB
HBP101  TCAGCTATGTGGATGAT 101 Pol de HB
HBPr102  TCAGTTATGTGGATGAT 102 Pol de HB
HBPr103  TTTCAGCTATGTGGATG 182 CP;’L::OTSemidO do HBsAG
HBPI104 CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCC 105 cebador antisentdo de HBsAG
HBPI105 GGT/CAATAAAGGGACTCAC/AGATG
HBPr106 GGGTCACCATATTCTTGGG 106 cebador sentido de preSt
HBPr107  GTTCCT/GGAACTGGAGCCACCAG 107 cebador antisentido de preS1
HBPr108 ~ CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCTTTTTCACCTCTGCCTAATC 108 cebador sentido de precore
HBPr109 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAAAGTTGCATGGTGCTGG 109 cebador antisentido de precore
HBP110  CCTCTGCCGATCCATACTGCGGAAC 110 cebador sentido de preX
HBP111  CTGCGAGGCGAGGGAGTTCTTCTTC 111 cebador antisentido de core de HB
HBPri12  TGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGC 112 cebador sentido de HBSAg
HBPr113 CCGGCAGATGAGAAGGCACAGACGG 113 cobador anfisertido de HBX
HBPr114  TTCAGCTATATGGATGAT 114 motivo YMDD
HBPr115 TCAGCTATATGGATGATG 115 motivo YMDD
HBPr116  TTCAGCTATGTGGATGAT 116 motivo YMDD
HBPr117 TCAGCTATGTGGATGATG 117 motivo YMDD
HBPr118  GGCTTTGGGGCATGG 118 codon 28 natural de precore
HBPr119  TGGCTTTGGGGCATG 119 codon 28 natural de precore
HBPr120  GTGGCTTTGGGGCATG 120 codon 28 natural de precore
HBPr121 GGCTTTGGGGCATGGA 121 codon 28 natural de precore
HBPr22 TGGCTTTGGGACATGG 122 coddn 29 mutante, coddn 28
natural de precore
HBPr123 GGCTTTGGGACATEG 123 coddn 29 mutante, coddn 28
natural de precore
HBPr124 TGGCTTTGGGACATG
124 coddn 29 mutante, coddn 28
HBPr125 GTGGCTTTGGGACATG natural de precore
HBPr126 GGCTTTGGGACATGGA 125 ﬁgif’r’;lzc?ergt‘;i’;fg codon 28
HBPr127 TCAGTTATATGGATGATG 126 coddn 29 mutante, codon 28
natural de precore
HBPr128 TTCAGTTATATGGATGAT 127 YMDD genotipo D, natural
128 YMDD genotipo D, natural
HBPr129 TTTCAGTTATATGGATGAT 129 YMDD genotipo D, natural
HBPr130 TCAGTTATGTGGATGATG 130 YMDD genotipo D, mutante
131 YMDD genotipo D, mutante
HBPr131 TTCAGTTATGTGGATGAT :
HBPr132 TTTCAGTTATGTGGATGAT 132 YMDD genotipo D, mutante
133 YMDD genotipo D, mutante
HBPr133  TTTCAGTTATGTGGATGA 134 cebador sentido de HBsAg externo
HBPr134 TGCTGCTATGCCTCATCTTC
HBPr135 CA(G/ATAGACAAAAGAAAATTGG
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Nombre Secuencia SEQ Regién
ID
NO i

HBPr136 CTATGGATGGAAATTGC 136 coddn 143 mutante de HBsAg
HBPr137 CCTATGGATGGAAATTG 137 coddn 143 mutante de HBsAg
HBPr138 ACCTATGGATGGAAATT
HBPr139 CT CAAGGC AAC TCT ATG TGG 138 codon 143 mutante de HBsAg
HBPr140 CT CAAGGC AACTCT ATG GG .

139 HBsAg, genotipo A
HBPr141 TCAAGGC AACTCTATGTTG 140 HBsAg, genotipo A
HBPr142 ATC CCATCATCTTGG G 141 HBsAg, genotipo A
HBPr143 ATC CCATCATCT TGG GCG G 142 HBsAg, genotipo B
HBPr144 TCCCATCATCTTGG GCG G 143 HBsAg, genotipo B
HBPr145 C CCATCA TCT TGG GCT GG 144 HBsAg, genotipo B
HBPr146 TTC GCA AAA TAC CTA TGG 145 HBsAg, genotipo B
HBPr147 T TTC GCA AAA TAC CTA TG 146 HBsAg, genotipo B

147 HBsAg, genotipo B
HBPr148 CTTTC GCA AAATAC CTATG 148 HBsAg, genotipo B
HBPr149  TC GCA AAA TAC CTATGG G 149 HBsAg, genotipo B
HBPr150 TCTACTTCCAGGAACAT 150 HBsAg, genotipo C
HBPr151 TCTACTT CCA GGAACATC 151 HBsAg, genotipo C
HBPr152 CTCIACITTCCAGGAACAT 152 HBsAg, genotipo C
HBPr153 CT CTACTT CCA GGA ACA G 153 HBsAg, genotipo C
HBPr154 C TGC ACG ATT CCT GCT 154 HBsAg, genotipo C
HBPr155 TGC ACG ATT CCT GCT CA 155 HBsAg, genotipo C
HBPr156 C TGC ACG ATTCCTGCTC 156 HBsAg, genotipo C
HBPr157 TGC ACG ATT CCT GCT CAA 157 HBeAg, genotipo C
HBPr158 TTC GCAAGATTC CTATG 158 HBeAg, genotipo C
HBPr159 CTTTC GCAAGATTCCTAT 159 HBsAg, genotipo C
HBPr160 CT TTC GCA AGATTC CTA 160 HBsAg, genotipo C
HBPr161 CTTTC GCA AGATTC CTA TG 161 HBsAg, genotipo C
HBPr162 C TCTATGTATCCCTCCT 162 HBsAg, genotipo D
HBPr163 TCT ATG TAT CCC TCC TG 163 HBsAg, genotipo D
HBPr164 C TCT ATG TAT CCC TCC TGG 164 HBsAg, genotipo D
HBPr165 CC TCTATG TATCCCTCCT 165 HBsAg, genotipo D
HBPr166 C TGT ACC AAACCT TCG G 166 HBsAg, genotipo D
HBPr167 C TGT ACC AAA CCT TCG 167 HBsAg, genotipo D
HBPr168 GC TGT ACC AAA CCT TCG G 168 HBsAg, genotipo D
HBPr169 TGT ACC AAA CCT TCG GAG 169 HBsAg, genotipo D
HBPr170 GGA CCC TGC CGAACCT 170 HBsAg, genotipo E
HBPr171 GGA CCC TGC CGAACC G 171 HBsAg, genotipo E
HBPr172 G GGA CCC TGC CGAAC 172 HBsAg, genotipo E
HBPr173 GGA CCC TGC CGA AC 173 HBsAg, genotipo E
HBPr174 GTTGC TGT TCAAAACCTT 174 HBsAg, genotipo E
HBPr175 GT TGC TGT TCA AAACCT G 175 HBsAg, genotipo E
HBPr176 TGT TGC TGT TCA AAACCT G 176 HBsAg, genotipo E
HBPr177 A TGT TGC TGT TCA AAA CCT G 177 HBsAg, genotipo E
HBPr178 GA TCC ACG ACC ACC A 178 HBsAg, genotipo F
HBPr179 GGA TCC ACG ACC ACC A 179 HBsAg, genotipo F
HBPr180 GGA TCC ACG ACC ACC 180 HBsAg, genotipo F
HBPr181 GA TCC ACG ACC ACC AGG 181 HBsAg, genotipo F
HBPr182 TGT TCC AAACCC TCG G
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Nombre Secuencia SEQ Regién
ID
NO
HBPr183 C TGT TCC AAA CCC TCG 183 HBsAg, genotipo F
HBPr184  C TGT TCC AAA CCC TCG G 184 HBsAg, genotipo F
HBPr185 GT TCC AAA CCC TCG GAT 185 HBsAg, genotipo F
HBPr186 G CCA AAT CTG TGC AGC 186 HBsAg, genotipo F
HBPr187 ~ CCA AAT CTG TGC AGC AT 187 HBsAg, genotipo F
HBPr188 G CCA AAT CTG TGC AGC AG 188 HBsAg, genotipo F
HBPr189 GG CCA AAT CTG TGC AGC 189 HBsAg, genotipo F
HBPr190 A TCA ACA ACA ACC AGT A 190 HBsAg, genotipo A
HBPr191  GA TCA ACA ACA ACC AGT 191 HBsAg, genotipo A
HBPr192 ~ GA TCA ACA ACA ACC AGT A 192 HBsAg, genotipo A
HBPr193  GGA TCA ACA ACAACC AGT 193 HBsAg, genotipo A
HBPr194 T CAA GGC AAC TCT ATG TGG 194 HBsAg, genotipo A
HBPr195 AGG TTAAAG GTC TTTGT 195 promotor genotlpo A natural
HBPr196 T AGG TTA AAG GTC TTT GG 196 promotor genotipo A natural
HBPr197  TT AGG TTAAAG GTC TTT 197 promotor genotipo A natural
HBPr198 GG TTAAAG GTCTTT GTA GG 198 promotor genotipo A natural
HBPr199 AGG TTAATGATC TTTGT 199 promotor genotipo A mutante
HBPr200 TAGGTTAATGATCTTT GG 200 promotor genotipo A mutante
HBPr201  CT TTC GCA AGA TTC CTA TGG 201 codén 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr202 GCTTTC GCAAGATTC CTATG 202 codén 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr203  GCT TTC GCA AGA TTC CTA TGG 203 codén 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr204 CT TTC GCA AGA TTC CTA TGG G 204 codén 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr206 TGC TGT ACC AAACCTTCG G 206 cododn 140 en genotipo D de HBsAg
207 coddn 140 en genotipo D de HBsAg
HBPr207  TGC TGT ACC AAA CCT TCG GAG
HBPr208 GG TGT ACC CCT TCG GAT 208 cododn 140 en genotipo D de HBsAg
HBPr209 TGG TTC GCC GGG GTTT 209 coddn 184 en genotipo E de HBsAg
HBPr210 G TGG TTC GCC GGG CTT G 210 cododn 184 en genotipo E de HBsAg
HBPr211 GG TTC GCC GGG CTTTC 211 codon 184 en genotipo E de HBsAg
HBPr212  TGG TTC GCC GGG CTT TC 212 codén 184 en genotipo E de HBsAg
HBPr213  AG TGG TTC GCC GGG CTG G 213 coddn 184 en genotipo E de HBsAg
214 HBsAg genotipo F
HBPr214 A GGA TCC ACG ACC ACC AGG 15 HBeA oo
HBPr215 A GGA TCC ACG ACC ACC AGT SAg genotipo
HBPr216 CA GGA TCC ACG ACC ACC AGG 216 HBsAg genotipo F
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Nombre Secuencia SEQ Region
ID
NO
HBPr217 C TGT TCC AAA CCC TCG GAG 217 HBsAg genotipo F
HBPr218 C TGT TCC AAA CCC TCG GAT 218 HBsAg genotipo F
HBPr219  GC TGT TCC AAA CCC TCG GAG 219 HBsAg genotipo F
HBPr220 CTGAACCTTTACCCCGTTGC 220 cebador potenciador
HBPr221  CTCGCCAACTTACAAGGCCTTTC 221 cebador potenciador
HBPr222 AGAATGGCTTGCCTGAGTGC 222 cebador antisentido de core
HBPr223 GCT TTC GCA AGATTC CTATGG G 223 codon 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr224 G GCTTTC GCAAGA TTC CTATGG 224 codon 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr225 G GCTTTC GCAAGATTCCTATGG G 225 codon 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr226 G GCT TTC GCA AGA TTC CTA TGG GA 226 coddn 160 en genotipo C de HBsAg
HBPr227  C AGC TAT ATG GAT GAT GTG 227 motivo YMDDV
HBPr228  AGC TAT ATG GAT GAT GTG GG 228 motivo YMDDV
HBPr229  GC TAT ATG GAT GAT GTG GT 229 motivo YMDDV
HBPr230  AGC TAT ATG GAT GAT GTG GT 230 motivo YMDDV
HBPr231 C AGC TAT ATG GAT GAT ATA 231 MOTIVO YMDDI
HBPr232 AGC TAT ATG GAT GAT ATA GG 232 MOTIVO YMDDI
HBPr233  GC TAT ATG GAT GAT ATA GT 233 MOTIVO YMDDI
HBPr234 AGC TAT ATG GAT GAT ATAGT 234 MOTIVO YMDDI
HBPr235 CCATCATCTTGG GCTTG 235 CODON 155 EN GENOTIPO B DE HBSAg
HBPr236 CATCATCTTGG GCTTT 236 CODON 155 EN GENOTIPO B DE HBSAg
HBPr237 CCATCATCTTGG GCTTT 237 CODON 155 EN GENOTIPO B DE HBSAg
HBPr238 CCATCATCTTGG GCTTTC 238 CODON 155 EN GENOTIPO B DE HBsAg
HBPr239 CCCACT GTC TGG CTT TC 239 HBSAg GENOTYPE B CODON 190
HBPr240 CCACTGTC TGGCTTTC 240 CODON 190 EN GENOTIPO B DE HBSAg
HBPr241 CCACTGTC TGGCTTT 241 CODON 190 EN GENOTIPO B DE HBSAg
HBPr242 CCCACTGTC TGGCTT G 242 CODON 190 EN GENOTIPO B DE HBSAg
HBPr293  TAT ATG GAT GAT GTG GTA 243 MOTIVO YMDDV
HBPr244  TAT GTG GAT GAT GTG GTA 244 MOTIVO YVDDV
HBPr245 TAT ATA GAT GAT GTG GTA 245 MOTIVO YIDDV
HBPr246  TAT ATT GAT GAT GTG GTA 246 MOTIVO YIDDV
HBPr247  TAT GTA GAT GAT GTG GTA 247 MOTIVO YVDDV
HBPr248  TAT GTT GAT GAT GTG GTA 248 MOTIVO YVDDV
HBPr249  TAT ATG GAT GTA ATA GTA 249 MOTIVO YMDDI
HBPr250  TAT ATG GAT GAT ATC GTA 250 MOTIVO YMDDI
HBPr251 TAT GTG GAT GAT ATA GTA 251 MOTIVO YVDDI
HBPr252  TAT GTG GAT GAT ATC GTA 252 MOTIVO YVDDI
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Nombre Secuencia SEQ Region
ID
NO
HBPr253  TAT ATA GAT GAT ATA GTA 253 MOTIVO YIDDI
HBPr254  TAT ATA GAT GAT ATC GTA 254 MOTIVO YIDDI
HBPr255 TAT ATT GAT GAT ATA GTA 255 MOTIVO YIDDI
HBPr256  TAT ATT GAT GAT ATC CTA 256 MOTIVO YIDDI
HBPr257  TAT GTA GAT GAT ATA GTA 257 MOTIVO YVDDI
HBPr258  TAT GTA GAT GAT ATC GTA 258 MOTIVO YVDDI
HBPr259  TAT GTT GAT GAT ATA GTA 259 MOTIVO YVDDI
HBPr260  TAT GTT GAT GAT ATC GTA 260 MOTIVO YVDDI
HBPr261  TAT ATG GAT GAT CTG GTA 261 MOTIVO YMDDL
HBPr262  TAT GTG GAT GAT CTG GTA 262 MOTIVO YVDDL
HBPr263  TAT ATA GAT GAT CTG GTA 263 MOTIVO YIDDL
HBPr264  TAT ATT GAT GAT CTG GTA 264 MOTIVO YIDDL
HBPr265 TAT GTA GAT GAT CTG GTA 265 MOTIVO YVDDL
HBPr266  TAT GTT GAT GAT CTG GTA 266 MOTIVO YVDDL
HBPr267 T ATG GGA GTG GGC CTC AG 267 MGVGL
HBPr268 T ATG GGA TTG GGC CTC AG 268 MGLGL
HBPr269 C AGT CCG TTT CTC TTG GC 269 SPFLL
Ejemplos

Ejemplo 1. Amplificaciéon por PCR y reparacion del ADN del VHB

Se recogieron muestras de suero a partir de personas con HBsAg positivo y se almacenaron a menos 20 °C hasta su
uso en alicuotas de 0,5 ml. Para preparar el genoma virico, se mezcl6 18 pl de suero con 2 pyl de NaOH 1 N y se incubo
a 37 °C durante 60 minutos. Se detuvo la desnaturalizacion y se neutralizé afiadiendo 20 pl de HCI 0,1 N. Después de
una etapa de centrifugacion de 15 minutos, se recogié el sobrenadante y se deseché el sedimento. Se llevd a cabo
PCR en este lisado como sigue: se mezclé 32 pl H20 con 5 pl de 10x tampdn de PCR, 1 pl de dXTPs 10 mM, 1 ul de
cada cebador biotinilado (10 pmol/ul), 10 pl de lisado de suero y 2 U de enzima Taq. El esquema de amplificacion
contenia 40 ciclos de 95 °C de 1 min, hibridacion a 45 °C durante 1 min, y extension a 72 °C durante 1 min. Los
productos de amplificacidn se visualizaron sobre gel de agarosa al 3 %.

El cebador externo establecido para preS1 tiene la siguiente secuencia:

5-bio-GGGTCACCATATTCTTGGG- &
5-bio-GTTCC(T/G)GAACTGGAGCCACCAG-3

sentido externo: HBPr 1:
antisentido externo: HBPr 4:
El cebador externo establecido para precore tiene la siguiente secuencia:
sentido externo: HBPr 69: 5-bio-ACATAAGAGGACTCTTGGAC-3’
antisentido externo: HBPr 8: 9-PIo-GAAGGAAAGAAGTCAGAAGGC-¥

El cebador externo establecido para HBsAg tiene la siguiente secuencia:

sentido externo: HBPr 134: 5-bio-TGCTGCTATGCCTCATCTTC-3
antisentido externo: HBPr 135; 5-bio-CA(G/AJAGACAAAAGAAAATTGG-3'.

Las muestras que fueron negativas en la PCR de la primera tanda se volvieron a someter a prueba en una reaccion
anidada compuesta de lo siguiente: yl H>O, 5 pl de 10x tampdn Taq, 1 yl de dXTPs 10 mM, 1 pl de cada cebador
anidado (10 pmol/ul), 1 pl del producto de PCR de la primera tanda y 2 U de Taq polimerasa. El esquema de
amplificacion fue idéntico que para la PCR de primera tanda. La secuencia de los cebadores anidados fue como sigue,
para la region preS1:

sentido anidado HBPr 2: 5’-bio-GAACAAGAGCTACAGCATGGG- 3’
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antisentido anidado HBPr 3: 5-bio-CCACTGCATGGCCTGAGGATG-37

y para la regién precore:

sentido anidado HBPr 70: 5-bio-TACTTCAAAGACTGTGTGTTTA-3'
antisentido anidado HBPr 7: 5 -bio- CTCCACAG(T/AJAGCTCCAAATTC-3’

En una segunda reaccion, se puede amplificar la region HBsAg en un protocolo similar usando los siguientes
cebadores: HBPr 75: 5-bio-CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCC-3"  en combinacion bien con HBPr 76:

5'-bio-CCAAACAGT- GGGGGAAAGCCC-3; o con HBPr 94: 5-bio-GGTA(AT)AAAGGGACTCA(C/AIGATG-3"

Ejemplo 2. Preparacion de los ensayos con sondas en linea

Se disefiaron sondas para abarcar los motivos mutantes, genotipicos y universales. En principio, Unicamente se
retuvieron sondas que discriminan entre una variacion de nucledtidos individual. Sin embargo, para determinados
polimorfismos en los extremos finales de la sonda, se toleraba reactividad cruzada. Se alcanzé experimentalmente la
especificidad individualmente para cada sonda después de considerar el % (G+C), la longitud de la sonda, la
concentracion final y la temperatura de hibridacion. Se proporcionaron enzimaticamente sondas optimizadas con una
cola poli T usando la TdT (Pharmacia) en condiciones de reaccion estandar. En resumen, se incub6 400 pmol de
sonda a 37 °C en una mezcla de reaccion de 30 pl que contenia dTTP 5,3 mM, Tris.HCI 25 mM a pH 7,5, cacodilato de
sodio 0,1 M, CoCl; 1 mM, DTT 0,1 My 170 U de desoxinucleotidiltransferasa terminal (Pharmacia). Después de una
hora de incubacion, se detuvo la reaccion y las sondas con cola se precipitaron y se lavaron con etanol helado. Se
disolvieron respectivamente las sondas en 6x SSC a sus concentraciones especificas y se aplicaron como lineas
horizontales sobre tiras de membrana en concentraciones entre 0,2 y 2,5 pM/ml. Se aplicé ADN biotinilado junto con el
control positivo (linea 1 del LiPA). Se fijaron los oligonucleétidos a la membrana horneado a 80 °C durante 12 horas.
Entonces, la membrana se cort6 en tiras de 4 mm. El disefio de esta tira se indica en la figura 2.

Ejemplo 3. Rendimiento de la prueba LiPA

Se mezclaron volumenes iguales (10 yl de cada uno) del fragmento de PCR biotinilado y de la solucién de
desnaturalizacion (DS; NaOH 400 mM/EDTA 10 mM) en cubetas de prueba y se incubaron a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Entonces, se afiadio 2 ml de la solucion de hibridacion precalentada a 37 °C (HS, 3x SSC/SDS al
0,1 %), seguido de la adicion de una tira por cubeta de prueba. Se produjo la hibridacion durante 1 hora a 50+0,5 °C en
un bafo cerrado de agua con agitacion. Las tiras se lavaron dos veces con 2 ml de solucion de lavado restrictivo (3x
SSC/SDS al 0,1 %) a temperatura ambiente durante 20 segundos, y una vez a 50 °C durante 30 minutos. Después de
este lavado restrictivo, las tiras se aclararon dos veces con 2 ml de la solucion de aclarado (RS) estandar de
Innogenetics. Se incubaron las tiras en una plataforma giratoria con el conjugado estreptavidina marcada-fosfatasa
alcalina, se diluyeron en solucidon de conjugado estandar durante 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 25 °C).
Entonces, se lavaron dos veces las tiras con 2 ml de RS y una vez con tampdn de sustrato (SB) estandar, y se inicio la
reaccion de color afiadiendo BCIP y NBT al SB. Después de 30 minutos como maximo a temperatura ambiente, se
detuvo la reaccién de color reemplazando los compuestos de color con agua destilada. Inmediatamente después del
secado, se interpretaron las tiras. Se consideraron positivas las reactividades cuando la reactividad fue mas fuerte que
la reaccion sobre el control negativo. Las tiras se pueden almacenar en un lugar seco y oscuro. También se puede
reemplazar el procedimiento completo descrito anteriormente con el dispositivo de automatizaciéon de Inno-LiPA
estandarizado (auto-LiPA).

Ejemplo 4. Seleccién de material de referencia

Se prepararon fragmentos de PCR, derivados de los miembros de los diferentes genotipos, las diferentes secuencias
mutantes y naturales de precore, motivos resistentes a farmacos y mutantes de escape vacunal. Se amplificaron los
fragmentos de PCR con cebadores que carecian del grupo biotina en su extremo 5’ y se clonaron en el sitio ECORV
pretratado del vector pPGEMT (Promega). Se seleccionaron clones recombinantes después del analisis de longitud de
fragmentos de restriccion y complementacion a, y se secuenciaron con cebadores de plasmidos. Se secuenciaron
directamente otros fragmentos biotinilados con un protocolo de tinte terminador (Applied Biosystems) usando los
cebadores de amplificacion. De forma alternativa, se llevé a cabo PCR anidada con analogos de los cebadores, en los
que el grupo biotina se reemplazd respectivamente con la secuencia de los cebadores T7 y SP6. Entonces, se
secuenciaron estos amplicones con un procedimiento de tinte de cebador SP6 y T7. Haciéndolo asi, se prepard un
panel de referencia de clones recombinantes, que es necesario para la optimizacion de sondas del LiPA.

Ejemplo 5: Genotipado de muestras de suero infectadas con VHB

Unicamente después de crear una alineacién de secuencia como se muestra en la figura 1, fue evidente que las
regiones podian ser Utiles para genotipar VHB. La region preS1 parece ser adecuada a causa del alto grado de
variabilidad. Por lo tanto, se disefiaron sondas para abarcar la mayoria de estas regiones variables como se muestra
en latabla 1. Unicamente se retuvo una seleccién limitada de sondas a causa de su reaccién especifica con el panel de
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referencia. Las mas importantes se indican como regiones de recuadro en la figura 1. Entonces, estas sondas
seleccionadas se aplicaron en un formato del LiPA indicado en la figura 2, como nimero de linea 2 a 14. Algunas de las
sondas se pudieron aplicar conjuntamente en una linea, a causa de su caracter universal, mientras que otras se
necesitan aplicar por separado. Con la selecciéon de sondas obtenida de esta manera, se sometieron a prueba las
muestras de suero recogidas en diferentes partes del mundo (Europa, América del Sur, Africa, Oriente Medio). La
parte superior de la figura 3 muestra la reactividad de una seleccion de muestras de estas sondas. El genotipado de
estas muestras es sencillo, con las muestras 2 a 8, que pertenecen al genotipo A, las muestras 9 y 10, que pertenecen
al genotipo B, las muestras 11y 12, que pertenecen al genotipo C, las muestras 13 a 19, que pertenecen al genotipo D,
las muestras 20 a 23, que pertenecen al genotipo E y la muestra 24, que pertenece al genotipo F.

También se puede realizar el genotipado en la region HBsAg. De nuevo, se disefiaron las sondas para abarcar la
mayoria de las regiones variables mostradas en la fig. 1. Unicamente se retuvo una seleccién limitada de sondas.
Estas sondas estan encuadradas en la fig. 1 y estan enumeradas en la figura 4. Se prepard una tira del LiPA que
llevaba estas sondas y se caracterizaron muestras que pertenecian a los diferentes genotipos, como se muestra en la
fig. 5.

Ejemplo 6. Barrido de la region precore frente a mutaciones

Se puede regular la expresion del HBeAg a nivel transcripcional y traduccional. Se ha postulado que existe una
regulacion transcripcional debida a la presencia de una variacion de dinucleétidos en la region promotora del ARNm
precore. Se seleccionaron las sondas que abarcan el motivo natural (por ejemplo, sonda HBPr 88) y el mutante (por
ejemplo, HBPr 89) y sus posiciones se indican en la alineacion mostrada en la figura 1, y se aplican sobre la tira del
LiPA, como la linea 15 y 16 (figura 2). Al nivel traduccional, pueden surgir muchas mas mutaciones, posiblemente
todas dando como resultado la anulacion de la expresion del HBeAg: cualquier mutacion en el codén 1 (ATG) que
destruye la iniciacion de la traduccion, codon 2 (CAA a TAA), codon 7 (TGC a TGA), codon 12 (TGT a TGA), codon 13
en el genotipo B, C, D, E, F (TCA a TGA o TAA), codon 14 (TGT a TGA), coddn 18 (CAA a TAA), codon 21 (AAG a
TAG), codon 23 (TGC a TGA), codon 26 (TGG a TAG o TGA), codon 28 (TGG a TAG o TGA). Sin embargo, debido a
la restriccion secundaria de la sefial de encapsidacion, la mayoria de las mutaciones se producen en el codén 28 (TGG
a TAG). Junto con la mutacién en el codén 28, a menudo se observa una segunda mutacién en el codon 29 (GGC a
GAC). En el caso del genotipo Ay, de nuevo, como consecuencia de la restriccion secundaria, inicamente es probable
que se produzcan mutaciones de codones finalizadores en el codén 28 después de la seleccion de una mutacién en el
codén 15 (CCC a CCT). De ahi que la interpretacion correcta de las mutaciones precore sea dependiente del genotipo.
Ademas de los codones finalizadores mencionados anteriormente, una enorme cantidad de diferentes mutaciones por
delecioén o insercidn en el marco abierto de lectura precore pueden dar fundamentalmente el mismo resultado.

A fin de desarrollar un ensayo sensible para detectar las mutaciones pertinentes y las mutaciones hipotéticas, se
desarrollé un procedimiento de barrido con sonda. Se disefiaron sondas parcialmente superpuestas y se aplicaron en
un formato del LiPA (figura 2, linea 17 a 27). En este formato de ensayo, se reconocen positivamente las secuencias
naturales sobre la regién precore completa, conjuntamente con la variacion del codén 15 para el genotipo A frente a los
genotipos distintos de A, y las mutaciones mas comunes en el codon 28 (TAG), en el codén 29 (GAC) y la combinacion
del codon 28 y 29 (TAGGAC). La ausencia de reactividad en una de las demas sondas siempre es indicativa de la
presencia de una variacién. Entonces se puede revelar la naturaleza exacta de esta variacion mediante analisis de
secuencias o con sondas del LiPA disefiadas adicionalmente.

La figura 3 muestra la reactividad de las muestras genotipadas seleccionadas sobre las sondas para la region precore.
Se sometieron a prueba previamente las muestras para determinar la presencia de HBeAg o de anti-HBe. La
interpretacion de la reactividad sobre las sondas del LiPA para cada muestra se indica debajo de cada tira. Este
enfoque permitié el cribado simultaneo de una muestra frente a mutaciones precore y la caracterizacion del genotipo
virico.

La figura 6 también muestra un panel de muestras con mutaciones en la regién precore, asi como muestras naturales.
Las sondas usadas en este ensayo se enumeran en la figura 4. Este ensayo incluye un mutante en el codén 29 (motivo
M4), que no estaba presente en el experimento en la figura 3.

Ejemplo 7. Deteccion de mutantes en la region HBeAg

Se han descrito mutantes de escape vacunal. El mutante encontrado mas cominmente es la variacién en el codén 145
de HBsAg (G145R o GGA a AGA). Las sondas del LiPA estan disefiadas para detectar sondas naturales y mutantes.
Las variaciones genotipicas estan presentes en el entorno de codén 145. Por lo tanto, el genotipo A esta abarcado por
la sonda 77, el genotipo B por la sonda 78, el genotipo C porla sonda 79 y el genotipo D/E por la sonda 80. De ahi que,
en principio, sea posible genotipar y detectar las cepas naturales del virus en un Unico experimento. Las secuencias
diana mutantes estan abarcadas por la sonda 81 y 82 para el genotipo A y D, respectivamente. Se puede usar la sonda
83 como control positivo en estos experimentos. La deteccion adicional de mutantes en la region determinante es
posible por medio de un enfoque de barrido con sonda. Por lo tanto, se disefian sondas para abarcar la secuencia
natural de los diferentes genotipos sobre la region del epitopo de HBsAg y se aplican en un formato del LiPA. De nuevo
aqui, la ausencia de tincién en una de estas sondas es indicativa de la presencia de una cepa mutante. Entonces, se
determina la naturaleza exacta de esta variante mediante analisis de secuenciacion.
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Ejemplo 8. Deteccion de cepas del VHB resistentes a lamivudina

A través de la analogia con el VIH y la resistencia frente al compuesto antiviico 3TC (lamivudina o
(-)-B-1-2’,3'-didesoxi-3'-tiacitidina), se predijo que tras el tratamiento de pacientes infectados con VHB con 3TC, se
seleccionarian cepas viricas que mostrarian resistencia en el motivo YMDD en el gen pol de la HB. El motivo YMDD
esta localizado fisicamente en la region HBsAg, pero se codifica en otro marco de lectura. De ahi que esta parte de la
region pot del VHB se amplifique con la combinacion de cebadores HBPr 74-HBr 94, pero no con la combinacién HBPr
74-HBr 76. Las sondas que abarcan el motivo YMDD natural y el motivo YVDD mutante se indican en la figura 1,
respectivamente las sondas 95 a 100 y 101 a 103, asi como las sondas 115, 116, 127 y 132, produciendo las ultimas
sondas los mejores resultados en el ensayo LiPA. Se us6 dicho ensayo para determinar la presencia de mutaciones en
el motivo YMDD en el suero de un paciente infectado con el VHB durante el tratamiento con lamivudina. La fig. 7
muestra que en la primera fase del tratamiento (mayo de 1995) no se detectaron mutaciones. Durante el tratamiento, la
carga virica disminuyo, alcanzando un nivel de aproximadamente 10" durante noviembre y diciembre de 1995,
después de lo que se observéd una progresion, dando como resultado un nivel tan alto como durante los primeros
meses del tratamiento en junio de 1996. De forma interesante, un ensayo LiPA realizado en febrero de 1996 indicé que
la mayoria de virus presente poseia una mutacion en el motivo YMDD, que habia cambiado a YVDD. En junio de 1996,
no se pudo detectar ningin motivo natural, sino Unicamente YVDD mutante. Con este ensayo, de esta manera se
pueden detectar faciimente cepas del VHB resistentes. Ademas, la deteccion combinada del motivo YMDD vy los
mutantes precore podria ser clinicamente importante en la prediccion y pronéstico del tratamiento adicional.
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REIVINDICACIONES
Procedimiento para la deteccion y/o el analisis genético del VHB en una muestra bioldgica, que comprende:

(i) si es necesario, liberar, aislar o concentrar los acidos polinucleicos presentes en dicha muestra;

(ii) si es necesario, amplificar la parte pertinente de un gen del VHB adecuado presente en dicha muestra con al
menos un par de cebadores adecuados;

(iii) hibridar los acidos polinucleicos de la etapa (i) o (ii) con una combinacion de al menos una sonda de cada uno
de los siguientes grupos:

-SEQID 88

-SEQID 89

-SEQID 9, 118, 119, 120, 121
-SEQID 10

- SEQID 122, 123, 124, 125, 126
- SEQ ID 42;

(iv) detectar los hibridos formados en la etapa (iii);
(v) inferir el genotipo del VHB presente en dicha muestra a partir de la(s) sefial(es) de hibridacion diferencial(es)
obtenida(s) en la etapa (iv).

Kit de ensayo para la deteccion y/o el analisis genético del VHB presente en una muestra bioldgica de acuerdo
con el procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende los siguientes componentes:

(i) cuando sea apropiado, un medio para liberar, aislar o concentrar los acidos polinucleicos presentes en dicha
muestra;

(i) cuando sea apropiado, al menos un par de cebadores adecuados;

(iii) al menos una sonda de cada uno de los siguientes grupos:

-SEQID 88

-SEQID 89

-SEQID 9, 118, 119, 120, 121
-SEQID 10

- SEQID 122, 123, 124, 125, 126
- SEQ ID 42;

posiblemente fijada a un soporte solido;

(iv) un tampon de hibridacién, o componentes necesarios para producir dicho tampon;

(v) una solucion de lavado, o componentes necesarios para producir dicha solucion;

(vi) cuando sea apropiado, un medio para detectar los hibridos resultantes de la hibridacion precedente;

(vii) cuando sea apropiado, un medio para unir dicha sonda a una localizacion conocida sobre un soporte sélido.
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