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Introduccion

Después del uso de agua potable, la pre-
vencién de enfermedades mediante la
inmunizacion activa con vacunas es la me-
dida mas coste-efectiva en salud publica.
El desarrollo de vacunas se ha visto in-
fluenciado a través de los afios por gran-
des avances tecnolégicos y cientificos que
han permitido superar los retos que plan-
teaban el disefio de estas intervenciones
para los distintos microorganismos [1].
Sin embargo, sobre finales del siglo XX,
los mismos paradigmas planteados en los
inicios de la vacunologia y que persistian
hasta entonces, parecian haber alcanzado
sus limites posibles precisdndose un nue-
vo cambio en nuestra manera de disefiar y
desarrollar vacunas [2].

La Vacunologia inversa (del inglés: “Re-
verse vaccinology”) fue el término pro-
puesto por el Dr. Rino Rappuoli sobre el afio
2000, para describir un nuevo concepto
en el desarrollo de vacunas [2]. Implica el
descubrimiento de potenciales antigenos
vacunales mediante el uso de la gendmica
y bioinformatica para recabar informacién
empleando una menor cantidad de tiempo
y con mayor probabilidad de éxito que con
los métodos convencionales (postulacién
experimental de potenciales antigenos)
[1-4]. Su instauracién ha posibilitado y ha
abierto el camino para el desarrollo de va-
cunas contra patégenos otrora imposibles,
siendo uno de los cataliticos mas impor-
tantes para el inicio de una nueva eraen la
vacunologia en el siglo XXI [5].

Vacunologia = convencional: La
exitosa historia de la vacunacion
y los limites alcanzados

Para entender la vacunologia inversa, es
necesario tener nocién sobre lo que se
consideraba hasta su introduccién como
vacunologia convencional. La historia de
la vacunaciéon es mas antigua de lo que se

data habitualmente. Los primeros regis-
tros son experiencias del mundo antiguo,
donde mediante la observacién se eviden-
ciaba que la exposicion a ciertos agentes
nocivos podria conferir proteccién contra
los mismos [6]. Este principio se llevd a la
practica mediante la inoculacién de la viru-
ela mediante la técnica conocida como la
variolizacion que se introdujo desde Asia
a Europa sobre principios del siglo XVIII. La
inoculacidn directa del patégeno suponia
una situacién de riesgo sustancial, dado
que el individuo variolado podia enfermar
gravemente de viruela [6].

Edward Jenner en 1796 propone un cam-
bio radical [6]. Basado en la mera obser-
vacién de que los infectados por la virue-
la bovina no padecian la viruela humana
durante los brotes, inicia la inoculaciéon del
virus vacuno en seres humanos, obtenien-
do la ansiada proteccion contra la viruela
sin pasar por la enfermedad [6]. Pese al
éxito de esta intervencidon, considerada
como la primera vacuna, los principios
clasicos de la vacunologia no aparecieron
hasta aproximadamente inicios del 1800
cuando se descubre que las enfermedades
son causadas por los agentes microbianos
patégenos. Fue Louis Pasteur quien define
estos principios, postulando qué para de-
sarrollar cualquier vacuna, bastaria con
“aislar” el microorganismo causal, “inac-
tivarlo/atenuarlo” mediante algin medio
fisico o quimico y luego “inyectarlo/inoc-
ularlo” en el individuo que se desea pro-
teger [2,7].

Este principio de “aislar, inactivar/atenu-
ar e inyectar/inocular”, es el que se ha se-
guido para el desarrollo de casi todas las
vacunas que conocemos en la actualidad
[2,7]. Durante los afios, ligeras modifica-
ciones se han aplicado al mismo, como por
ejemplo el hecho de que no necesitamos
inocular/inyectar todo el patégeno, sino
que una parte de este, preferentemente
relacionada con la transmisibilidad o viru-



lencia, seria suficientemente inmunogéna
y protectora [7]. Estas vacunas de subuni-
dades mantenian la efectividad de la in-
tervencién, mejorando su seguridad (una
parte del patégeno no tiene posibilidad
de replicar la enfermedad). Identificar
que partes del patdgeno serian potencia-
les buenos antigenos suponia un ejercicio
complejo y laborioso, precisando del estu-
dio experimental para inferir los probables
mecanismos patogénicos de la enferme-
dad [2]. Aun asi, los candidatos propues-
tos no siempre eran exitosos, perdiéndose
tiempo y recursos en el desarrollo de vacu-
nas inefectivas [2,7].

Un candidato vacunal descubierto medi-
ante este sistema fue la capsula polisacari-
da de algunas bacterias. Sin embargo, pese
a ser un componente con participacién
demostrada en la virulencia y transmisi-
bilidad de los patdgenos, presentaba una
efectividad erratica en los lactantes y una
corta duracién de la proteccién [8]. Uno de
los ultimos avances del siglo XX aparecid
para resolver este problema. Conjugando
la cdpsula polisacarida con una proteina,
se obtenia una respuesta inmune a la va-
cuna superior, de larga duracién y con la
capacidad de memoria inmunoldgica. Este
proceso llamado “glicoconjugacién”, aplica
conceptos inmunolégicos para el desarrol-
lo de vacunas, postulando que el uso de
proteinas induciria lo que se conoce como
una respuesta inmune T-dependiente, la
cual es clave para obtener la inmunogeni-
cidad y memoria inmunoldgica deseada

[8].

Aunque este Ultimo avance abrié paso al
desarrollo y la mejora de vacunas contra
varios patdégenos, por ejemplo, el neu-
mococo y el meningococo; aun quedaban
otros para los cuales no se podia producir
vacunas exitosas. El principio “aislar, inac-
tivar/atenuar e inyectar/inocular”, habia
llegado a sus limites permitidos, aun con
la ayuda de tecnologias como la glicocon-
jugacioén o el desarrollo de adyuvantes [2].
Para afrontar nuevos retos, un cambio de
paradigma era necesario.
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do capaces de conocer las proteinas que
pueden expresarse por cada secuencia
especifica de material genético [2,9,10].
Su primera aplicacion en la vacunologia
fue mediante el uso de técnicas recombi-
nantes para la expresion y purificacion de
proteinas que serian incluidas en vacunas
de subunidades [2,7].

Una nueva aplicacion de la genémica en la
vacunologia llegaria con el desarrollo de
técnicas de secuenciacidon masiva que per-
mitian secuenciar el ADN a mayor velocid-
ad y con un menor coste [2,9,10]. El primer
genoma completamente secuenciado de
un microorganismo (Haemophilus influ-
enzae) fue publicado en el afo 1995, mo-
mento clave del cual deriva la idea de la
vacunologia inversa [11]. Si somos capaces
de secuenciar el genoma completo de un
patdégeno, somos capaces de conocer to-
das las proteinas que puede expresar, es
decir, tendremos acceso a su completo
repertorio antigénico [2].

Este concepto fue utilizado para descu-
brir nuevos antigenos que pudieran ser
potenciales candidatos vacunales para un
patdgeno en el cual no se habian obtenido
mediante los medios convencionales. Se
habian desarrollado vacunas glico-conju-
gadas para todos los serogrupos relevantes
de Neisseira meningitidis, excepto para el
serogrupo B [2,12]. La capsula polisacarida
de la bacteria de este serogrupo presenta-
ba una similitud estructural con los acidos
polisialicos presentes en glicoproteinas
humanas [2,12]. Desarrollar una vacuna
conteniendo estos antigenos conllevaba
la posibilidad de obtener una pobre inmu-
nogenicidad o incluso riesgos de seguridad
con posible desarrollo de autoinmunidad
[2,12].

Con el objetivo de dar respuesta a este
problema, se férmula la estrategia de la
vacunologia inversa [2,12]. Primero se se-
cuencia el genoma completo del patdge-
no, en este caso el meningococo del sero-
grupo B. Luego, basados en la idea de que
la mayor parte de antigenos vacunales
potenciales suelen ser proteinas de super-

Vacunologia inversa: Descu-
briendo nuevos antigenos para
Viejos patogenos

ficie en las bacterias, mediante técnicas
bioinformaticas se identifican de la se-
cuencia gendmica aquellas proteinas que
tendran estas caracteristicas (analisis “in
silico”). Posteriormente, se expresan estas
proteinas utilizando la maquinaria de otras

El advenimiento de la gendmica ha per-
mitido la secuenciacion del ADN, sien-



canarias pediatrica -

Conferencia inaugural

bacterias, como Escherichia Coli. Una vez
expresadas las proteinas, se realizan prue-
bas en modelos animales para identificar
aquellas que tengan la capacidad de indu-
cir anticuerpos con actividad bactericida,
para luego seleccionar aquellas que sean
los mejores candidatos e incluirlos en una
vacuna [2,12].

Asi pues, se parte de la totalidad de
proteinas posibles tras la secuenciacion
completa, a tener aproximadamente 600
candidatos posibles tras el analisis in silico,
a 350 candidatos que pueden expresarse, a
28 proteinas con actividad bactericida, de
las cuales se seleccionaron tres [2,12]. La
vacunologia inversa habia conseguido en
un periodo de meses, lo que no se habia
podido encontrar con décadas de investi-
gacion y estudio. Los tres antigenos iden-
tificados (Factor H binding protein, Neisse-
rial adhesin A y Neisseria heparin-binding
antigen) se unieron a la vesicula de mem-
brana externa de Neisseria meningitidis
con su proteina PorA, conformando la va-
cuna de 4 componentes para el meningo-
coco del grupo B (4CMenB) [12]. Esta va-
cuna fue aprobada en Europa en el 2013
y ha mostrado ser segura, inmunogéna y
con recientes datos de efectividad tras su
introduccion en el calendario de inmuni-
zacion sistematico del Reino Unido en el
2015 [12].

La vacunologia inversa ha supuesto una
revolucion en el desarrollo de vacunas.
La posibilidad de tener el reportorio an-
tigénico de los microorganismos supone
una gran ventaja que ha abierto la inves-
tigacion de potenciales candidatos para
otros patdgenos, entre ellos: Streptococ-
cus agalactie, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia
Coli, Staphylococccus aureus, Clostridium
difficile y Chlamydia trachomatis [1-4].

Mejoras en el diseno original

La vacunologia inversa tiene ciertas lim-
itaciones [1]. Primero, sélo permite iden-
tificar antigenos proteicos. En segundo
lugar, la factibilidad de la secuenciacion
se ve influenciada por la complejidad del
genoma. El genoma de una bacteria o un
virus son accesibles, mientras que para
organismos mas complejos como hongos
y parasitos supone un reto adicional. Por
ultimo, el gran problema al que se enfren-

ta la vacunologia inversa es la variabilidad,
tanto la que ocurre intra-especies, como la
gue se puede producir producto de muta-
ciones y cambios en el tiempo [1].

En su uso para el desarrollo de 4CMenB,
se aplicé este enfoque para un Unico sero-
grupo de un microorganismo. A pesar de
seleccionar las proteinas mds conservadas
en las distintas cepas, se encontrd una
variabilidad importante en sus distintas
estructuras y expresion. Pese a ello, la es-
trategia de incluir 4 componentes en lugar
de uno sélo aseguraba que se mantuviera
una cobertura estimada de entre el 65%-
95% de las cepas circulantes en distintas
localizaciones geograficas [12]. El plant-
eamiento de futuras vacunas para otros
patégenos tendria que lidiar con este
problema a mayor escala al pretender cu-
brir varios serogrupos y serotipos para las
diferentes especies [1,3].

Para darle solucion a este problema se
ha intentado dar un enfoque diferente al
original utilizando las mismas herramien-
tas. La Pangendmica, estrategia utilizada
para el desarrollo de una futura vacuna
para Streptococcus agalactie, consiste
en utilizar la vacunologia inversa para se-
cuenciar no un genoma, sino todos los ge-
nomas de cada una de las cepas que cir-
culan y producen enfermedad con mayor
frecuencia; construyendo un genoma con-
junto (“pangenoma”) [1-4]. Es decir, ten-
dremos el repertorio antigénico completo
de todas las cepas epidemiolégicamente
relevantes y podremos desarrollar una va-
cuna con antigenos preservados pese a la
variabilidad intra-especies. Otras variantes
son la Gendmica Comparativa, que per-
mite identificar similitudes y diferencias
entre los genomas de diferentes micro-
organismos para poder entender los pro-
cesos evolutivos que influyen en estos ge-
nomas y tratar de predecir que antigenos
podrian mantenerse invariables en el ti-
empo [1-4]. Este enfoque ha sido utiliza-
do para intentar desarrollar vacunas uni-
versales para Streptococcus pneumoniae
y Streptococcus pyogenes [2]. Por Ultimo,
la Vacunologia inversa substractiva, en la
cual, mediante analisis comparativos de
los genomas, se pueden substraer aquel-
los genes que codifiquen para proteinas
de especies no patégenas, identifican-
do aquellos que sdlo estaran en especies
patégenas [1-4]. Este enfoque esta siendo



utilizado para identificar potenciales can-
didatos vacunales de especies patdgenas
de Escherichia Coli, sin el riesgo de afectar
a cepas que sean habituales comensales

[2].

Ademds de los métodos basados en
gendmica y protedmica, el desarrollo de
otras tecnologias complementara en un
futuro a la vacunologia inversa. Por ejemp-
lo, la Vacunologia estructural, que consiste
en el uso de cristalografia y bioinformati-
ca para modelar tridimensionalmente
proteinas al maximo detalle, pudiendo
identificar las regiones que serdn mas
imunégenas [13]. Se puede aplicar esta
estrategia a las distintas variantes de las
proteinas ya identificadas por vacunologia
inversa, siendo posible sintetizar una
proteina quimérica conteniendo las re-
giones mas inmundgenas de cada variante
[13]. La Vacunologia de sistemas es otra
tecnologia futura, con la capacidad de de-
scifrar los genes y vias del sistema inmu-
noldgico que se activaran tras la inmuni-
zacion, pudiendo identificar sefiales que
se correlacionen con la ansiada proteccién
[14]. Se puede utilizar a los antigenos en-
contrados por vacunologia inversa, para
poder seleccionar aquellos que tendran
mayor probabilidad de éxito [14].

Comentarios finales y perspecti-

vas futuras

Son tiempos emocionantes en el campo
de la vacunologia. El cambio de paradigma
propuesto con la vacunologia vnversa, nos
hallevado a entrar en una era de verdadero
desarrollo racional de vacunas, que nos da
esperanza de encontrar potenciales candi-
datos para patégenos que hasta hace unos
afios se consideraban imposibles. Mas
aun, el advenimiento de estas tecnologias
nos ofrecerd también la posibilidad de
mejorar muchas de las vacunas que utili-
zamos actualmente, asi como descubrir y
comprender mecanismos del patégeno el
hospedero y sus interacciones que se han
mantenido elusivos.

Dependera del uso adecuado de estas tec-
nologias futuras y del encomiable deseo
de superaciéon de la comunidad cientifi-
ca, construir sobre los éxitos obtenidos y
aprender de las dificultades encontradas
para poder prevenir mas enfermedades
mediante la vacunacion. El futuro de la va-
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cunacion nos espera con optimismo.
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Exploracion neurologica del re-
clen nacido

La exploracion neuroldgica neonatal me-
rece un capitulo a parte dentro de la ex-
ploracidn neuroldgica en la infancia, pues
el recién nacido presenta unas caracteris-
ticas propias y especificas, que varian en
funcién de la edad gestacional y del grado
de maduracion del SNC. Es fundamental
dominar la semiologia neurolégica de esta
etapa de la vida para poder diferenciar as-
pectos normales, propios de la edad gesta-
cional, de aspectos patoldgicos.

Antes de proceder a la exploracién, debe-
mos realizar una anamnesis detallada ha-
ciendo especial hincapié a los anteceden-
tes perinatales, edad gestacional, asi como
situacioén clinica actual del recién nacido.
Es primordial tener en cuenta el momento
en el que se realiza el examen, dado que la
exploracidon puede variar segln el estado
en que se encuentre el recién nacido: esta-
do de suefio o vigilia, tranquilo o llorando,
antes o después de la toma, etc. En ocasio-
nes es necesario hacer exploraciones se-
riadas para determinar si realmente existe
alguna alteracion.

Durante el taller enfocaremos de forma
practica la exploracién neurolégica del
recién nacido. Un examen estructurado y
sistematico, siguiendo siempre la misma
secuencia de exploracidn, reduce la posi-
bilidad de pasar por alto alteraciones sig-
nificativas que impliquen patologia neu-
rolégica. No obstante, la secuencia debe
ser flexible y adaptarse al estado clinico
del nifio. Desde un punto de vista practico,
tras una observacion cuidadosa, evalua-
remos de forma sistematica los siguientes
aspectos: la capacidad para despertar y la
vigilia, el tono vy la fuerza muscular, la can-
tidad y la calidad de los patrones motores
espontaneos y ante estimulos, los reflejos
primitivos y osteotendinosos, y aspectos
de la neuroconducta. Cada uno de ellos
es evaluado utilizando unos pocos items,

pero en ocasiones se necesita aumentar la
profundidad del examen, y segun la natu-
raleza del problema, puede ser necesario
la exploracion de otros dominios como la
sensibilidad, la funcion troncoencefalica,
funcién de esfinteres, etc.

Mediante la observaciéon del recién nacido
podemos obtener importante informacion
sobre su estado neuroldgico. Prestaremos
atencion al nivel de alerta, a la postura pre-
ferente en reposo, al estado de conducta
predominante (estado I: suefo profundo,
II: suefio ligero, Ill: somnoliento, IV: alerta
tranquila, V: alerta activay VI: llanto) y a la
actividad motora espontanea: movimien-
tos generales, temblor, sobresaltos, etc.
Ademas en esta etapa analizaremos otros
aspectos generales que seran utiles en el
enfoque diagndstico como el color y esta-
do nutricional, la frecuencia y regularidad
de la respiracion, forma y tamafio de la ca-
beza, estigmas cutaneos, rasgos dismorfi-
cos, etc.

En segundo lugar, valoraremos la reactivi-
dad y capacidad para despertar al estimu-
lo, evaluando las caracteristicas del llanto y
los movimientos provocados. Continuare-
mos con el examen del tono muscular: pa-
sivo (angulos franceses: popliteo, manio-
bra de la bufanda, dorsiflexion del pie, etc)
y activo (suspension ventral, traccion de
miembros superiores) asi como la fuerza
(valorando los movimientos espontaneos
o provocados: reflejo de Galant, reflejo de
extensién cruzada y respuesta de retira-
da, etc). Valoraremos los reflejos arcaicos
propios del recién nacido (reflejo de moro,
de busqueda, succién, prensién, marcha
automatica, etc). La exploracion secuen-
cial de estos reflejos nos permite a su vez
valorar el desarrollo madurativo de forma
evolutiva. Los reflejos osteotendinosos en
la etapa neonatal tienen escaso valor de
forma aislada, dependen de la experiencia
del explorador y muestran una gran varia-
bilidad en la intensidad de la respuesta in-
cluso en el mismo paciente, por lo que su



interpretacién clinica debe ser considera-
da con cautela. Por Ultimo, analizaremos la
neuroconducta del recién nacido: el nivel
de alerta, la orientacion auditiva al sona-
jero (desviacion de la mirada y giro de la
cabeza al estimulo), la orientacién visual
al estimulo (con una imagen de contraste
blanco/negro o un objeto de color rojo),
el pico de excitacién (umbral del llanto y
duracion), la consolabilidad, el llanto y la
variabilidad de los estados de conducta.

Exploracion neurologica del lac-

tante

Una herramienta clave del examen neuro-
l6gico en esta etapa de la vida es la explo-
racion del desarrollo psicomotor. Entende-
mos por desarrollo psicomotor la progre-
siva adquisicion de habilidades del nifio,
en las diferentes areas (sociabilidad, len-
guaje, manipulacién, motora) durante los
primeros 4 afios de vida. Es imprescindible
conocer el desarrollo normal del lactante y
las variaciones de la normalidad, dado que
en muchas ocasiones, la primera manifes-
tacion de enfermedad es un retraso o es-
tancamiento en el desarrollo. Es interesan-
te conocer ademas los principales signos
de alarma que nos obliguen a descartar
patologia neuroldgica. Para la evaluacion
del desarrollo psicomotor es util el uso sis-
tematico de escalas o test, como la esca-
la de Haizea-Llevant, que utilizaremos de
forma practica en el taller mediante casos
clinicos. La valoracion se basa fundamen-
talmente en la entrevista clinica y en la ob-
servacion (estado de alerta, calidad de la
interaccién, actividad espontdnea, juego,
etc) dejando para ultimo lugar la aproxi-
macion al nifio y su manipulacidn.

Tras esta evaluacion inicial del desarrollo
pasaremos a completar la exploracion fi-
sica general (antropometria, perimetro y
morfologia craneal, auscultacién cardio-
pulmonar y abdomen, evaluacion de sig-
nos dismorficos, estigmas cutaneos, etc)
y neuroldgica. Valoraremos los reflejos
primarios en los primeros meses de vida,
teniendo en cuenta la evolucién cronold-
gica de los mismos. La exploracién de los
pares craneales se basa principalmente
en la observacion (asimetria facial con el
llanto, motilidad ocular, deglucién, etc).
En cuanto al tono muscular, evaluaremos
el tono pasivo mediante la extensibilidad
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de los angulos, y el tono activo/postural
durante la actividad; asi como la palpacién
de la consistencia de las masas muscula-
res. La fuerza la valoramos mediante la
actividad espontdnea y provocada, fijan-
donos en posibles asimetrias en el uso o
postura corporal. Los reflejos osteoten-
dinosos pueden estar exaltados sin que
esto conlleve significado patoldgico, en
cambio la ausencia generalizada de re-
flejos nos sugiere patologia. El equilibrio
y coordinacién la evaluaremos median-
te el juego: precision al coger un objeto,
llevarse el objeto a la boca, volteo, paso a
sentado, gateo, etc. Los resultados deben
compararse siempre con lo esperado para
su edad. Destacaremos la importancia de
la observacidon de movimientos anormales
con o sin significado patolégico como la
distonia transitoria del lactante, variantes
del gateo, estereotipias, etc.

De forma general, y para concluir, es pre-
ciso tener en cuenta que el examen neu-
rolégico tiene sentido como un todo y
gue la presencia de un signo aislado tiene
poco valor, en si mismo, para establecer
un diagndstico. Ademas, la interpretacion
de toda exploracion debe realizarse, siem-
pre, en conjuncién con la historia clinica y
antecedentes del paciente, pudiendo esta-
blecer asi una sospecha diagnéstica y si es
posible, predecir un prondstico.
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