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Cada día hay más secuencias genómicas completas de un gran número de patógenos humanos. La disponibilidad de estas secuencias ha 
cambiado completamente el panorama para el desarrollo de vacunas, introduciendo una nueva línea de pensamiento en este proceso. 
Esta metodología comienza por la secuencia genómica y mediante un análisis computacional se predicen aquellos antígenos más 
probables a ser candidatos vacunales. Por ejemplo, con el uso de herramientas bioinformáticas se puede hacer un pesquisaje in silico de 
aquellas proteínas expuestas en la superficie bacteriana, con vistas a identificar antígenos candidatos vacunales. La confirmación in 
vitro de estos resultados de localización celular y el uso de modelos animales para evaluar la inmunogenicidad de los candidatos acota 
finalmente el número de candidatos definidos por la computadora. A este proceso, aplicado por primera vez a Neisseria meningitidis 
serogrupo B, se le denomina vacunología inversa. La genómica también brinda información sobre la biología y la virulencia de especies 
patogénicas mediante la genómica comparativa. En este trabajo de revisión, describimos cómo la genómica puede ser usada en la 
identificación de nuevos candidatos vacunales. 
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Introducción 

Recientemente ha habido dos innovaciones importantes en el campo 
de las vacunas. La primera ha sido el advenimiento de las técnicas 
modernas de biología molecular que han permitido la invención de 
importantes vacunas para la humanidad. Ejemplo de ellas son las 
vacunas recombinantes como la vacuna contra la hepatitis B, basada 
en la proteína de la envoltura viral expresada y purificada a partir de 
levaduras (1). La segunda revolución en el diseño de vacunas es el 
resultado del uso de la genómica. La genómica es en general el 
conjunto de herramientas para analizar o visualizar toda la 
información genética de un organismo o una célula en un momento 
dado. La genómica integra el análisis de las secuencias de ADN y la 
expresión de los genes, así como la anotación en bases de datos.  

Desde la primera publicación de la secuencia completa del genoma 
de un organismo vivo (Haemophilus influenzae) (2), numerosos 
reportes han aparecido en la literatura donde se describe la secuencia 
genómica de muchas otras bacterias patógenas. Por ejemplo: 
Helicobacter pylori, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, 
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Chlamydia 
trachomatis, Treponema pallidum, Micoplasma genitalum, Borrelia 
burgdorferi, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 
Escherichia coli, etcétera (3,4). Hasta ahora se han publicado 
alrededor de 175 secuencias completas y más de 400 genomas de 
otros microorganismos están siendo secuenciados. Una lista 
completa y actualizada de todos los genomas secuenciados o en 
estudio la podemos encontrar disponible por Internet 
[http://wit.integratedgenomics.com/GOLD/]. Esta gran cantidad de 
información ha contribuido con la ayuda de la informática, a la 
búsqueda de genes de interés, un proceso comúnmente referido como 
minería de genomas. La aplicación de la informática a la biología se 

considera una nueva rama de la investigación denominada 
Bioinformática. Esta disciplina se define en la actualidad como el 
estudio del contenido y flujo de la información en sistemas y 
procesos biológicos. Ahora es posible revisar la secuencia de un 
genoma, seleccionar genes específicos, determinar si un gen tiene 
una función determinada, diseñar oligonucleótidos para amplificar 
fragmentos codificantes por PCR y predecir localización subcelular, 
talla molecular, solubilidad, punto isoeléctrico, etcétera, de una 
proteína. Todo esto podemos hacerlo desde una computadora 
(análisis in silico) antes de llevar a cabo cualquier experimento en el 
laboratorio (5).  

Vacunología inversa 

El desarrollo de una vacuna es en los inicios el proceso de identificar 
aquellas estructuras únicas capaces de generar respuesta inmune 
protectora. Usando técnicas tradicionales, este proceso lleva 
comúnmente a ensayos de prueba y error y a la eliminación de 
algunos candidatos en estudio. El análisis bioinformático de los 
genomas bacterianos permite la identificación racional de las 
proteínas que pudieran estar expuestas al sistema inmune y así 
minimiza grandemente los ensayos de prueba y error en el diseño de 
vacunas de subunidades. Por ejemplo, para las bacterias patógenas 
extracelulares los análisis in silico se centran en la identificación de 
proteínas localizadas en la superficie bacteriana expuestas al sistema 
inmune (6).  

Un candidato vacunal que induzca protección conferida por la 
inmunidad humoral debe cumplir los siguientes criterios: Estar 
conservado antigénicamente entre la mayoría de los aislamientos 
clínicos; inducir anticuerpos funcionales; proteger en un modelo 
animal; y en última instancia ser seguro y eficaz para uso en 
humanos. Los métodos clásicos para encontrar este tipo de 
candidatos han sido, por ejemplo, la inmunización de animales con 
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células enteras del microorganismo patógeno, el uso del suero 
policlonal generado en la búsqueda de proteínas inmunorreactivas 
mediante Western blot, seguido de la purificación de estas proteínas, 
la secuenciación de algunos fragmentos y posteriormente la 
clonación, expresión recombinante y determinación de la secuencia 
nucleotídica del gen que codifica para el candidato (Figura 1). Este 
proceso consume gran cantidad de tiempo y recursos y rinde un 
número limitado de posibles candidatos dentro de un período 
definido de tiempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo que muestra el proceso de desarrollo 
de una vacuna mediante métodos tradicionales (izquierda) o 
mediante el uso de la genómica y la bioinformática (derecha). El 
proceso se acelera grandemente usando la genómica en la etapa 
de la determinación de los posibles candidatos. 

 
La bioinformática tiene la capacidad de acelerar este proceso de 
descubrimiento permitiendo la rápida generación de una colección de 
candidatos vacunales potenciales para posteriores análisis en el 
laboratorio. Adicionalmente, este enfoque permite la evaluación de 
candidatos que normalmente son producidos por el patógeno en 
cantidades pequeñas y escapan al ser detectados por métodos 
tradicionales o clásicos. El enfoque in silico de un genoma en la 
búsqueda de candidatos vacunales parte del análisis de la secuencia 
nucleotídica, lo que permitirá detectar los candidatos, los cuales son 
posteriormente clonados, expresados y purificados como proteínas 
recombinantes, usados para inmunizar animales de experimentación 
y finalmente evaluados según su capacidad de inducir una respuesta 
inmune protectora. A este proceso, comparado con los enfoques 

clásicos, se le denomina vacunología inversa (Figura 1), término 
introducido por Rino Rappuoli en el año 2001 (7). La vacunología es 
la ciencia que combina el estudio del sistema inmune con la 
diversidad antigénica de los patógenos y aquellas formulaciones que 
pueden modularlo para prevenir o curar enfermedades.  

El análisis en la computadora (in silico) 

La primera etapa en el análisis de un genoma bacteriano involucra la 
identificación de todos los genes que codifican para proteínas y la 
asignación de la función probable a cada una de estas secuencias. Ese 
proceso se conoce como anotación del genoma. La anotación de los 
genes identificados se hace, por ejemplo, usando BLAST 
(herramienta de búsqueda de secuencias similares por alineamiento) 
(8). El programa BLAST busca secuencias homólogas en dos 
grandes bases de datos de secuencias: el GenBank y el SWISS-
PROT. La búsqueda usando BLAST está disponible en Internet a 
través del Centro Nacional de Información Biotecnológica de los 
Estados Unidos (NCBI) [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/]. 
Normalmente la anotación de un genoma la encontramos disponible 
por Internet cuando esta secuencia es publicada y guardada en las 
bases de datos. Pero debemos tener en cuenta que muchos genomas 
no se anotan correctamente y posteriores reanotaciones son 
publicadas sobre las ya existentes (9). Por tanto, muchos análisis in 
silico para identificar candidatos vacunales parten de una anotación 
llevada a cabo por los propios investigadores involucrados en el 
diseño de la vacuna en cuestión (10).  

Un segundo paso hacia la identificación de los candidatos in silico es 
el relacionado con la localización celular del producto de los genes 
anotados. Las proteínas una vez que son sintetizadas en la célula se 
localizan en diferentes compartimentos celulares donde ellas realizan 
sus funciones; para el caso de la célula procariota estos 
compartimentos pueden ser: el citoplasma, la membrana 
citoplasmática o el medio extracelular. En el caso particular de las 
bacterias gramnegativas podemos adicionar el medio periplasmático 
y la membrana externa. La localización celular de una proteína está 
predeterminada por su secuencia primaria, por eso se han 
desarrollado numerosos algoritmos computacionales que interpretan 
el posible destino final de una proteína a partir de su secuencia 
(Tabla 1). La gran mayoría de los programas disponibles se enfocan 
en la predicción de proteínas de membrana ya que son las más 
interesantes en el diseño de una droga o una vacuna.  

El programa SignalP 3.0 [http://www.cbs.dtu.dk/ services/SignalP/] 
predice la presencia y localización del sitio de corte del péptido señal 
en secuencias aminoacídicas de diferentes organismos incluyendo 
eucariontes (11, 12). El programa LipoP 1.0 [http://www.cbs.dtu.dk/ 
services/LipoP/] discrimina entre diferentes péptidos señales aquellos 
que predicen la formación de una lipoproteína (13), lo que es un 
indicio de localización en membrana. Otros programas como PSORT 
[http://psort.nibb.ac.jp/] integran diferentes algoritmos que predicen 
entre todas las variantes de localización celular para organismos de 
diferentes reinos (14).  
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Tabla 1. Ejemplo de algunos programas o bases de datos disponibles en Internet para la manipulación de secuencias de ADN y 
proteínas con el objetivo de buscar posibles candidatos vacunales. 

Objetivo Nombre Dirección (URL) 
Búsqueda de secuencias   
Genomas completos TIGR http://www.tigr.org/ 
 Sanger Institute http://www.sanger.ac.uk/ 
 GOLD database http://wit.integratedgenomics.com/GOLD/ 
 GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Por homología BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
Búsqueda de genes (ORFs)*   
ORFs en bacteria SMS http://bioinformatics.org/sms2/orf_find.html 
ORFs en eucariontes GENSCAN http://genes.mit.edu/GENSCAN.html 
Por homología blastx http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
Estructura secundaria   
Hélices alfa TMHMM 2.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 
Barriles-beta TBBpred http://www.imtech.res.in/raghava/tbbpred/ 
 PredictProtein** http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/  
Localización celular   
Péptido señal SignalP 3.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
Lipoproteínas LipoP 1.0 http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/ 
 PSORT** http://psort.nibb.ac.jp/ 
Identificación de epitopos   
Epitopos B y T IMTECH*** http://www.imtech.res.in/bic/ 
Unión a MHC I y II RANKPEP http://www.mifoundation.org/Tools/rankpep.html 

*   Con estos programas se pueden buscar ORFs (del inglés: Open Reading Frames) en secuencias cortas de ADN y no en genomas completos. Para 
esto existen programas más complejos como por ejemplo ARTEMIS. [http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/] que puede ser descargado 
libremente de Internet.  
** Este tipo de servidor manipula secuencias de proteínas utilizando un gran número de programas basados en algoritmos diferentes, dando un 
resultado más integral y confiable.  
*** Servicio bioinformático del Instituto de Tecnología Microbiana de la India, con numerosos programas para el diseño de vacunas de subunidad 
basado en la identificación de epitopos B y T.  

 

Por otro lado, existe otro gran número de programas que predicen la 
localización basados en la estructura tridimensional que adoptarán 
las proteínas y en predicciones de estructura secundaria (Tabla 1). Es 
muy típico que en bacterias gramnegativas las proteínas de 
membrana interna estén mayormente formadas por dominios con 
estructura de hélice alfa, mientras que las de membrana externa por 
motivos de láminas beta que en muchos casos forman los 
denominados barriles beta (15,16). Muchos de estos programas 
analizan los perfiles de hidrofobicidad de cada segmento de una 
proteína para así predecir si estos segmentos atraviesan la membrana 
(17).  

Para el caso de patógenos intracelulares donde la respuesta celular es 
la que determina la protección, la identificación de proteínas de 
membrana no es un requisito para reducir el número de candidatos. 
En cambio la identificación in silico de epitopos T pudiera indicarnos 
cúales son los genes con mayor probabilidad de codificar para 
proteínas inmunoprotectoras. 

El servidor RANKPEP disponible por Internet [http://www. 
mifoundation.org/Tools/rankpep.html] permite la identificación de 

péptidos que se unen a las moléculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad de clase I (MHC I) o de clase II (MHC II). 
Adicionalmente este programa hace un análisis de posibles sitios de 
corte por el proteosoma y predice cuáles ligandos del MHC I 
provienen de una digestión proteolítica por el proteosoma, lo que 
aumenta el rigor de la predicción (18). Estas predicciones permiten 
diseñar vacunas basadas en genes o péptidos quiméricos. 

Finalmente, gracias a que existe un gran número de microorganismos 
con sus genomas secuenciados, incluso dentro de una misma especie, 
se puede verificar si los genes candidatos detectados están 
conservados. Para ello localizamos las secuencias ortólogas en los 
genomas relacionados y usando herramientas de alineamiento como 
ClustalW [http://www.ebi.ac.uk/clustalw/] determinamos el grado de 
conservación de cada candidato. 

Genómica Comparada 

El análisis in silico de genomas completos tiene la potencialidad de 
proveernos con las bases para un entendimiento global de la genética, 
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la bioquímica, la fisiología y la patogénesis de un microorganismo 
dado. Como el número de genomas secuenciados se incrementa 
anualmente, es posible ahora comparar un grupo significativo de 
secuencias genómicas entre bacterias relacionadas evolutivamente. 
En particular, el análisis de variabilidad genética entre un patógeno y 
especies no patogénicas relacionadas. Este análisis genera 
rápidamente una colección de genes potencialmente responsables de 
la adquisición de virulencia y por tanto con implicaciones prácticas 
en el diseño de vacunas. Primeramente la genómica comparada nos 
da una guía en la búsqueda de proteínas para uso en vacunas de 
subunidad. Por otro lado, nos da una base racional para la atenuación 
estable y segura de vacunas vivas o vectores vivos para ser usados 
como portador de un candidato vacunal. 

La comparación de los genomas de cepas patogénicas de E. coli con 
la cepa de laboratorio K-12 mostró evidencias de una estructura en 
mosaico de estos genomas. Es decir, el cromosoma tiene una 
estructura básica común interrumpida por múltiples segmentos de 
ADN portando diferentes genes codificando para factores de 
virulencia. Diferentes combinaciones de estas “islas” de genes 
confiere a cada cepa de E. coli sus características fenotípicas y sus 
potencialidades patogénicas (19,20). La virulencia de muchos 
patógenos está frecuentemente correlacionada con la presencia de 
estos segmentos de ADN comúnmente llamados “islas de 
patogenicidad”. Usualmente estos segmentos son adquiridos por 
transferencia horizontal de genes y están ausentes en las especies no 
patogénicas (21). 

La genómica comparada también brinda importante información 
sobre la evolución de la patogénesis bacteriana. Nos descifra una 
serie de mecanismos diferentes que el microorganismo emplea para 
cambiar su apariencia antigénica. Como ejemplo tenemos, la 
variación de fase (22), la duplicación génica (23), y la tendencia a 
perder funciones rudimentales (24, 25).  

Recientemente se ha enfatizado en la secuenciación genómica de 
organismos estrechamente relacionados (26), lo que puede ser usado 
en principio para monitorear la variabilidad génica dentro de una 
especie. En particular, algunos ejemplos de comparación genómica 
entre aislamientos clínicos de un mismo patógeno han sido 
reportados (27, 28). El análisis comparativo de los genomas de H. 
pylori cepa J99, aislada en Estados Unidos en 1994 de un paciente 
con úlcera duodenal, y de la cepa 26695, aislada en Inglaterra antes 
de 1997 de un paciente con gastritis, reveló un importante número de 
genes cepa específicos (27). Estos genes pudieran estar involucrados 
en la severidad de la infección por H. pylori. 

La transferencia horizontal de genes es generalmente un fenómeno 
raro en el caso de las bacterias intracelulares como Mycobacterium 
spp. y Chlamydiaceae. En principio, la gran estabilidad de los 
genomas de las bacterias intracelulares aumenta las posibilidades de 
identificar proteínas blancos para ser usadas en una droga o una 
vacuna de amplio espectro. Sin embargo, la comparación de los 
genomas de dos cepas de M. tuberculosis (cepa 1551 virulenta 
aislada de paciente y cepa H37Rv adaptada al laboratorio), mostró 
más variabilidad que la que se esperaba inicialmente (28, 29). Tales 
divergencias pudieran tener importantes implicaciones para la 
patogénesis, la inmunidad y el diseño de vacunas, ya que estas 

proteínas parecen estar implicadas en la interacción con el 
hospedero. El Instituto Sanger de genómica se encuentra preparando 
la secuencia completa del genoma de Mycobacterium bovis BCG 
(98% anotado). La cepa atenuada de M. bovis BCG es el componente 
activo de la única vacuna existente contra la tuberculosis. Este 
resultado junto con el ya publicado de genómica funcional 
comparada en BCG (30), nos revelarán todos los mecanismos 
involucrados en la atenuación de esta cepa vacunal y adicionará 
pistas al diseño de una vacuna más racional y efectiva contra la 
tuberculosis. En el Instituto Finlay se trabaja en la comparación 
genómica de especies virulentas y no virulentas dentro del género 
Mycobacterium.  

El ejemplo del meningococo 

El primer organismo vivo en donde la genómica fue usada para la 
identificación de candidatos vacunales potenciales fue N. 
meningitidis serogrupo B (31). La compañía de vacunas Chiron en 
colaboración con el Instituto de Investigaciones Genómicas (TIGR) 
de los Estados Unidos, secuenció el genoma completo del 
meningococo de la cepa virulenta MC58 del serogrupo B (32). 
Durante los meses que duró la secuenciación de este genoma, y 
mientras se iban descifrando las secuencias nucleotídicas de todos los 
genes, un grupo de bioinformáticos detectó más de 600 candidatos 
vacunales mediante análisis in silico (Figura 2). De estos candidatos 
350 fueron clonados y expresados en E. coli y posteriormente usados 
para inmunizar ratones (31). El antisuero obtenido fue evaluado 
mediante ELISA de células enteras y FACS para verificar que estas 
proteínas eran antígenos expuestos en la superficie del meningococo. 
Adicionalmente, a estos sueros se les determinó la actividad 
bactericida, parámetro que correlaciona con la protección en 
humanos (33). Finalmente 91 nuevos antígenos de superficie fueron 
identificados, de los cuales 29 indujeron anticuerpos bactericidas. 
Después de evaluar la variabilidad de las secuencias de estos 
candidatos entre numerosos aislamientos clínicos el número se 
redujo a siete (Figura 2). 

En la Figura 2 se puede apreciar la reducción del número total de 
genes de un genoma a pocos candidatos vacunales usando 
metodologías in silico. También se aprecia la importancia de la 
confirmación in vitro de estos resultados de predicción y el uso de 
modelos animales para evaluar la inmunogenicidad de los 
candidatos. Datos tomados del trabajo publicado por Pizza y 
colaboradores (31).  

A estos antígenos detectados a partir de la secuencia genómica del 
meningococo se les ha denominado con las siglas GNA (del inglés 
Genome Derived Antigens). Hasta la fecha, los GNA candidatos 
vacunales más promisorios han sido: GNA33, una proteína 
relacionada con el metabolismo del peptidoglicano y la virulencia 
(34); NadA, una proteína de superficie involucrada en la adherencia 
(35); y dos lipoproteínas GNA2132 (36) y GNA1870.  

GNA1870 es una proteína de superficie y es considerada el candidato 
más atractivo para el desarrollo de una nueva vacuna 
antimeningocócica, ya que es capaz de inducir inmunidad protectora 
en animales de experimentación (37, 38). Esta proteína ha sido 
expresada a altos niveles en el meningococo para producir una 
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vacuna basada en vesículas de membrana externa (VME) donde este 
antígeno esté más representado (39). Este resultado demuestra las 
potencialidades de la genómica en el diseño y mejoramiento de las 
vacunas. La enfermedad meningocócica por el serogrupo B es un 
problema de salud en muchos países y la única vacuna existente 
basada en VME (VA-MENGOC-BC) ha sido desarrollada por el 
Instituto Finlay (40). Esta vacuna ha mostrado una eficacia 
satisfactoria en niños reduciendo la tasa de mortalidad y morbilidad 
por N. meningitidis B en Cuba desde su aplicación (41). En nuestro 
país, en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB) en 
colaboración con el Instituto Finlay, se trabaja en la identificación de 
nuevos candidatos a partir de estudios de Genómica y Proteómica de 
la cepa vacunal cubana del meningococo. En el departamento que 
estudia la enfermedad meningocócica en el CIGB se evalúan 
diferentes composiciones basadas en nuevos antígenos identificados 
a partir de la secuencia genómica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 2. Diagrama que muestra el principio de la vacunología 
inversa usando el ejemplo del meningococo serogrupo B. 

 

Después del éxito logrado con el meningococo, otros grupos han 
usado esta metodología para identificar candidatos vacunales contra 
algunos de los principales patógenos humanos. Ejemplos de bacterias 
que han sido estudiadas usando la vacunología inversa son: Bacillus 
anthracis  (42), S. pneumoniae (43), S. aureus (44), Chlamydia 

pneumoniae (45;46), Porphyromonas gingivalis (47), Edwardsiella 
tarda (48) y M. tuberculosis (49).  

Conclusiones 

La investigación en vacunas entró en una nueva era cuando la 
primera secuencia de un genoma fue publicada en 1995. Actualmente 
el proceso de la secuenciación de un genoma se ha acelerado 
grandemente y alrededor de 4 millones de pares de bases pueden ser 
procesadas en sólo 2 días. Contamos ahora con una valiosa 
información, muchas veces disponible para todos, que debemos saber 
utilizar en el diseño racional de nuevos fármacos para prevenir o 
curar enfermedades. Existen ya vacunas en ensayos clínicos basadas 
en nuevos antígenos descubiertos mediante minería de genomas. 
Dentro de pocos años se espera una nueva generación de vacunas 
compuestas por proteínas derivadas de genomas o por epítopos T y B 
predichos in silico. Con este trabajo intentamos hacer converger dos 
novedosas disciplinas en el campo de la vacunología: la genómica 
microbiana y la biología computacional, con el objetivo de dar a 
conocer el estado del arte en el diseño de vacunas en la era 
posgenómica. 
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Identifying Vaccine Candidates from the Sequence of a Bacterial Genome  

Abstract 

Whole genome sequence data are increasingly available for a wide range of human pathogens. The availability of these sequences has changed 
our approach to vaccine development entirely and introduced a new way of thinking in this process. This approach starts from the genomic 
sequence and, by computer analysis, predicts those antigens that are most likely to be vaccine candidates. The use of bioinformatic tools allows 
the comprehensive in silico screening of genome data for surface-expressed proteins, in order to identify candidate vaccine antigens. In vitro 
confirmation of surface location and the use of animal models to test immunogenicity further refine the list of proteins likely to be of use as 
vaccine antigens. This process, first applied to serogroup B Neisseria meningitidis, has been termed as reverse vaccinology. Genomics also 
enables valuable information concerning the biology and virulence of the pathogenic species to be extracted by comparative genomics. In this 
review, we describe how genomic approaches can be used to identify novel vaccine candidates. 

Keywords: Genomics, Vaccines, Bioinformatics, Reverse Vaccinology, Neisseria meningitidis. 
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