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VACUNES | EvOoLUcCIO

PER QUE ES IMPORTANT ENTENDRE LA DIVERSITAT GENETICA
DELS PATOGENS?

INAKI COMAS ESPADAS

Des del punt de vista de les intervencions en salut publica no hi ha millor arma que aquella que permet
prevenir la transmissio o aparicié de la malaltia. Dins del camp de les malalties infeccioses les vacunes
s’han convertit en aquesta arma i han permeés controlar-ne moltes. Avui dia hi ha un gran nombre de
malalties infeccioses emergents per a les quals no hi ha vacunes o malalties oblidades que estan ree-
mergint. Noves vacunes s'estan desenvolupant per atacar els patogens que s’hi relacionen. No obstant
aixo, i a pesar de la importancia del disseny d’'una bona vacuna, la diversitat genética dels patogens no
s’ha tingut sempre en compte. Lestudi d'aquesta diversitat pot indicar-nos com el patogen s'adapta a
la pressio del sistema immune i quina part de la resposta immune és beneficiosa per a I’hoste i quina
part per al patogen. Entendre aquesta relacié permetra predir fins quin punt sera eficag i universal una
vacuna i ajudara a dissenyar-les millor.

Paraules clau: variacié antigénica, tuberculosi, grip, sistema immune, malalties infeccioses.

UNA BREU HISTORIA DE LES VACUNES

Les malalties infeccioses han estat una de les principals
xacres de la humanitat. Vivint en el segle xx1 és dificil

identificats a Cuba en els anys posteriors a la guerra amb
Espanya. La mal anomenada grip espanyola va matar
el 3% de la poblacié mundial entre 1918 i 1920, cinc
vegades més morts que les causades per la Gran Guerra

adonar-se de l'impacte economic,
politic i militar que han tingut en la
historia. Als casos coneguts de les
epidemies de verola al Nou Moén
que van portar a la mort un 25%
de la poblaci6 asteca en un sol any
o la mort de vint-i-quatre milions
d’europeus durant els anys de la
pesta negra, cal afegir molts episo-
dis més. El projecte per al canal de
Panama va ser inicialment escomes
per Franca, que el va haver d’aban-
donar en part a causa de I’alta inci-
dencia de febre groga i malaria. De
fet, mentre els Estats Units d’Ame-
rica el construien, el 85 % dels tre-
balladors del canal de Panama van
haver de ser hospitalitzats en algun

«MOLTS DELS AGENTS
CAUSANTS DE LES MAJORS
EPIDEMIES VAN SER
DESCRITS EN EL SEGLE XIX
O COMENCAMENT DEL XX I
IDENTIFICAR-LOS VA OBRIR
UNA EPOCA D'INNOVACIO
EN LA PREVENCIO,
DIAGNOSTIC | TRACTAMENT
DE LES MALALTIES
INFECCIOSES»

que tot just havia acabat. Molts his-
toriadors culpen diferents plagues
del deteriorament de moltes urbs de
I'Imperi Roma i afirmen que aixo
va contribuir a la caiguda d’aquest.
De fet, 'anomenada plaga antonina
(165-185 dC), I'agent causant de la
qual es desconeix (s’especula que
era la verola), es creu que va matar
cinc milions d’habitants de I'imperi,
mentre que 'anomenada plaga jus-
tiniana va assotar I'Imperi Bizant{
(541-542 dC). El mateix Napole6 va
fer vacunar tot el seu exercit con-
tra la pigota i va lloar piblicament
Edward Jenner pel desenvolupa-
ment de la vacuna a pesar de ser
ciutada d’un pafs enemic.

Les causes de moltes malalties infeccioses només es

moment a causa d’aquestes malalties. I la construccié del
canal només va ser possible gracies a les mesures de pre-
venci6 contra els respectius vectors que acabaven de ser

van comencar a aclarir quan el 1680 la Royal Society
de Londres va reconeixer publicament les observacions

A l'esquerra, Tania Blanco. Pearl Nurse, 2010. Acrilic sobre taula, 65 cm de diametre.
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d’un cientific holandeés, Antonie van Leeuwenhoek,
sobre l'existéncia d’organismes microscopics unicel-
lulars. Que pogueren existir «entitats» que causaren les
grans epideémies ja havia estat proposat abans fins i tot
que les observacions de Leeuwenhoek per personat-
ges com Girolamo Fracastoro. Pero va ser el treball de
I’holandes i més tard de cientifics com Semmelweis (en
el camp de la higiene) i de John Snow (en el camp de
I’'epidemiologia) els que van servir de suport a la formu-
lacié de 'anomenada teoria del germen. Aquesta teoria
postulava que moltes de les malalties més comunes eren
realment degudes a infeccions per microorganismes, te-
oria que va rebre un suport definitiu amb els treballs de
Louis Pasteur i Robert Koch. Molts dels agents causants
de les majors epidemies van ser descrits en el segle X1x
o comengament del xx i identificar-los va portar a una
¢poca d’innovacié en la prevencid, diagnostic i trac-
tament de les malalties infeccioses (De Kruif, 1926).
Com a conseqiiencia de tot aixo, la segona meitat del
segle XX es va caracteritzar si no per ’eradicacio, si pel
desplagament de les malalties infeccioses com la prin-
cipal causa de morbidesa almenys als paisos desenvolu-
pats. En aquest sentit hi ha un consens general: el des-
envolupament de vacunes i les campanyes de vacunacio
massiva, moltes de les quals promogudes a escala mun-
dial, han salvat milions de vides i virtualment eradicat
moltes malalties (Nabel, 2013). Un paper central en la
historia de la investigaci6 en vacunes I'ocupa una malal-
tia a la qual se li imputa la mort de centenars de milions
de persones al llarg de la historia, la verola.

Al contrari del que es pensa, el procés d’inocular pa-
togens en les persones per generar una resposta immune
protectora a futures exposicions no va comengar amb
Edward Jenner, el metge britanic al qual s’atribueix cor-
rectament el desenvolupament de la primera vacuna. Els
primers casos d’inoculacié antivariolica sén atribuits a
una monja budista al voltant de I'any 1020 dC. Segons ha
quedat recollit, la monja mostrejava restes de les ferides
de pacients de verola i les introduia en les fosses nasals
de persones no malaltes, procediment que proporciona-
va un cert grau de proteccié contra noves infeccions. En
I’Anglaterra del segle xviil la versi6 bovina de la malal-
tia era tan important economicament com mortal ho era
la versi6 humana. El treball amb totes dues malalties va
portar Edward Jenner a desenvolupar i provar amb exit
la primera vacuna contra la verola —de fet, la primera
vacuna de la historia—, a partir de la versié bovina de
la malaltia. La vacuna no sols representa una fita cien-
tifica que va obrir el cami cap a moltes més sind que a
més va representar I'inici d’actuacions de salut ptblica
a gran escala, la qual cosa converteix la verola en el ma-
jor exemple d’eradicacié d’una malaltia a partir de plans
coordinats de vacunacié massiva. Ali Maow Maalin, el
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1977, a I'edat de 23 anys, resident a Merca (Somalia), es
va convertir en el darrer cas oficial de verola al mén i el
primer gran éxit de ’Organitzacié Mundial de la Salut
(OMYS) en l’eradicaci6 de les malalties infeccioses. L'exit
amb la vacunaci6 de la verola i en major o menor mesura
de malalties com la poliomielitis, rubeola, parotiditis o
la difteria no ha impedit, pero, que encara avui moltes
malalties infeccioses continuen essent comunes o hagen
ressorgit i noves aproximacions al desenvolupament de
vacunes es facen necessaries.

EL PUNT DE VISTA DEL PATOGEN

Una possible causa del fracas en el disseny de va-
cunes €s que en molts casos no s’ha tingut en comp-
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El virus de la grip estacional és del tipus H3N2. Aixo és aixi, pero,
només des de 1968, quan H3N2 va desplagar el subtipus anterior
(H2N2). A més, molts altres tipus en menor frequéncia continuen
circulant avui dia (HIN1, HIN2).

te la diversitat genetica del patogen i la seua capacitat
d’adaptar-se a noves pressions de seleccié com sén les
vacunacions o 1'is d’antibiotics. Des del punt de vista
genetic, els patogens, igual com les poblacions huma-
nes, no sén homogenis, han acumulat canvis al llarg de
la seua historia evolutiva. Hi ha patdgens amb una alta
diversitat genetica, que fins i tot presenten tipus pato-
gens i no-patogens, com és el cas d’Escherichia coli,
1 patdgens molt especialitzats amb molt baixa diversi-
tat, com €s el cas dels bacils de la lepra i la tuberculosi
o el bacteri de la pesta. Alguns presenten un alt nivell
de recombinacid, per exemple Neisseria meningitidis
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Existeix un consens general segons el qual el desenvolupament de
vacunes i les campanyes de vacunacié massiva, moltes de les quals
promogudes a nivell mundial, han salvat milions de vides i virtual-
ment eradicat moltes malalties.

«LA VACUNA CONTRA LA VEROLA NO
SOLS VA REPRESENTAR UNA FITA
CIENTIFICA QUE VA OBRIR EL CAMIi CAP
A MOLTES MES SINO QUE TAMBE VA
SIGNIFICAR L'INICI DPACTUACIONS DE
SALUT PUBLICA A GRAN ESCALA»

Lexit amb la vacunacié de la verola i altres malalties no ha impedit
que encara avui moltes malalties infeccioses continuen sent immu-
nes o hagen ressorgit i noves aproximacions al desenvolupament de
vacunes es facen necessaries.
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i alguns virus, mentre que altres s6n geneticament mo-
nomorfics. En el context de les vacunes aquesta variacio
preexistent ha de ser tinguda en compte, aixi com la ca-
pacitat del patogen de mutar i trobar variacions de fuga
al’acci6 del sistema immune o de la proteccié conferida
per les vacunes. Tots aquests aspectes relacionats amb
I’evolucié del patogen poden afectar el desenvolupa-
ment i la universalitat de noves vacunes. Per a il-lustrar
I'impacte de I’evolucié en el disseny de vacunes, veurem
dos exemples molt diferents: el cas de la vacuna de la
grip i el de la vacuna de la tuberculosi.

LA GRIP: EVADINT LA RESPOSTA IMMUNE

Els virus en general i els basats en ARN en particular
son els tipics exemples d’organismes que evolucionen
a tal velocitat que sén capagos de trobar solucions a
molts dels reptes que els posem per a prevenir-los i
tractar-los. No obstant aixd no sén només les altes ta-
xes de mutaci6 o de recombinacio el secret del seu exit,
siné també les grans dimensions poblacionals, que els
permeten trobar les solucions evolutives més Optimes
amb major rapidesa. Aquesta alta variabilitat t€ con-
seqiiencies directes en el disseny de farmacs i vacunes
per a tractar o prevenir la infecci6. Un cas paradigma-
tic, potser el més estudiat, és el de la vacuna usada cada
any per a la grip estacional.

El reservori natural per a tots els virus de la grip,
ja siga aquesta estacional o epidémica, son les aus. Els
virus de la grip que afecten humans sén coneguts com
atipus A i generalment sén diferenciats basant-se en la
combinaci6 de dues de les seues proteines, HA (hema-
glutinina) i NA (neuramidasa). Aquestes proteines sén
reconegudes pel sistema immune, en altres paraules,
son antigens. Cada esdeveniment important de recom-
binacié que ha generat noves combinacions d’aquestes
dues proteines ha comportat un canvi radical en la seua
antigenicitat, cosa que ha donat lloc a episodis pande-
mics més o menys rellevants. Aixo és el que va ocor-
rer amb el virus de 1918, que s’estima que va matar
50 milions de persones globalment i que comunament
és conegut com el virus de la grip espanyola. Aixi, per
exemple, el virus de la grip que ens afecta tots els anys
(també coneguda com a grip estacional) és del tipus
H3N2. Aix0, pero, és aixi només des de 1968, quan
H3N2 va desplagar el subtipus anterior (H2N2). A més
molts altres tipus amb menor freqiiencia continuen cir-
culant avui dia (HIN1, HIN2).

De tot el que s’ha exposat anteriorment queda cla-
ra la gran capacitat del virus de la grip per a generar
diversitat antigenica. De fet, atenent al mecanisme in-
volucrat i sobretot a les conseqiiencies de I'acumulaci6
d’aquesta variacid, se sol diferenciar entre episodis de
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Figura 1. Arbre filogenétic d’'una regié del gen HA de la grip A (H3N2)
a partir de mostres de virus obtingudes entre 1968 i 2002. Larbre
reflecteix un llinatge predominant del qual es deriven branques
secundaries que duren uns pocs anys. El llinatge central reflecteix
l'adaptacié de l'antigen del virus al llarg del temps com a resposta a
l'accié del sistema immune.

«deriva antigenica» i episodis de
«desplacament antigénic» (Ram-
baut et al., 2008). Als ultims m’he
referit ja i son els que generalment
comporten un canvi radical en la
composicié antigenica del virus.
Com que la poblacié general no
ha estat exposada anteriorment
a aquesta nova combinacid, el
resultat sén pandémies de major
o menor gravetat. Historicament
se’n distingeixen cinc, de grans
pandemies, incloent-hi la més
recent, coneguda com a grip A,
produida per un virus tipus HINI.

Al contrari del que ocorre quan el virus canvia to-
talment de composicié antigenica, la grip estacional
ha d’enfrontar-se al fet que la infeccié a una persona
genera un cert grau d’immunitat protectora que limita
el nombre de persones susceptibles al mateix tipus de
virus cada any. La manera en que el virus evadeix po-
blacions amb una alta immunitat adquirida és fent val-
dre 'alta taxa de mutacio i les grandaries poblacionals
que presenta, i que li permeten trobar variacions ami-
noacidiques que evadesquen la immunitat adquirida
per infeccions previes. El resultat d’aixo és que el virus
de la grip estacional és lleugerament diferent cada any
com a resultat d’acumular variacions de fuga al sistema
immune (figura 1). Es aquest canvi continu el que fa
que la vacuna recomanada contra la grip no puga ser
la mateixa cada any. Un comite d’experts decideix anu-
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alment quina és la millor combinacié d’antigens per a
generar immunitat general, basada en les dades dels ti-
pus de grip circulant en els anys anteriors. Per posar un
exemple, per a I'any 2013 ’'OMS va recomanar que la
vacuna estiguera composta per una mescla d’antigens
d’una soca detectada el 2009 de HINI, una altra del
2011 de H3N2 i una altra per a la menys comuna pero
present en molts paisos de grip tipus B, del 2010.

LA TUBERCULOSI: MANIPULANT LA RESPOSTA
IMMUNE

Un cas especial quant a I'impacte de la diversitat del
patogen en la resposta immune el constitueix el bacil
de la tuberculosi. Entre 1908 i 1921 dos microbiolegs
de I'Institut Pasteur, Calmette i Guérin, van aillar i van
cultivar mitjancant passes seriats el bacil de la tuber-
culosi bovina per crear una soca atenuada que es po-
guera usar per a immunitzar contra la infeccié tuber-
culosa en humans. Aquesta soca atenuada és coneguda
com el bacil de Calmette i Guérin
(BCG) i és la vacuna més usada en
la historia. La versié bovina de la
tuberculosi és causada per Myco-
bacterium bovis, que forma part
del conegut com a complex de la
tuberculosi junt amb altres bacils
que provoquen tuberculosi en ani-
mals perd rarament en humans i
els bacils que practicament només
provoquen tuberculosi en humans
(Mycobacterium tuberculosis i
Mycobacterium africanum). Per
bé que tots ells posseeixen dife-
rents noms especifics, les dife-
réncies a escala gendomica sén tan
petites (al voltant de 2.000 canvis
nucleotidics com a maxim) que avui dia serien consi-
derats una sola especie. Quan Calmette i Guérin van
desenvolupar la vacuna a partir d’'una soca virulenta de
la tuberculosi bovina no sabien que durant el procés de
passes al laboratori (a rodanxes de creilla suplementa-
des amb glicerol) es van produir una serie de canvis a
escala gendmica que es van incrementar quan la soca
de la vacuna es va distribuir per laboratoris d’arreu el
moén. Com que en aquella época no existien metodes
per a mantenir les mostres congelades, els laboratoris
van realitzar passes seriades per mantenir-les. El resul-
tat és que diferents soques de la vacuna van acumular
diferents mutacions en el seu genoma, el que va donar
lloc a una genealogia que permet seguir I’evolucié de
la vacuna durant els darrers noranta anys. D’aquesta
manera la vacuna contra la tuberculosi es va convertir

«EL VIRUS DE LA
GRIP ESTACIONAL ES
LLEUGERAMENT DIFERENT
CADA ANY COM A RESULTAT
D'’ACUMULAR VARIACIONS DE
FUGA AL SISTEMA IMMUNE.
AIXO FA QUE LA VACUNA
RECOMANADA CONTRA
LA GRIP NO PUGA SER LA
MATEIXA CADA ANY»

OMS/P. Virot
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Tipus de gens

La vacuna de la tuberculosi no és efectiva contra la forma més con-

tagiosa i comuna de la malaltia, la tuberculosi pulmonar en adults. Si
que ho és, i d’aci que es facen campanyes de vacunacié massiva amb
BCG als paisos amb alta incidéncia de tuberculosi, contra les formes
extrapulmonars de la malaltia en nens. En la imatge, una campanya
d'immunitzacié a Delhi (Uindia).

durar decades. No obstant aix0 la vacuna de la tubercu-
losi no és efectiva contra la forma més contagiosa i co-
muna de la malaltia, la tuberculosi pulmonar en adults.
Si que ho és, i d’aci que es facen campanyes de vacu-
nacié massiva amb BCG als paisos amb alta incidéncia
de tuberculosi, contra les formes extrapulmonars de la
malaltia en nens.

Aconseguir una vacuna efica¢ contra la tuberculosi
pulmonar s’ha convertit en un dels principals objectius
de ’OMS en els darrers trenta anys. Encara que la tu-
berculosi es pot curar si se segueix el tractament, s’es-
tima que un ter¢ de la poblacié mundial esta infectada
de manera latent i que al voltant d’un 10 % presentara
simptomes de tuberculosi activa en algun moment de la
seua vida. Aixo0 indica que, si bé els casos actius poden
ser tractats amb antibiotics, en termes de cost-benefici
seria molt més efectiva una vacuna que en primer lloc
evitara la infeccié o que almenys impedira la reacti-
vaci6 de la infeccid latent. Més de deu candidats sén
actualment en diferents fases de desenvolupament, al-
guns dels quals ja s’estan provant en assajos clinics amb
humans. No obstant aixo0, la tuberculosi és una malaltia
complexa. Del seu agent causant, a pesar d’haver es-
tat descobert fa més de cent anys, sabem encara poc,
aixi com de la interaccid entre el bacteri i el sistema
immune durant la infeccié. L'arribada de la seqiienci-
acié genomica, i més recentment de les tecnologies de
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Tania Blanco. Overdose Prescription, 2007-2010. Escaiola, acrilic i cartré, dimensions variables.
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seqiienciacié massiva, esta permetent entendre en tota la
seua extensio la diversitat d’aquest patogen, la qual cosa
ha portat a nous coneixements sobre la manera com es
transmet, evoluciona i, per al tema que ens ocupa, com
respon al sistema immune.

Com hem vist en el cas de la grip, la majoria de pato-
gens d’'una manera o una altra acumula canvis en aque-
lles zones o proteines del genoma que sén reconegudes
pel sistema immune durant la infeccié. Aquestes protei-
nes son conegudes com a antigens i els canvis que s’hi
acumulen s’associen a la variacié antigénica, que per-
met al patogen evadir les defenses humanes. No obstant
aixo, el cas de la tuberculosi és especial. Un estudi que
aplicava tecnologies de seqiienciacié massiva sobre un
conjunt de soques representatives de la diversitat cone-
guda del bacil ha revelat que els antigens, i concretament
els fragments peptidics reconeguts pel sistema immune
coneguts com epitops, estan hiperconservats en Myco-
bacterium tuberculosis (Comas
et al., 2010). De fet si es compara
amb els gens essencials, gens que
no es poden eliminar en el patogen
perque sén necessaris per a sobre-
viure, els epitops estan igual o mi-
llor conservats i acumulen menys
canvis aminoacidics que els gens
no-essencials o altres zones no re-
conegudes pel sistema immune. No
obstant aix0, per experiments amb
ratolins sabem que la resposta im-
mune adaptativa i sobretot la refe-
rida a cellules T CD4+ és essencial
per a contenir la infeccié. Per que
el bacil de la tuberculosi no tracta
d’evadir aquesta resposta aprofitant
canvis en la seqiiencia dels seus epitops? La resposta
més senzilla és perque en el cas de la tuberculosi el pato-
gen necessita de la resposta immune per a transmetre’s.
La resposta immune permet al bacil completar el seu
cicle d’infeccid, primer induint un estat de laténcia i més
tard sobrereaccionant en el 5-10 % dels casos en que el
bacteri es reactiva. Es, de fet, la reacci6 inflamatoria part
de la causa del dany en els teixits del pulmé que s6n ex-
pulsats, junt amb el patogen, en esternudar, la qual cosa
els permet transmetre’s. Aquest cicle vital indica que, si
bé la resposta immune en part beneficia I’hoste, també
sembla que part d’aquesta reaccié beneficia el patogen.
De fet els pacients VIH positius amb baixos nivells de
CD4+ presenten amb més freqiiencia formes extrapul-
monars, no transmissibles de la malaltia, com també una
menor carrega bacillar en I'esput. A¢o indica que una
correcta resposta immune €s necessaria per a contenir
la infeccié en el pulmé en primer lloc i per a la posterior

«LA VACUNA CONTRA
LA TUBERCULOSI
ES VA CONVERTIR
INVOLUNTARIAMENT EN UN
EXPERIMENT D’EVOLUCIO
QUE VA DURAR DECADES.
NO OBSTANT AIXO, NO
ES EFECTIVA CONTRA LA
FORMA MES CONTAGIOSA
COMUNA DE LA MALALTIA»
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transmissié en els casos en que el bacteri es reactiva de
la infeccid latent.

Aquests resultats permeten també entendre per que
Peficacia de la vacuna BCG és tan desigual, ja que la
forma bovina del bacil a nivell genomic no és essen-
cialment molt diferent del bacil de la tuberculosi huma-
na. De fet és una bandera roja en el disseny de vacunes
que intenten usar alguns d’aquests epitops hiperconser-
vats, perque en part poden afavorir el patogen, no 1’hos-
te. Per tant, al contrari que altres aproximacions per al
disseny de vacunes que busquen identificar les regions
més conservades del genoma (coneguda com vacunolo-
gia reversa), potser, en el cas de la tuberculosi i d’altres
infeccions semblants, s’hagen de cercar nous antigens,
basats en regions hipervariables del genoma, que reflec-
tesquen una vertadera acumulacié de variacié de fuga
en resposta al sistema immune. Estrategies semblants a
les usades per Mycobacterium tuberculosis per aprofi-
tar part de la resposta immune per
completar el seu cicle vital han es-
tat recentment descrites per a altres
patogens com el VIH o Streptococ-
CUS pneumoniae.

Els dos casos analitzats, aixi
com molts més, porten a una con-
sideracié essencial. En un patogen
la variaci6 existeix i quan es dis-
senyen noves vacunes cal pregun-
tar-se diverses coses: Quina és la
naturalesa de la variacié preexis-
tent? Esta aquesta variacié unida a
pressions selectives immunes o de
vacunacions? Quina és la capacitat
del patogen d’adaptar-se davant de
noves pressions de seleccié? Res-
ponent aquestes preguntes es podran dissenyar millors
vacunes merces a un millor coneixement de la interacci
del sistema immune i el patogen, la qual cosa ens perme-
tra distingir entre aquells elements que formen part de la
resposta immune protectora enfront d’aquelles interacci-
ons que poden beneficiar el patogen.
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