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Resum // Summary

El génere Legionella va ser descobert el 1976 a arran d’un brot de pneumonia per Legionella
pneumophila a Philadelphia (Estats Units) que va causar més d’una vintena de morts. Des

d’aleshores, s’"han publicat nombrosos estudis per coneixer més d’aquest peculiar bacteri.

El geénere Legionella és un génere present a la natura i amb un reservori principalment relacionat
amb el medi aquatic. S’estima que les seves concentracions a la natura son baixes pero poden

augmentar en sistemes d’aigua artificials.

A l'inici de la década dels 1980, Rowbotham va veure que el génere era capa¢ de multiplicar-se
intracel-lularment a I'interior de protozous. A més, els protozous podien fer de reservoriiajudar
a la disseminacid de la malaltia. | aixi, va proposar una nova idea al camp de la microbiologia:
bacteris com el genere Legionella podien parasitar organismes unicel-lulars com les amebes i
utilitzar els mateixos processos i estrategies per infectar els macrofags humans. El mecanisme
de transmissid inclou la inhalacié d’aerosols que continguin el bacteri i que un cop arriben als
alveols pulmonars, poden causar legionel-losi, sobretot en determinats grups de risc en la

poblacié.

Amb I'era de la genomica, aquest concepte s’ha estudiat en profunditat i s’ha vist que no només
utilitzen els mateixos processos per infectar humans, siné que manipulen les funcions de I’"hoste
amb proteines “impostores” per poder replicar-se i créixer en detriment de I’hoste. Aixi, utilitzen

proteines amb motius eucariotes molt similars a les de I’hoste per dur a terme les seves funcions.

Pero la vida del genere Legionella encara pot ser molt més complicada. A part de ser un bacteri
intracel-lular, pot formar part de complexos biofilms o passar a un estat més resistent al qual
anomenem VBNC. Aixi doncs, el genere té multiples estratégies per protegir-se i per sobreviure

a la natura i, conseqiientment, es poden colonitzar els sistemes d’aigua artificials.

Per evitar la disseminacid i les elevades concentracions de legionel-la en aquests sistemes, s’han
descrit una serie de mesures preventives de control d’instal-lacions i de desinfeccié en continu
de I'aigua. La concentracié baixa d’aquests bacteris a I’aigua és la principal mesura preventiva

per evitar possibles brots i disseminacio de la legionel-losi.

Malgrat aquestes mesures, les colonitzacions persistents en edificis d’alt risc encara sén un
problema de Salut Publica degut a la complexa biologia del microorganisme. L'estudi en
profunditat d’aquests bacteris intracel-lulars és clau per entendre la seva complexa ecologia i

per aplicar estratégies efectives per una bona prevencié.
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Legionella genus was discovered after a pneumonia outbreak in Philadelphia (United States) in
1976 that caused up to twenty deaths. Since then, many research studies have been conducted

to clarify different aspects of these peculiar bacteria.

Legionella spp. are present naturally in different environmental ecosystems with special
mention to aquatic environments. Their concentration in those habitats are estimated to be low
but this may change when they are in more comfortable environmental conditions such as in

man-made water systems.

In the early 1980s, Rowbotham discovered that Legionella spp is capable of multiplying
intracellularly inside protozoa. Moreover, they act as an environmental reservoir and can help
to disseminate these bacteria. This discovery led him to a new perspective in Microbiology:
Legionella genus can parasite unicellular eukaryotes like FLA and use the same processes and
strategies to infect human macrophages. Aerosols containing these bacteria are responsible for
the transmission of the disease and they cause LD when they arrive to the lung alveoli, especially

in immunocompromised people.

These concepts have been studied since then and they have been amplified using genomic
techniques. Legionella spp not only they use the same processes for infecting humans but also,
they can hijack important host functions and cell pathways using their “eukaryotic-like” proteins
or proteins with eukaryotic domains. Those proteins mimicry the ones present in host cell

pathways to manipulate host functions to the pathogen’s advantage.

However, Legionella life cycle can be even more complicated. Apart from being intracellular
bacteria, they can be part of complex biofilms or change into a more resistant form known as
VBNC. These bacteria have several and different strategies to protect them and to survive in

nature and, consequently, in colonized artificial water systems.

To avoid high concentrations of Legionella in water systems and to avoid LD dissemination, many
prevention strategies and disinfection methods have been described and regulated by law.
Maintenance of low concentrations of Legionella in water is the key to prevent outbreaks and

LD cases.

Despite all these measures, there are buildings permanently colonized by Legionella spp which
are still a concern for Public Health authorities. The need for studying these bacteria is important
to have a broader picture and to understand their complex ecology and, ultimately, to apply

effective prevention strategies.
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1. Introduccié
1.1. El camp de la microbiologia

Els bacteris estan a tot arreu, pero, durant milers d’anys van ser invisibles per a I'ésser huma.
Podriem dir que la seva existeéncia per a nosaltres és molt recent i que eren inexistents al nostre
coneixement fins que I’holandées Antonie van Leeuwenhoek va obrir la porta a la microbiologia
a mitjans del segle XVII. Va ser ell qui va agafar mostres d’aigua del llac Berkelse Mere, prop del
seu Delft natal. Observant una gota d’aigua, amb un microscopi fet per ell mateix, va veure per
primer cop el que va anomenar petites criatures ballarines. Aviat, va veure que eren a tot arreu
alla on mirava. Aquestes criatures ballarines és el que avui en dia coneixem com a

microorganismes.

A mitjans del segle XVIII, Carl Linnaeus va classificar aquests microorganismes al génere Caos
(sense forma) i al filum Vermes (forma de cuc). Un segle després, a mitjans del segle XIX, la
microbiologia torna a agafar empenta gracies als importants microbiodlegs Louis Pasteur i Robert

Koch. Era I'inici del camp com el coneixem a dia d’avui.

La gran majoria de bacteris sén peces molt importants perque el mon estigui en equilibri i
funcioni bé. En el cas de I'ésser huma, aquests simbionts que viuen i habiten amb nosaltres
mantenen un habitat i un equilibri impedint que patogens que poden ser una amenaca per la
salut puguin arribar i colonitzar-nos. Molts dels bacteris que ens envolten ens sén innocus o
beneficiosos i s’estudien amb el nom de microbioma. Ara bé, no només és important quins estan
amb nosaltres i on, sind també, amb quina quantitat. L’equilibri si no es manté o s’altera déna
lloc a que els bacteris que habiten amb nosaltres puguin passar a ser oportunistes causant
malaltia. Malgrat tot, encara molta gent avui en dia associa la microbiologia només a la
microbiologia clinica o médica. Es a dir, I'estudi de patogens i bacteris que causen malaltia. Tot
i no ser els més abundants, els patogens son dels millors estudiats per les conseqliencies que

poden causar dins la societat des d’ infeccions i malalties greus fins la mort.

Aguesta tesi va dedicada a un d’aquests patogens, un d’aquest anomenats “fastidiosos” i dificils
d’aillar, la Legionella.
1.2. Descobriment de la Legionella

La historia de la Legionella comenca a la 582 Convencié anual de la legi6 Americana que va tenir
lloc a I'Hotel Bellevue-Stratford a Philadelphia entre el 21 i el 24 de juliol del 1976. Poc després

del final de la convencié, més d’un centenar de persones, la majoria assistents, van comengar a
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tenir febre alta, tos, mal de pit i cansament i
van ser diagnosticats amb pneumonia. Alguns
van morir dies després i en total van arribar a

34 victimes mortals.

En aquell moment, la causa d’aquest brot era
un misteri. Tot i que cientifics del CDC
treballaven per determinar qué havia causat
el brot, no trobaven I'agent infeccids ni la font
de transmissio. David Fraser, cap de 'area de
patogens especials al CDC, conduia la
investigacié. Es van analitzar tant mostres
cliniqgues com mostres ambientals recollides a
I'hotel i es van incloure els patogens
respiratoris causants de la febre Q o Ia
psitacosis, pero tot va donar resultat negatiu.

David Fraser, 5 mesos després, al desembre

de 1976, va escriure I'informe final concloent

Imatge 1: Hotel Bellevue-Stratford, lloc del

brot al 1976. Font: Wikimedia que tot i que semblava una malaltia infecciosa

cap dels estudis microbiologics havia donat
un resultat positiu. Un mes més tard, dos cientifics que treballaven amb Rickettsia al CDC, Joseph
McDade i George Carter Shepard, van resoldre el misteri. McDade va observar clisters de
bacteris al teixit pulmonar de conillets d’india inoculats amb mostres de pacients del brot,
clusters que no havia vist previament. En aquell moment, utilitzaven cultius amb antibiotics per
evitar contaminacié amb bacteris comensals i va pensar que podria tractar-se d’'una
contaminacid. Perd McDade va decidir repetir I'experiment sense utilitzar antibiotics per
permetre que tot el que estigués a la mostra creixés lliurement i sense impediments. | un altre
cop va observar els clusters de bacteris amb forma de bacil que havia vist préeviament. Aleshores,
va demanar serum dels pacients del brot per provar si havia reaccié antigen-anticds. Aquesta
reaccié va ser positiva i juntament amb Shepard, van decidir fer tests a cegues entre bacteris i
serum. Aquestes proves van resultar concloents per anunciar el 18 de gener de 1977 que |'agent
causal del brot de I’hotel Bellevue-Stratford era un bacteri, batejat com a: Legionella
pneumophila [12]. Poc després de I'anunci, es va comprovar que Legionella havia causat
préviament altres brots esporadics sense causa definida: al 1942 a Fort Bragg, Carolina del Nord,

on Hugh Tatlock ailla de les mostres cliniques alguns bacteris semblants a les rickettsies i que
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després es va identificar com a Legionella micdadei [13]; al 1965 a I’hospital St Elizabeth’s a

Washington DCi al 1968 al Departament de Salud d’Oakland a Pontiac, Michigan) [14].

A partir d’aqui el génere ha estat en el punt de mira, s’han descrit més especies i el seu estudi
ha determinat que son bacteris amb reservori al medi aquatic, que normalment es troben a

I'interior d’amebes i protozous als qual infecten [1,7] o associats a biofilms [15,16].

1.3. Actualitat

La LD és considerada una malaltia emergent i de distribucid mundial ja que la seva transmissio
esta estretament relacionada amb les noves instal-lacions, tecnologia i nivell de vida
desenvolupades per I'ésser huma. També és malaltia de declaracié obligatoria (MDO) a la major
part dels paisos amb sistemes de vigilancia epidemiologica. Es probable que la magnitud de la
legionel-losi estigui infravalorada a nivell mundial degut a una insuficient accessibilitat a les
proves de diagnostic i la poca exhaustivitat dels sistemes de vigilancia, quan hi sén. La incidéncia
global és dificil de quantificar i sol ser més elevada en paisos desenvolupats on els recursos per
al seu diagnostic sén més accessibles. Per aquest motiu I'estimacio real de la seva incidencia és

complicada.

1.3.1. Epidemiologia

La tendeéncia dels ultims anys és un notable increment dels casos clinics per Legionella, tant a
nivell regional com a nivell europeu, malgrat que la mortalitat associada s’ha disminuit. Aquest
fet podria estar causat, entre altres coses, per la millora en les técniques diagnostiques i per la

reduccio del temps per a comencar el tractament adequat.

La incidencia de pneumonia per LD és variable i s’ha vist influenciada per I'area geografica,
I’época de I'any, més casos a finals d’estiu o tardor; i el grup de pacients afectat. Les persones
afectades solen tenir més de 45 anys (Imatge 2) i moltes vegades amb unes condicions de base
que els fan més vulnerables a la infeccid per Legionella: immunodeprimits, pacients amb COPD,
diabetics, fumadors, alcoholics, edat molt avancada. A més, hi ha parcialitat depenent del sexe:
els casos de pacients homes poden arribar a més del doble que els de dones (Imatge 2). A part
de a la comunitat, per les caracteristiques dels pacients als centres sanitaris, les pneumonies per
Legionella poden adquirir-se en un hospital, anomenant-se LD nosocomial o LD adquirida a
I’hospital. També grans edificis, com hotels, sdn potencials fonts de transmissié del bacteri i les
LD diagnosticades en aquets casos es coneixen com a LD del viatger (Imatge 2). Els casos

diagnosticats s’estudien a escala epidemiologica, es cerca la possible font de transmissio i es
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poden agrupar en forma de brot (diferents casos al mateix lloc i temps), casos agrupats (si no

coincideixen en el temps) i casos esporadics (sense coincidir en temps ni espai).

A la majoria de paisos desenvolupats i amb una xarxa de vigilancia epidemiologica és una
malaltia de declaracié obligatoria. A Espanya ho és des del 1995 (Real Decreto 2210/1995 de 28
de desembre) i els casos identificats, incloent-hi LD i febre de Pontiac, es notifiquen al Centre
Nacional d’Epidemiologia a través de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica (RENAVE). A
més a més, en I'ambit europeu, 31 paisos de la EU/EEA notifiquen els casos al ECDC i les dades
son publicades a ELDSNet, fet que ajuda a identificar casos relacionats amb LD del viatger.
Igualment, 11 paisos fora d’aquest marc també tenen accés a aquesta eina (Andorra, Australia,
Canada, Israel, Republica de Corea, Sud-Africa, Suissa, Tailandia, Turquia, Emirats Arabs Units, i
els Estats Units). S’ha de remarcar que els criteris diagnostics del ECDC i de RENAVE son
diferents. El ECDC només té en compte les LD i no la febre de Pontiac, la qual cosa pot fer variar

el nombre de casos i declaracions.

Segons dades del ECDC-ELDSNet I'any 2017 els casos de LD a la EU/EEA van ser 9.238 amb una
incidéncia de 1.79 casos per 100.000 habitants (Imatges 2 i 3). El nombre de morts va arribar als
574 il'index de fatalitat al 8.23%. En el cas d’Espanya van ser 1363 casos amb una incidéncia de
2.93 casos per 100.000 habitants i 83 morts. En el cas de Suecia els casos van ser 189, la

incidéncia de 1.89 casos per 100.000 habitants, 28 morts i index de fatalitat de 16.28%.

Imatge 2: A) Distribucié en percentatge per franges d’edat dels casos de LD a la UE/EEA, Espanya i Suécia I'any 2017.
B) Distribucid en percentatge per sexe a la UE/EEA, Espanya i Suécia dels casos de 2017. C) Nombre de casos de LD a
la UE/EEA, Espanya i Suécia en el periode 2005-2017. D) Distribucié en percentatge dels casos per lloc de contraccié

de la infeccid al 2017. Font: Disease data from ECDC Surveillance Atlas: Legionnaires’ Disease.
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Imatge 3: Nombre de casos de LD per 100.000 habitants. Dades de I’'any 2017. Font: Disease data from ECDC

Surveillance Atlas: Legionnaires’ Disease.
La incidéncia de legionel-losi a Catalunya en els ultims 5 anys ha estat de normalitat, amb una
tendeéncia estable. L’any 2014 la incidencia va ser de 4,39, al 2015 de 3,68 i al 2016 de 4,39 per

100.000 habitants. (Butlleti Epidemiologic de Catalunya, BEC, volum 38 nimero 1 Anual 2017 i

volum 39 numero 2, Febrer 2018)

Aixi mateix, els casos de majors de 60 anys van suposar el 62 % i la raé home/dona va ser de
2,7 indicant un clar predomini de casos d’homes (Butlleti Epidemiologic de Catalunya, BEC,

volum 39 ndmero 2, Febrer 2018).

Legionel-losi, Catalunya 2017
Taxes d'incidéncia per regid sanithria * 100.000 habitants

442.48
- as-68
- 51242

* Font | elaboracié: SGVRESP

* Dades provisionals

Imatge 4: Nombre de casos de legionel-losi a cada regid sanitaria per 100.000 habitants. Dades provisionals de I'any

2017. Font: Subdireccié General de Vigilancia i Resposta a Emergencies de Salut Publica (SGVRESP)
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2. Legionella

2.1. Descripcio general i morfologia
Legionella és un genere format per un grup de bacteris pleomorfics amb predomini de la forma

bacil-lar, amb 0.3 - 0.9 um de diametre i 2- 3 um de llargada. No obstant, la seva mida pot ser
molt variable arribant a més de 20 um de llargada depenent de les condicions i quan es troben
en cultiu in vitro [9]. Tot i que estructuralment es consideren bacils gramnegatius , Legionella
s’observa amb dificultat amb la tincié de Gram. La tecnica de Giménez, utilitzada per rickéttsies,
és tan rapida com la tincié de Gram i tenyeix el microorganisme de forma més efectiva [17]. No
formen espores, no sén capsulats i majoritariament sén mobils amb flagel(s) polaritzat(s),
exceptuant algunes espécies com Legionella longbeachae i Legionella oakridgensis [18]. Només
algunes espeécies presenten un sistema de quimiotaxi com Legionella longbeachae, Legionella
parisiensis i Legionella bozemanii [18]. No sén acid-alcohol resistents a excepcié de Legionella
micdadei que ho és lleugerament. Sén bacteris intracel-lulars facultatius estrictament aerobis i
el seu creixement al laboratori es pot veure afavorit en una atmosfera amb un 3% de dioxid de
carboni (CO;). Algunes especies poden presentar fluorescéncia al ser exposades a longituds

d’ona prop dels 360 nm.

Imatge 5: Tincié de Gram d’una colonia de Legionella pneumophila ( Microscopi Olympus BX41, Objectiu 100X, oli
d’immersid), es pot veure la tincié debil dels bacteris, la forma bacil-lar i les formes filamentoses. Credit: Tiscar

Graells, 19 de maig de 2015, Catlab Centre Analitiques AIE.

Legionella creix al laboratori en agar BCYEa i les colOnies tenen
-. un color blanc-grisds, marges llisos i amb aspecte de vidre
esmerilat, que poden ser visibles després de 3-10 dies d’incubacio

a 35-37 °C en condicions aerobies.

Imatge 6: Colonies de Legionella pneumophila, després d’una setmana d’incubacio, en agar BCYEa. Credit: Tiscar

Graells, 31 de maig de 2015, Catlab Centre Analitiques AIE.
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2.2. Taxonomia
Legionella esta classificada dins el suUper-regne Procariota, domini Bacteria, filum

Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordre Legionellales, familia Legionellaceae i

génere Legionella.

L'ordre Legionellales conté només una altra familia: la familia Coxiellaceae. Aquest ordre esta
format per bacteris intracel-lulars i com a novetat evolutiva caracteristica té la preséncia del
sistema de secrecid tipus IVB (T4BSS) anomenat Dot/icm (Defect in organelle trafficking /
intracellular multiplication) en tots els organismes d’aquest taxd. El sistema Dot/icm introdueix
dins la cel-lula hoste una gran quantitat de proteines efectores que modifiquen el
comportament de I'hoste per evitar la unid fagosoma-lisosoma i afavorir la multiplicacié

bacteriana dins dels compartiments intracel-lulars [19,20].

La familia Coxiellaceae conté diferents generes, molts dels quals no sén patogens per als
humans. Per aix0 no és tan coneguda en el mdn clinic i inclou els géneres: Coxiella, Aquicella,
Diplorickettsia, Rickettsiella, Candidatus Berkiella i Candidatus Cochliophilus. L’agent patogen
més conegut d’aquesta familia és Coxiella burnetii, agent causal de la febre Q [21]. Recentment,
un altre membre d’aquesta familia Diplorickettsia massiliensis també s’ha descrit com a patogen

per a I'ésser huma [22].

Dins la familia Legionellaceae s’han descrit, historicament, tres generes: Tatlockia, Fluoribacter
i Legionella [23]. Malgrat aquesta proposta, aquesta classificacid no va ser utilitzada pels
microbiolegs per falta de grans diferéncies fenotipiques entre elles. A més, s’ha vist que la familia
Legionellaceae és un grup monofiletic, amb Tatlockia i Fluoribacter com a grup parafiletic de

Legionella, i s’accepta, per tant, Legionella com a Unic génere dins la familia [24].

Actualment, s’han descrit més de 70 especies al genere Legionella. Perd és un nombre en
constant augment, la ultima descrita va ser a I'abril d’aquest mateix any, 2018, Legionella
indianapolisensis [25]. Dins una mateixa especie, els antigens O del LPS sén els que diferencien
entre serogrups. Pero, només un terg d’elles (24) s’han vist relacionades amb casos clinics i

patologia a I'ésser huma.

L'espécie més patogena a tot el mon i amb el nombre de casos identificats més gran és
actualment Legionella pneumophila amb gairebé un 90% [26,27]. Seguida de Legionella
longbeachae, que a Australia i Nova Zelanda pot arribar al 30% dels casos [9]. A més a més, com
a excepcio peculiar del génere, I'especie ‘Candidatus Legionella polyplacis’ descrita I’'any passat

[28] presenta moltes diferéncies respecte a les Legionella descrites fins ara: (i) és intracel-lular
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obligada, (ii) té una reduccié genodmica important i (iii) és un simbiont del genere de parasits

Polyplax spp.

L. adelaidensis 1 No L. lytica 1 No
L. anisa 1 Si L. maceachernii 1 Si

L. beliardensis 1 No L.massiliensis 1 No
L.birminghamensis 1 Si L. micdadei 1 Si
L. bozemanae 2 Si L. monrovica 1 No
L. brunensis 1 No L. moravica 1 No

L. busanensis 1 No L.nagasakiensis 1 Si
L. cardiaca 1 Si L. nautarum 1 No

L. cherrii 1 No L. norrlandica 1 No

L. cincinnatiensis 1 Si L. oakridgensis 1 Si
L. clemsonensis 1 No L. parisiensis 1 Si
L. donaldsonii 1 No L.pittsburghensis 1 No
L. drancourtii 1 No L. pneumophila 16 Si
L. dresdenensis 1 No L. quateirensis 1 No
L. drozanskii 1 No L. quinlivanii 2 No

L. dumoffii 1 Si L. rowbothamii 1 No

L. erythra 2 Si L. rubrilucens 1 No

L. fairfieldensis 1 No L. sainthelensi 2 Si
L. fallonii 1 No L. santicrucis 1 No

L. feeleii 2 Si L. saoudiensis 1 No

L. geestiana 1 No L. shakespeaeri 1 No

L. gormanii 1 Si L. spiritensis 2 No

L. gratiana 1 No L. steelei 1 Si

L. gresilensis 1 No L. steigerwaltii 1 No
L. hackeliae 2 Si L. taurinensis 1 No

L. impletisoli 1 No L. thermalis 1 No
L. indianapolisensis 1 Si L. tucsonensis 1 Si
L. israelensis 1 No L. tunisiensis 1 No
L.jamestowniensis 1 No L. wadsworthii 1 Si
L. jordanis 1 Si L. waltersii 1 No

L. lansingiensis 1 Si L. worsleiensis 1 No
L. londiniensis 2 No L. yabuuchiae 1 No

L. longbeachae 2 Si
Taula 1: Especies del génere Legionella , serogrups i casos clinics associats

2.3. Caracteristiques fisiologiques i metabolisme
Els bacteris del genere Legionella son catalasa positiva, oxidasa variable, ureasa negativa i

reduccio de nitrats negativa. Molts son productors de B-lactamases [29—31]. Algunes especies
poden sintetitzar cel-lulosa, important component en alguns biofilms bacterians [32]. Sén
guimioorganotrofiques, poc sacarolitiques i poc actives metabolicament. Per aquest motiu les
proves bioquimiques utilitzades generalment no sén Uutils per a la seva identificacié. La seva
principal font d’energia prové de la utilitzacié d’aminoacids que sdn catabolitzats en el Cicle de

Krebs. Necessita com a aminoacids essencials arginina, cisteina, metionina, serina, treonina,
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leucina, isoleucina i valina [33]. No poden utilitzar la glucosa ni altres glucids ni per via oxidativa
ni per via fermentativa (Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology, 2005). Tenen vies que
codifiquen per al metabolisme de glicids (via Entner-Doudoroff, via Embden-Meyerhof-Parnas,
via parcial de les pentoses fosfat) pero la seva utilitzacié per al creixement no esta clara [6,7,34].
El creixement en medi solid només es déna en un estret rang de pH (6.3-7.3), la temperatura
optima esta al voltant dels 35-37 °C i en condicions aerobies o amb una concentracié de 2 a 5%
de dioxid de carboni [1]. Aquests requeriments especials fan que no es puguin aillar en medis de
cultius convencionals. Com a font d’aminoacids s’utilitza I'extracte de llevat en medis de cultiu.
A més, un tret distintiu pel seu creixement i primo aillament en medis de cultiu és la necessitat
de L-cisteina [24], excepte Legionella oakridgensis i Legionella spiritensis [24], i les sals ferriques
estimulen el creixement. El medi per aillar Legionella també té carbé actiu, el que li dona aquest
color negre tan caracteristic, per detoxificar el medi de radicals oxidatius i evitar I’oxidacio de la
L-cisteina, i a-cetoglutarat per eliminar del medi els radicals lliures d’oxigen [24] i perqué aquest
cetoacid disminueix la fase lag [35). BCYEa - Buffered Charcoal Yeast Extract agar supplemented
with a-ketoglutarate - per les seves inicials en anglés, és el medi recomanat i que compleix els

requeriments d’aquest genere exigent. Tot i aixi, el seu creixement és lent.

Algunes soques no s’han pogut aillar en medi de cultiu i s’"han caracteritzat amb el co-cultiu amb
els seus hostes. Aquestes soques reben I'acronim de LLAP (Legionella-like amoebal pathogen), i
inclouen especies com Legionella lytica, Legionella rowbothamii, Legionella fallonii, Legionella

drancourtii i Legionella drozanskii [36,37].

2.4, Genoma

El génere Legionella té un genoma divers i dinamic. La mida és variable des de 2.37 Mb de
Legionella adeiladensis fins 4.88 Mb de Legionella santicrucis [38] i contingut GC variable [32]

des de 34.82% de Legionella busanensis a 50.93% de Legionella geestiana [38].

El pangenoma de Legionella estudiat, que inclou actualment 58 especies i 80 genomes [38], té
com a gens nucli, presents a totes les soques analitzades, alguns gens del T4BSS Dot/icm
necessaris per la seva replicacié intracel-lular [32,38] i aquest gens representen
aproximadament un 6% del pangenoma. Els gens accessoris (presents en dos o més soques) i
els gens Unics (presents en una sola soca) poden ser variables arribant a un 60% de contingut

especie-especific[32].

Els gens del T4BSS estan molt conservats, especialment el gen DotB que codifica per una ATPasa
i el gen IcmS que codifica per una proteina acidica citosolica [38]. Aquest sistema és versatil i

codifica i secreta més de 300 proteines efectores dins la cél-lula hoste. Aixi doncs, les proteines
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efectores sén variables entre espécies i estudis recents estimen que en conjunt de genere arribin
a 8000 [38,39]. Pero, d’aquestes, només 7 s’han vist efectores-nucli presents a totes les espécies

analitzades [38].

Aquesta variabilitat i plasticitat també inclou plasmidis, transposons i illes de patogenicitat
genomiques mobils [40]. Els plasmidis tenen una mida des de 14 kb fins a 238 kb i poden
codificar pilis amb capacitat de conjugar (gens tra-like per pilis del tipus F, llargs i flexibles o tipus

P, curts i rigids que permeten el contacte i unid entre bacteris) [32,40].

A més, Legionella és naturalment competent [19,41] podent incorporar DNA extracel-lular amb
la seva propia maquinaria de recombinacid [40]. Aquests elements mobils i la seva competéncia
natural, fan pensar que Legionella té una taxa de transferéncia horitzontal de gens (HGT) i
recombinacid altes. Per exemple, tenim que Legionella hackeliae i Legionella pneumophila soca
Paris tenen exactament el mateix plasmidi [32]. Tot i aix0, I'intercanvi de DNA genomic entre
especies es creu poc freqiient [39]. Aquesta incorporacié de DNA per HGT fa augmentar la mida

del genoma i el percentatge AT[38].

Aquesta HGT i recombinacié s’ha donat també amb cél-lules eucariotes[40] fet que explica
perque hi ha proteines del génere amb dominis propis d’eucariotes o proteines que mimetitzen
les dels eucariotes sent un dels trets més distintius del génere. Aquestes sén proteines que
interfereixen en el funcionament de I’'hoste modulant les seves funcions i permeten la seva
replicacié intracel-lular [32,38,40]. Moltes d’aquestes proteines efectores tenen dominis
eucariotes (137 descrits) o sén proteines mimetiques eucariotes (250 descrites) com proteines
amb dominis d’anquirina, dominis U-box i F-box, esfingosina 1 fosfat liasa o dominis SET. Com a
exemple, les GTPases tipus Rab sén GTPases eucariotes que el genere Legionella ha adquirit
dels seus hostes i fins avui en dia no han estat descrites en cap altre procariota [38]. Aixi doncs,
moltes de les proteines amb motius eucariotes sén desplacades al citoplasma de I’hoste on
modulen i interfereixen per la seva similitud les funcions de I’"hoste afectant diferents vies [26].
Amb aquesta tactica afavoreixen els seus propis proposits per al creixement i multiplicacié

intracel-lular [34].

La recombinacié homologa a Legionella pneumophila sembla un factor important a la diversitat
de la poblacié bacteriana i es ddna amb més freqiieéncia en zones ‘hotspot’. Aquestes zones
sovint es troben en zones que codifiquen factors de viruléncia com el LPS, o proteines de

membrana externa [42].

Evolutivament parlant, aquest génere presenta guany de DNA, amb genomes cada cop més

grans, a diferencia d’altres generes bacterians [38]. Una altra caracteristica evolutiva important
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és que especies patogenes per I’home i no patdogenes estan barrejades filogenéticament. Aixo
indica que, probablement, els gens de viruléncia que van fer possible la infeccié d’eucariotes van
ser adquirits independentment, diverses vegades i en diferents moments en el temps [32,38].
Aixi mateix, Legionella pneumophila i Legionella longbeachae tenen proteines efectores similars
a les que tenen els seus hostes eucariotes i amb funcions semblants que han estat adquirides en
diferents moments de I'evolucié [32]. L'homologia entre proteines és variable i pot arribar al
35%, com a percentatge més alt entre les dues espécies amb més casos clinics: Legionella

pneumophila i Legionella longbeachae [32].

Aguests fets en conjunt donen forca a la idea de la gran taxa de HGT del génere i del seu

dinamisme i diversitat [19,32,38,40].

2.5. Ecologia

El génere Legionella té com a reservori principal el medi aquatic incloent rius, llacs, aiguamolls,
aiglies termals, aiglies subterranies o fonts [9]; tot i que s’ha aillat també en sediments, compost
i sols [9,43—45]. El principal mecanisme de proliferacié al medi natural és la multiplicacio
intracel-lular dins protozous com les amebes dels quals sén un important patogen[1]. Aquesta
és la principal rad per la qual sovint es troben associats i la seva relacié és important per
I’epidemiologia de Legionella [19,44]. Els biofilms aquatics també sén un dels reservoris més
importants, ja que fan relacions de sinergia amb altres organismes i treuen els nutrients
necessaris per al seu creixement i multiplicacié [44]. Tot i que poden presentar-se en forma
planctonica lliure i amb motilitat, el medi aquatic per se no té els suficients nutrients per la
multiplicacid bacteriana. I, en el cas que aixi fos, no podrien competir amb altres bacteris amb

un creixement i cicle cel-lular molt més rapid [24].

2.5.1. Amebes

Després del seu descobriment, es va intuir que la font d’infeccié de Legionella estava relacionada
amb I'aigua. Pero va ser, Rowbotham [1] qui va aportar una nova idea a la microbiologia: alguns
bacteris eren capagos d’infectar organismes unicel-lulars com les amebes i utilitzaven els
mateixos processos en la infeccid de cél-lules animals com els macrofags pulmonars en I’home.
Aixi doncs, els protozous es van veure com els hostes principals i naturals de Legionella, mentre

que la infeccié dels macrofags és una infeccid accidental i oportunista [24].
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Imatge 7: Extreta de [1] (Rowbotham,1980). Trofozoit de Acanthamoeba castellanii infectada per Legionella
pneumophila Oxford-1. Tincié modificada de Giménez. L= Vacuola que conté Legionella; n= nucli; c= vacuola

contractil; k= Klebsiel-la extracel-lular i I= Legionella extracel-lular al voltant de I'ameba.

Uns d’aquests protozous, organismes unicel-lulars, ubics i distribuits ampliament a la natura sén
les amebes de vida lliure (FLA). Les FLA es troben en sediments, sols i medi aquatic,
especialment, en aquells on hi ha bacteris, petites algues o petits fongs dels quals s’alimenten
[46]. Un cop fagociten els bacteris, el desenllag pot variar: (i) digestié via lisosoma, (ii) expulsid
en vesicules al medi extracel-lular per un mecanisme que no se sap si depen del bacteri o de
I’'hoste ni esta ben estudiat, o (iii) alguns bacteris han desenvolupat estrategies per evitar la
digestid i s6n capacos de viure dins d’elles i en alguns casos multiplicar-se [44]. En aquest ultim
cas, els bacteris es coneixen com a bacteris resistents a les amebes (ARB) [47]. Dins d’aquests
ARB, hi ha Legionella i altres patdogens per a I’lhome com els micobacteris, Pseudomonas,
Burkholderia cepacia o Stenotrophomonas maltophilia [47,48]. Les FLA, per tant, sén importants
per controlar i modelar la materia organica a la natura i als sistemes d’aigua artificials. Alteren
la composicié de les comunitats microbianes, o bé, eliminant bacteris per predacié o augmentat

poblacions bacterianes capaces de replicar-se al seu interior [44].

La interaccio Legionella - hoste és perjudicial per a aquest ultim. Ja que, a més de trobar un
ninxol replicatiu al seu interior, créixer i multiplicar-se [2]; inhibeixen el creixement de I'hoste,
la proliferacid i la motilitat quimiotactica i, en el moment de I'alliberament del bacteri al medi,

el mata [44,49].
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Imatge 8: (A) Ruta metabolica per defecte a I'interior d’amebes i (B) Legionella pneumophila modula la ruta
endocitica per establir un ninxol replicatiu dins la vacuola. Font: Tiscar Graells adaptat de [2].
Soil= Sol, Water=aigua
Molts dels ARB que es multipliquen en protozous estan especialitzats a créixer en un petit rang
d’hostes. Perod, una altra particularitat de Legionella és que té un gran ventall d’hostes que
abasten diferents filums de protozous com (i) Amoebozoa (Acanthamoeba, Vermamoeba
(Hartmannella), Dictyostelium, Ballamuthia, Echinamoeba), (ii) Ciliophora (Tetrahymena,
Paramecium) o (iii) Percolozoa (Naegleria, Tetramitus, Willaertia) [1,44]. Tot i que els hostes
més comuns pertanyen als géneres: Acanthamoeba, Vermamoeba (Hartmannella),
Tetrahymena i Naegleria [9,44]. Aquest gran rang d’hostes del genere és possible gracies a la
versatilitat génica que teneni que els permeten adaptar-se a les variacions dels diferents hostes.
Tot i aix0, s’"ha de mencionar que no totes les espécies poden infectar tot el rang d’hostes, les
caracteristiques de cada una fan que estiguin més especialitzades en unes espécies d’hostes i no
en altres. Per exemple: Legionella pneumophila, Legionella steelei, Legionella dumoffii, i
Legionella norrlandica poden multiplicar-se dins Acanthamoeba castellanii, pero Legionella
longbeachae, Legionella jordanis i Legionella anisa no poden [44]. Aixi doncs, el desenllag també
depén de qui és qui: bacteri i hoste, i de les propietats especifiques inherents a cada

microorganisme.

S’ha vist que les soques de Legionella cultivades préviament en FLA sén més virulentes en
models d’infeccié animal que les legionel:les que procedien de medi de cultiu [44,50]. Aixi doncs,
la interaccié FLA-Legionella és un factor critic per determinar tant per la persisténcia del bacteri

al medi com per la incidéncia i la severitat de la malaltia.

Pero aquesta relacio, encara pot ser molt més complicada, ja que les amebes sota circumstancies
desfavorables passen d’estar d’una forma activa anomenada trofozoit, que es divideix per
mitosi, a una forma dorment i amb un metabolisme baix anomenat cist que no es reprodueix

[3]. Aquests cists tenen una doble paret amb porus i resisteixen condicions desfavorables. Quan
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les condicions tornen a ser Optimes, es desenquisten i tornen a passar a |'estadi de trofozoit
actiu [3]. Les legionel-les no solen infectar les FLA quan estan en forma de quist, pero si les
amebes decideixen enquistar-se un cop estan dins, els proporcionen un entorn estable i protegit

[51].

Imatge 9: Extret de [3] (Fouque, 2012); Dreta: Acanthamoeba spp. Microscopi electronic de Transmissié: (A) Trofozoit

i (C) Cist. Microscopi electronic d’escaneig (B) Cist. Esquerra: Vermamoeba (Hartmannella) spp. Microscopi electronic
de  Transmissio (A)  Trofozoit i (C) Cist. Microscopi  electronic  d’escaneig  (B)  Cist.

Barra (escala): 2um. N=nucli, M= mitocondri, Ec=exocist, En= endocist.

2.5.2. Biofilms

Les legionel-les també poden trobar-se associades a biofilms, que no deixen de ser una altra
forma de resistencia front condicions adverses. Els biofilms estan formats per matrius molt
complexes de diferents microorganismes: bacteris, algues, petits fongs i FLA, que sén gran
consumidores de biofilms [9,44]. Les cel-lules del biofilm estan rodejades d’una matriu
extracel-lular rica en polisacarids, proteines, enzims, acids nucleics i lipids [52]. Es aquesta matriu
extracel-lular la que ddéna l'estabilitat mecanica al biofilm i la responsable de I'adhesid a
superficies o a I'adhesid cohesiva entre cel-lules per formar una xarxa 3D que interconnecta i
immobilitza temporalment les cél-lules immerses [4,52]. Les microcolonies immerses a la matriu
estan separades entre elles per canals que permeten el transport de nutrients, oxigen i material
genetic entre altres. Aixi, els diferents gradients de nutrients, pH, oxigen i temperatura supleixen

les variades necessitats dels diferents microorganismes que formen el biofilm [53,54].
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Imatge 10: Heterogeneitat d’un biofilm: Bacteris envoltats d’una matriu extracel-lular polisacarida amb diferents

gradients de nutrients i ampliacid de la composicid interior de la matriu extracel-lular. Font: Extret i adaptat de [4].

Sén unes estructures dinamiques que estan en canvi continu en espai i en temps i que permeten
una millor supervivéncia de tots els microorganismes associats [5,53]. Els biofilms poden
desprendre’s parcialment per diferents motius, com la pressié de I'aigua, fent possible la
colonitzacio d’altres parts i facilitant la seva extensid dins els sistemes d’aigua. Generalment, el
biofilm presenta tres fases principals amb 5 passos diferenciats: (i) unié substrat-bacteris o

bacteris-bacteris mitjancant estructures d’adheréncia, (ii) maduracié del biofilm i (iii)

alliberament i dispersid parcial a 'ambient [5,53].

Imatge 11: Passos necessaris per a la formacié i maduracié d’un biofilm. 1) Contacte i unié reversible al substrat. 2)
Unid irreversible. 3) Creixement i maduracid inicial 4) Maduracié i 5) Alliberament i dispersié parcial. Font: Extret de

[5].
Dins els biofilms, les legionel-les estan en gran part en forma sessil [9,24] pero poden passar a la
forma planctonica i alliberar-se a I'aigua [9]. Els biofilms les podrien protegir i podrien
proporcionar els nutrients necessaris per al creixement i multiplicacid inclus fora del medi
intracel-lular al qual estan adaptades [44]. La caracteritzacid de Legionella en aquests

ecosistemes és dificil, pero estudis amb models de biofilms han demostrat que la replicacié de
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Legionella pneumophila dins d’aquests era dependent de la preséncia dels seus hostes, és a dir,

de FLA. Tot i que, sense elles, les cél-lules poden persistir [24,51].

2.5.3. Temperatura
Legionella és un bacteri termotolerant, capac de sobreviure en un rang de temperatura ampli

(4°Cfins més de 60°C). Tot i aix0, es multipliquen entre 25°Ci42°C, amb una temperatura optima

de 35°C[19].

El manteniment de la temperatura fora del rang optim per al seu creixement és el que permet
mantenir mesures basiques i efectives de control als sistemes d’aigua. Aixi doncs, els sistemes
d’aigua han d’evitar rangs de temperatura entre 25°C - 45°C per evitar ser colonitzats.
Idealment, els sistemes d’aigua freda s’han de mantenir per sota els 20°C i els d’aigua calenta
per sobre els 50°C (Bartram, WHO, 2007). Tot i aixi, en preséncia de biofilms, aquestes mesures
de control no sén suficients, ja que els bacteris immersos estan protegits i temperatures molt

més elevades serien necessaries per afectar Legionella [55].

1000
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Imatge 12: Temps de reduccié decimal de Legionella pneumophila sg 1 a diferents temperatures (D = minuts

necessaris per reduir el 90% de la poblacié). Font: Bartram,WHO,2007.
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Imatge 13: Esquema de I'efecte de la temperatura en la viabilitat de Legionella. Font: Tiscar Graells.
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La temperatura exterior també pot afectar la relacié entre Legionella i els seus hostes. La
capacitat de creixement i replicacié dins les FLA pot ser depenent de temperatura [19,32] i no
només aixo, sind que la temperatura exterior també modula la motilitat i la viruléncia del bacteri
[19]. L'expressio flagel-lar o de pilis és més elevada a 30°C que a 37°C, I'adheréncia és més
elevada a 25°C que a 41°C i Legionella pneumophila cultivada a 24°C és menys virulenta que
cultivada a 37°C. Un augment de la temperatura per sobre dels 37°C a la natura, pot significar

un estres ambiental al qual el bacteri respon [56].

A més segons I'hoste, el rang de temperatura pot portar a un desenllag diferent: amb un hoste
més restrictiu com Acanthamoeba polyphaga la infeccié es déna si la temperatura és superior a
25°C mentre que si és inferior, Legionella és consumida [44], o com en el cas de Tetrahymena
on Legionella pot replicar-se a 35°C facilment pero és expulsada de la cél-lula a temperatures

més baixes [44].

Aixi doncs, la temperatura és un dels factors clau en el cicle de Legionella i afecta en molts
aspectes relacionats i sense ser excloents entre ells [44]: creixement, amplificacid, motilitat,
adherencia (inclos biofilms), canvi de comportament segons espécie o soca de Legionella o canvi

en la relacié amb la cél-lula hoste.

2.5.4. Relacidé amb altres bacteris

A la natura, els microorganismes competeixen pels mateixos nutrients i aquells més adaptats al
medi extracel-lular podrien tenir avantatges front Legionella, que és un bacteri adaptat al medi
intracel-lular i amb un metabolisme molt més lent. Aixi, el creixement de Legionella s’ha vist
inhibit per la presencia d’altres bacteris com els del genere Bacillus, o el génere Pseudomonas o
bacteris de la microbiota oral [1]. En el cas de Pseudomonas aeruginosa, |'autoinductor de

quorum sensing 3-oxo-C12-HSL inhibeix la formacio de biofilms de Legionella pneumophila [57].

La comunicacid per quorum sensing en el mateix génere Legionella també sembla important.
LAI-1 és I'autoinductor del sistema de quorum sensing i és |’Unic descrit actualment a I'espécie
Legionella pneumophila [57]. Aquest sistema consta de LgsA (: la sintetasa de I"autoinductor),
LgsA, les quinases LgsS com a sensors i el regulador de resposta LgsR. No esta clar que aquest
sistema participi en funcions com la formacié del biofilm, pero, si que és homoleg al d’altres
bacteris gramnegatius on si hi té relacié amb la viruléncia depenent de contacte i formacié de

biofilms [57].
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2.5.5. VBNC (Cel-lules viables pero no cultivables)

Legionella pot presentar-se en forma de cél-lules viables pero no cultivables. Aquestes cél-lules
tenen membranes més gruixudes, més resistéencia a factors quimics i ambientals i taxes
metaboliques més baixes [58], i tot i que son viables no poden créixer en cultiu. Aquesta
diferenciacid cap a VBNC es ddna per condicions desfavorables o estressants [59] per al bacteri
com desinfeccions (clor, temperatura) o condicions de fam o escassetat de nutrients [58]. En el
cas de legionel-les que han patit escassetat de nutrients, la resisténcia a temperatura o clor és
més elevada [58]. A més, no totes les cel-lules VBNC sén iguals [60] i podem trobar diferents
cel-lules depenent de la fase del cicle cel-lular en el que es trobaven originariament. La
recuperacioé de VBNC Legionella en cultiu sembla ser més eficient després del cultiu amb amebes
[58]. Aquest estadi encara dificulta més I'estudi de Legionella ja que metodes com el cultiu no

les detecten i poden ser obviades.

2.5.6. Cicle cel-lular

El cicle cel-lular de Legionella al seu ninxol ecologic natural consta d’una fase extracel-lular i
d’una altra intracel-lular. Durant les diferents fases esta exposada a diferents rangs de
temperatura i nutrients als que s’han de poder adaptar [26]. El seu cicle cel-lular consta de
diferents estadis pero el més simple i millor estudiat és el cicle bifasic [60] amb un estadi de
replicacié i un estadi de transmissié. Quan les condicions sén optimes (nutrients, temperatura)
expressen pocs factors de viruléncia i es troben en forma RPF (estadi cel-lular replicatiu). Si les
condicions canvien (manca de nutrients, augment de la temperatura) passa a la forma MIF
(estadi cel-lular de transmissid) i es torna mobil amb expressié de flagel(s), si en té, i més
resistent [26]. Aquesta MIF és la que trenca la cel-lula i s’allibera a 'ambient per comengar un
nou cicle d’infeccid amb un altre hoste i conseqlientment, la MIF té els factors de viruléncia

altament expressats.

Durant la fase replicativa, la transcripcié de gens relacionat amb el metabolisme d’aminoacids
s'incrementa. Durant la fase de transmissid, Legionella pneumophila expressa proteines
efectores del T4BSS Dot/icm que inclouen gens de sintesi de flagel i altres factors de viruléncia

[26].

El control per passar d’una fase a I’altra és complex i involucra una gran quantitat de gens. Per
minimitzar el cost energeétic, Legionella pneumophila utilitza una estrategia d’expressié genica
dual. Es a dir, quan les condicions sén favorables, els factors de viruléncia no sén necessaris i,
per tant, no sén expressats. Per altra banda, quan les condicions sén adverses, els gens de

viruléncia i transmissio s’expressen pero els bacteris no es repliquen [6].
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Imatge 14: Esquema dels diferents estadis de Legionella pneumophila durant el seu cicle cel-lular. (1) Entrada a la
ceél-lula hoste (2) Multiplicacié dins la LCV, evasio de la fusié fagosoma-lisosoma (3) Condicions desfavorables i
manca de nutrients condueixen al canvi de fase, expressié de gens de viruléncia (4) Bacteris lisen la vacuola i I'hoste
i son alliberats al medi extracel-lular (5) MIF de Legionella a I'ambienten forma lliure (6) Pot acabar formant part
d’un biofilm (7) Legionella pneumophila en cultiu liquid també té un cicle bifasic amb formes semblants a les que es

poden observar al medi natural. Font: Adaptat de [6].

Alafase de creixement de Legionella pneumophila els transportadors PhtA/J busquen i importen
aminoacids cap a la LCV (vacuola que conté legionel-la). Aquest transport actiu d’aminoacids del
citoplasma a la vacuola de replicacié també es fa utilitzant transportadors d’aminoacids de
I’hoste com SLC1A5, que esta sobre expressat a la cél-lula infectada. El ferro necessari per a la
replicacié és transportat pel sistema FeoAB a la LCV. El T4BSS Dot/icm també transposa
proteines efectores a través de la membrana per interferir en els processos cel-lulars de I’hoste.
El substrat AnkB del T4BSS canvia el metabolisme dels aminoacids i la degradacié de proteines
segrestant la maquinaria d’ubiquitinacié i el proteosoma, i d’aquesta manera proporciona

aminoacids per al creixement cel-lular dins la LCV[7].

Aguest substrat AnkB és molt important i un dels que presenta diferents dominis eucariotes com
(i) F-box (interaccié amb la lligasa d’ubiquitina de I’hoste SCF1), (ii) dos dominis ANK (que regulen
la interaccid proteina-proteina) i (iii) el domini CaaX que es pot modificar i fer que el substrat
AnkB passi a formar part de la membrana de la LCV. Un cop a la membrana, agrupa proteines
que han de ser degradades al proteosoma i, en canvi, les utilitza per acumular aminoacids que

son consumits a la replicacid intracel-lular dins la LCV [7].
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Imatge 15: Metabolisme esquematitzat de Legionella pneumophila dins els compartiments cel-lulars. Durant la
infeccio es forma un compartiment permissiu per a la replicacié o LCV. Des d’aqui el bacteri té accés als nutrients
necessaris per a la replicacid, especialment aminoacids, gracies a transportadors cel-lulars com PthA/PthJ, AnkB o

FeoAB. Font: Adaptat i simplificat de [7].

Durant el creixement exponencial, els recursos de la cél-lula i els aminoacids es van consumint
fins que arriben a concentracions critiques tals que els RNA de transferéncia no es carreguen
amb aminoacids. En aquest moment, Legionella pneumophila allibera la molécula ppGpp una
proteina sintetitzada per RelA i SpoT que alerta de condicions adverses [26]. El ppGpp es va
acumulant i estimula la transicié de RPF a MIF. Utilitzant el factor sigma RpoS, el ppGpp activa
la via reguladora de la transmissid: LetA/LetS. El factor RpoS és indispensable per la motilitat i
per I'evasid de la digestié endocitica i regula un altre factor sigma, FliA, que intervé en la
formacié del flagel activant FlaA, citotoxicitat depenent de contacte, evasié de la unié amb el
lisosoma, infectivitat i formacid de biofilm [6,26]. Al activar-se la via LetA/LetS, s’activen uns RNA
petits (RsmX/Y/Z) que actuen segrestant CsrA, una proteina repressora dels gens de transmissio

i conseqlientment permetent I'expressid d’aquests.

La proteina CsrA a la vegada actua sobre (i)el regulador LgsR del sistema de quorum sensing i
contribueix a la viruléncia i a la formacid de la LCV enviant senyals a les quinases LgsS per activar
LgsA i sintetitzar I'autoinductor LAI-1 [26], (ii) el regulador FleQ, que afecta FliA, (iii) el factor

sigma regulador RpoS i (iv) controla més de 40 substrats del T4BSS Dot/icm [6] .

Quan Legionella pneumophila troba un nou hoste i torna al medi intracel-lular, torna a la forma

RPF comencant un nou cicle.
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Imatge 16: Esquema model de la resposta de diferenciacié de Legionella pneumophila. Font: Adaptat i simplificat de

[6].

2.5.7. Sistemes de distribucio d’aigua artificials

Els sistemes aquatics artificials son reservoris de gran importancia epidemiologica perque tenen
una concentracié més elevada de microorganismes en comparacié amb els medis naturals

[44,61] com a conseqliencia d’'una temperatura mitjana més elevada en els primers [24].

Encara que la concentracid canvii, la distribucié d’hostes de Legionella en fonts d’aigua s’ha vist
gairebé uniforme amb algunes excepcions. Els filums Amoebozoa i Percolozoa es varen aillar de
forma predominant en totes les fonts d’aigua, tant naturals com artificials, i als sols analitzats.
El filum Amoebozoa va ser el més comu en les torres de refrigeracié i en els sistemes d’aigua

potable [44].

Els sistemes que poden estar colonitzats inclouen: cases privades, restaurants, spas, hospitals,
hotels, creuers o sistemes d’aiglies residuals [9]. Tot i els tractaments preventius o de xoc, s’ha
pogut aillar Legionella als sistemes d’aigua d’hotels, creuers i hospitals, fet que mostra la seva

rapida adaptabilitat per colonitzar o persistir en aquests sistemes [9].
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2.6. Patogenicitat i factors de virulencia

2.6.1. T4BSS

El sistema Dot/icm (Deffect in organelle trafficking / intracellular multiplication) pertany als
sistemes de secrecid tipus IV, en concret al tipus B (T4BSS) i és el principal sistema de
patogenicitat al genere Legionella i esta present en tot I'ordre Legionellales. Aquest sistema
transfereix proteines efectores dins la cel-lula hoste en un procés que requereix contacte
cél-lula-cel-lula i ATP. A dia d’avui hi ha més de 300 proteines efectores que son desplacades pel
sistema Dot/icm a Legionella pneumophila i que intervenen en tots els processos implicats en la
vida intracel-lular: replicacio, establiment de la LCV, entrada dins I’hoste, inhibicié del procés
apoptotic i alliberament al medi [26]. Aquest T4BSS forma un porus format per les proteines
IcmQ-lcmR que alliberen proteines efectores al citoplasma de I’hoste utilitzant xaperones com
IcmS o IcmW per a la seva translocacié [26]. Les proteines efectores poden ser diferents entre
especies indicant que no sén essencials o indicant un ninxol ecologic especific per cada espécie

[26].
Aquest T4BSS intervé en els seglients processos de I’hoste [26]:

- Trafic de vesicules i inhibicié de I'acidificacié dels endosomes

- Replicacié dins la LCV

- Regulacié de GTPases de I'hoste

- Traduccié de proteines de I'hoste i induccid de respostes d’estres
- Inhibicié apoptosis

- Interferéncia de les vies d’ubiquitinacié de I’hoste

El genere Legionella també té un sistema de secrecio tipus Il (T2SS) que és important en la

viruléncia i la replicacid dins la LCV [7].

2.6.2. Envolta cel-lular

L’envolta cel-lular de Legionella permet el contacte directe amb I'ambient i amb altres
microorganismes. Aquest contacte depen de les estructures de superficie i aquestes ultimes
poden tenir variacions depenent de la fase del cicle cel-lular. L’estructura de la paret
bacteriana de les legionel-les té una tipica estructura de bacteri gramnegatiu que consta de:

membrana interna, periplasma i membrana externa.
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Imatge 17: Esquema de la paret bacteriana de Legionella pneumopbhila i detall del LPS. Font: Adaptat de [8].
CP=citoplasma, IM= membrana interna, PP= periplasma, OM= membrana externa, OMV = vesicules de membrana
externa, LPS, PAL= lipoproteina associada al peptidoglica, FeoB= transportador de ferro, PlaB= fosfolipasa A,
MOMP= proteina major de membrana externa, Mip= potenciador de la infectivitat al macrofag, (e) Leg= acid
(epi)legionaminic, Rha= ramnosa, Man=manosa, QuiNAc= acetilquinovosamina, GIcNAc= acetilglucosamina, Kdo=

acid 3-deoxi-d-mano-oct-2-ulosonic, P=fosfat i Oac/AcO= O-acetil
La membrana interna de la paret bacteriana de legionel-la té com a fosfolipids principals:
fosfatidiletanolamina i fosfatidilcolina. També hi ha petites quantitats de cardiolipina i
fosfatidilglicerol. Una de les funcions principals de la membrana interna és la regulacié del
transport de ferro. L’adquisicié de ferro (Fe (ll)), via el transportador depenent de GTP FeoB, és

un dels processos crucials per al creixement del genere Legionella. Aixi doncs, el transportador

FeoB és indispensable per a la virulencia en models animals.

El periplasma esta format per proteines solubles que li donen una consistencia de gel i
peptidoglica. El peptidoglica de Legionella pneumophila conté acid muramic, glucosamina, acid
glutamic alanina i acid meso-diaminopimelic (meso-DAP). Els residus meso-DAP i alanina
contribueixen als enllagos entrecreuats del peptidoglica, el qual constitueix una capa estable per
sobreviure en condicions hostils [8]. Aquest peptidoglica és reconegut débilment per receptors
al citoplasma de I’hoste que activen la resposta inflamatoria. El periplasma també conté enzims.

Un dels més caracteristics, perqué no és comu en el maén bacteria pero si en eucariotes, és la
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coure - zinc superoxid dismutasa (Cu-Zn-SOD) que ajudaria a combatre I'estres oxidatiu dels

bacteris quan no hi ha hostes disponibles [8].

La membrana externa de la paret bacteriana esta composta per: bicapa lipidica, lipoproteines,
el LPS i proteines. La bicapa lipidica esta formada per fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
cardiolipina, mono-metil-fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol i di-metil-fosfatidiletanolamina
[8]. La fosfatidilcolina no és un lipid habitual al mén bacteria ja que només el 10% dels bacteris
contenen aquest fosfolipid [8]. Aquest fosfolipid ajuda a la unié amb els macrofags i recentment
s’ha vist que algunes legionel-les, com Legionella bozemanae, poden sintetitzar-lo a partir de
colina exogena [8]. La majoria de proteines de la membrana externa estan relacionades amb
I'adherencia o la invasié de cel-lules hoste. Una d’aquestes és la proteina PAL (lipoproteina
associada al peptidoglica) que activa la resposta inflamatoria mitjancant Toll-Like Receptor (TLR-
2). Les proteines PlaB (fosfolipasa A), MOMP (proteina major de membrana externa), Hsp60 i
Mip (potenciador de la infeccié del macrofag) son les principals involucrades en la viruléncia de
la membrana externa. La proteina PlaB té activitat hemolitica contacte depenent i és molt
important per la infecciéd en models animals. La proteina MOMP intervé en I'adheréncia a les
cél-lules hoste. La proteina Hsp60 és important en I'adheréncia i invasié en models cel-lularsii la
proteina associada a la membrana Mip és una isomerasa que s’uneix al col-lagen i es necessaria

per a la replicacié en cel-lules hoste i per travessar la barrera epitelial respiratoria [8].

El LPS esta localitzat a la membrana externa de la paret bacterianai és un dels principals antigens
activadors de la resposta immune. El LPS de les legionel-les té un paper important en la
interaccid amb les cél-lules hoste i en el trafic intracel-lular, independent de la modulacié
d’aquest trafic pel T4BSS Dot/icm. El LPS esta format pel lipid A, també anomenat endotoxina,
una regid nucli i 'antigen O. El LPS millor estudiat torna a ser el de Legionella pneumophila, ja
que causa aproximadament el 90% de les LD. Depenent de I'antigen O, Legionella pneumophila
pot ser dividida en 16 serogrups i dins de cada serogrup hi ha subgrups monoclonals. El serogrup
de Legionella pneumophila que causa més casos de LD és el serogrup 1 (aproximadament un

85% dels casos) i aquest serogrup pot ser dividit en 10 subgrups [8].

En comparaciéo amb el LPS d’altres gramnegatius, el de Legionella pneumophila té una estructura
Unica ja que presenta abundants acids grassos ramificats de cadena llarga i elevats nivells de

grups acetil que el fan altament hidrofobic [8].

L'antigen O de Legionella pneumophila és un homopolimer del sucre anomenat acid
legionaminic (acid 5-acetamidino-7-acetamido-8-O-acetyl- 3,5,7,9-tetradeoxy-I-glycero-d-

galacto-nonulosonic) [8]. Aquest sucre no té grups hidroxils lliures i, conseqlientment, és molt
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hidrofobic. La regid nucli exterior del LPS també té propietats hidrofobiques i esta formada per
un oligosacarid compost per ramnosa, manosa, acetilglucosamina (GIcNAc) i
acetilquinovosamina (QuiNAc). En canvi, la regié nucli interior és hidrofilica i esta unida al lipid
A. Aquest lipid A conté inusualment acids grassos de cadena llarga ramificats, que podrien ser
els responsables del seu baix potencial com endotoxina. Aixo vol dir que la seva habilitat per
induir una resposta inflamatoria és baixa i podria evitar que Legionella pneumophila sigui

reconeguda pel sistema immune [8].

Les legionel-les, com molts altres gramnegatius, sdn capaces d’alliberar vesicules de membrana
externa de la paret bacteriana. Les vesicules de Legionella pneumophila tenen una mida de 100
a 250 nm de diametre i contenen part de periplasma envoltat de la membrana externa de la
paret bacteriana. Les vesicules de membrana externa contenen proteines i factors de viruléncia
gue tenen activitat lipolitica i proteolitica podent matar altres bacteris [8]. Les vesicules de
membrana externa també estan involucrades en funcions com la formacié de biofilms, qudérum

sensing i la modulacié de la resposta inflamatoria [8].

2.6.3. Pilisiflagel

Legionella pneumophila presenta pilis de diferents longituds. Els pilis de tipus IV (llargs de 0.8 a
1.5 um) sén els més importants per a la viruléncia del bacteri i estan formats per les proteines
PilE i PilD. Estan implicats en funcions d’adheréncia a cel-lules hoste, en la competéncia natural

del bacteri i en la formacié de biofilms [8].

El flagel és un dels principals factors de viruléncia de la MIF de Legionella. Malgrat aix0, no totes
les Legionella presenten flagel, Legionella longbeachae o Legionella oakridgensis no en tenen
[18]. Legionella pneumophila presenta un Unic flagel monopolar ancorat aambdues membranes
(interna i externa) i al peptidoglica pel cos basal del flagel. El flagel és clau per a la motilitat i per
la invasié de les cél-lules hostes. La seva expressid esta altament regulada per vies de
senyalitzacio que van lligades al canvi de fase cap a la forma de transmissié del cicle cel-lular. Els
reguladors de I'expressio flagel-lar també estan involucrats en altres factors de viruléncia com
la citotoxicitat i I'evasié lisosomal [8]. La flagel-lina és reconeguda per receptors de la familia TLR
i NLR que porta a I'activacié de gens inflamatoris, a I'activacio de la mort cel-lular regulada per
caspases i, conseqlientment, és una de les proteines responsables de la resposta inflamatoria

[8,10].
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2.7. Manifestacions Cliniques

Les manifestacions cliniques s’engloben en el terme legionel-losi que inclou les dues formes més

comuns de malaltia per Legionella: la LD i la malaltia de Pontiac.

2.7.1. Mecanismes de transmissio

La via d’entrada és el tracte respiratori i el mecanisme de transmissié habitual sén els aerosols
de fins a 5 um que continguin el bacteri, ja que, aquests son els que poden arribar per inhalacié
als alvéols pulmonars on queden retinguts. Els humans sén considerats hostes accidentals que
no transmeten la malaltia [9,44] encara que s’ha documentat un Unic possible cas de transmissio
persona — persona [62]. S’ha contemplat també la possibilitat de transmissié inhalant aerosols
gue continguin protozous infectats, fet que explicaria el perque la transmissié persona-persona
és quasi inexistent[1]. En qualsevol cas, les fonts que puguin generar aerosols sén possibles
transmissores de Legionella [56] incloent fonts ornamentals, dutxes, torres de refrigeracio,
aparells d’humidificacid, aparells de terapia respiratoria, aigua de pluja [63], banyeres
d’hidromassatge entre d’altres [9,64—66]; especialment, si en algun tram del circuit es donen
circumstancies i condicions favorables per 'augment de la concentracié de Legionella a I'aigua.
Un d’aquests factors és I'augment de la temperatura de I'aigua, que pot fer variar I'equilibri
amebes-Legionella augmentat la multiplicaci6 del bacteri dins els protozous. Com a
conseqtliencia la concentracid del bacteri a I'aigua augmenta i el risc de transmissio i de

manifestacio de la malaltia també [19,24].

(1) Legionella spp a l'ambient
(reservoris aquatics, sol, sediment)
- -

(5) Concentracié
elevada de
Legionella a ['aigua

\ e
2 (6) Generacio
- N d'aevosols
A RN
-
; s -
(4) Colonitzacié i - - ~ 7
G - ~ ~
amplificacié I g o
bacteriana -
A
-

(2) Arribada als sistemes
de distribucié d'aigua

{ (7) Inhalacié d'aerosols de
(3) Condicions \ ki fins a 5 um i infeccié *

optimes: biofilms,

* especialment en
temperatura... P

(MMUNOCOMPrOmesos,
fumadors, gent gram,...

Imatge 18: Circuit de transmissio de Legionella . Font: Tiscar Graells, adaptat de [9].
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2.7.2. Formes cliniques i factors de risc:

2.7.2.1.  Malaltia del legionari (LD)
La malaltia del legionari (LD) és una malaltia respiratoria febril que cursa amb pneumonia
(comunitaria i nosocomial). Es rara la legionel-losi extrapulmonar deguda a una eventual
disseminacié hematogena amb infeccid (endocarditis, miocarditis, cel-lulitis, entre altres) [9].
Les manifestacions cliniques i radiologiques no permeten diferenciar la LD d’altres pneumonies
[9,24,67], per aix0 els métodes de diagnostics sén importants a I’hora de determinar I'agent
causal. En pacients immunodeprimits s’han observat infiltracions nodulars als pulmons que
tenen tendéncia a fer cavitacions [67]. Es creu que Legionella representa un 2-9% de les
pneumonies diagnosticades, perod tot i aix0, podrien estar infravalorades [9]. Les pneumonies
associades a Legionella tot i tenir tractament antibiotic eficagc presenten una severitat més alta

i un index de mortalitat que pot arribar al 30% [9].

El periode d’incubacid pot ser de 2 a 10 dies i la simptomatologia inclou: febre (arribant a 39.4°C
en un 70% dels casos), tos seca i no productiva, mialgies, mal de cap, rigor, dispnea, diarrea i

deliris amb confusié i letargia (60% dels casos)[24,67].

S’ha vist que la majoria de casos de LD es concentren a finals d’estiu i a la tardor. A més, les
persones d’edats avangades son més susceptibles i els homes també, representen més del 50%
dels casos [9,26]. Immunodeprimits o persones amb malalties respiratories croniques
associades, com la malaltia obstructiva pulmonar cronica, també sén més susceptibles [9,26].
Altres factors de risc relacionats amb la malaltia son: tabaquisme, alcoholisme, diabetis, cancer

o malaltia renal[9].

Legionella, Mycoplasma, Chlamydophila, Coxiella i virus respiratoris sdn microorganismes

causals del que clinica i radiologicament anomenem: pneumonia atipica.

2.7.2.2. Malaltia de Pontiac
El génere Legionella spp pot causar una altra malaltia anomenada malaltia de Pontiac. El nom
ve donat pel primer brot conegut d’aquesta malaltia, que va passar a Pontiac, Michigan. La
malaltia de Pontiac o febre de Pontiac és una malaltia limitada que es resol espontaniament,
sense mortalitat associada, amb simptomes respiratoris semblants a una grip o refredat, sense
pneumonia i amb una capacitat de propagacid alta [9,14,67], que només es detecta quan es
produeix un brot [56,67]. No esta clar si la malaltia és causada per I'endotoxina de Legionella,
conseqliencia d’una resposta immune massiva enfront el patogen [9,27,56], Legionella

associada a amebes o causada per Legionella viables pero no cultivables [9].
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El periode d’incubacid és aproximadament de 36 hores [14] i els simptomes sdn: febre, tos seca,
mialgia i mal de cap. Es resol en uns dies sense cap tractament [67]. Per la seva simptomatologia
es creu que la taxa d’incidencia d’aquesta esta infravalorada, ja que en molts dels casos els
pacients no van al metge o si ho fan el diagnostic sovint es confon amb un quadre viric [14]. De
totes maneres, és important saber que els pacients amb febre de Pontiac fan seroconversié per

Legionella perd, de moment, el bacteri no ha estat aillat de cap pacient [56].

2.7.2.3. Formes extra-pulmonars
Les formes extrapulmonars son poc freqlients tot i que els casos podrien estar infravalorats [67]
ja que, fora de I'ambit respiratori, els medis de cultiu que s’usen habitualment no tenen els
requeriments necessaris per al creixement de legionel-la. Per aquest motiu aquestes infeccions

solen tenir un desenllag dramatic (Bartram,WHO,2007).

Tot i aixi, s’"han descrit casos d’infeccio de ferida quirdrgica (Legionella pneumophila),
pericarditis (Legionella dumoffii, Legionella bozemanii), abscessos (Legionella cincinnatensis),
endocarditis (Legionella dumoffii, Legionella pneumophila) o cel-lulits necrotica (Legionella

micdadei) amb pneumonia associada o sense [67].

2.7.3. Diagnostic

Els casos de legionel-losi, segons la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica, inclouen tant la
LD com la malaltia de Pontiaci es classifiquen en: (i) casos confirmats (clinica compatible i proves
de laboratori confirmatories: aillament en cultiu, seroconversié per Legionella pneumophila sg
1, antigen en orina positiu) o (ii) casos probables (clinica compatible i proves de laboratori
presumptives: seroconversié per altres serogrups de Legionella, titol elevat (>1/256)
d’anticossos contra Legionella pneumophila serogrup 1, observacié microscopica de Legionella

per immunofluorescencia directa en mostres respiratories).

2.7.3.1. Cultiu
L'aillament del bacteri en cultiu és encara el métode de referéncia i proporciona un diagnostic
de confirmacid; a més ens permet estudiar el bacteri: tests de sensibilitat antibiotica, patogenia
i estudis d’epidemiologia. El cultiu es realitza de mostres respiratories: esput, aspirat bronquial
i liquid pleural. En el cas de pneumonia greu s’han d’obtenir mostres respiratories més invasives
mitjangant rentada broncoalveolar. El cultiu és 100% especific i permet detectar qualsevol
especie i serogrup. Pero, és poc sensible (variant del 20 al 80% segons tipus de mostra). El
principal inconvenient és el temps necessari per donar un resultat que pot anar de 3 dies a 10
dies, tot i utilitzar el medi adequat per al seu aillament : BCYEa. Si les mostres tenen molta

microbiota associada es recomana fer una descontaminacié prévia de la mostra per evitar
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creixements inespecifics. Aquesta descontaminacid es pot fer amb temperatura (mostraa 50°C
durant 30 minuts) o amb pH acid ( mostra a pH 2.2 durant 5 minuts) [24]. La incubacié es fa a
35°C -37°C, en una atmosfera aerobia o amb un 2-3% de dioxid de carboni. Si la mostra és

positiva, les colonies comencen a ser visibles a partir del tercer dia.

2.7.3.2.  Immunocromatografia (ICT)
Aguesta prova diagnostica es basa en la deteccié d’antigen soluble en
orina mitjangant la técnica de immunocromatografia. Si el quadre clinic

és compatible sol ser la primera prova diagnostica que es demana

perque és molt rapida, sense equipament especific, individualitzada i

I’obtencié de la mostra per a dur a terme el test és facil i accessible[24].

ESE
E ks

iy El que es detecta és un antigen de Legionella pneumophila serogrup 1

Legionella . X .
(tot i que poden haver-hi reaccions creuades amb altres serogrups) en
Imatge 19: ICT utilitzada per un temps aproximat de 15-30 minuts. L’antigen detectat és una part del
la deteccié de Legionella en . be s .
orina. LPS, soluble i es pot detectar des de I'inici de la malaltia i fins mesos

després sense afectacié per presa d’antibiotics. La sensibilitat de la
tecnica utilitzant orina concentrada és del 80-90 % i I’especificitat és del 98-100%. El tractament
termic de I'orina no afecta les mostres positives pero si que s’ha vist que pot ajudar a evitar

falsos positius.

Aguesta técnica va suposar un gran avantatge diagnostic ja que permet identificar més casos,
més rapid i el reconeixement de brots en fases inicials podent aplicar mesures preventives de
manera immediata. A més, si el cas és confirmat rapidament, permeten comencar el tractament

adequat en fases inicials de la pneumonia millorant els pronostics dels pacients.

2.7.3.3. Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)
Aguesta tecnica d’amplificacié d’acids nucleics detecta fragments de DNA de Legionella a les
mostres analitzades. Les dianes principals per Legionella sén el gen mip (macrophage infectivity
potentiator) o el gen 16S del RNA ribosomic [24]. L'amplificaci6 per PCR ha d’anar
d’acompanyada d’'un métode de deteccié com la electroforesis o sondes fluorescents. Aquest
meétode té com a principal avantatge la rapidesa dels resultats i que, amb el gen 16S, detecta
totes les espécies, i com a principal inconvenient el tractament adequat de la mostra per evitar
que inhibidors presents (hemoglobina, urea, heparina) puguin donar resultats falsos negatius.
En molts casos, les tecniques de PCR disponibles per la deteccid de Legionella sén PCR multiples

que inclouen simultaniament la deteccid d’ altres agents causals de pneumonia atipica.
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2.7.3.4. Serologia
El diagnostic per serologia inclou técniques que detecten anticossos especifics en mostres de
serum. La més comuna ha estat la immunofluorescéncia indirecta (IFl) per detectar anticossos
del tipus I1gG i/o IgM de Legionella pneumophila. Aquesta técnica utilitza antigens inactivats que
estan comercialitzats i prefixats en un portaobjectes al qual s’afegeixen dilucions seriades del
serum del pacient. Si la reaccié antigen-anticos es déna, es revelara amb una antiglobulina
humana marcada amb fluorescencia i s'observara al microscopi de fluorescéncia. La sensibilitat
d’aquesta tecnica varia del 80 al 90% i la seva especificitat és del 99%. Per confirmar la
seroconversio, la IFl es fa amb mostres en paral-lel del pacient (fase aguda i fase convalescent) i
per definicid es considera seroconversio: un augment del titol d’anticossos de 4 vegades entre
la primera respecte a la segona mostra [24]. Es considera seroconversio positiva si el titol del
segon sérum és > 1/128 i també es considera que s’ha passat malaltia recent o en temps passats
si el titol general és > 1/256 [24]. Si només s’analitza un sérum la interpretacio dels resultats pot
ser problematica ja que no es coneix el nivell basal d’anticossos front Legionella a la poblacié
general. La serologia s’utilitza en la molts dels casos amb finalitats epidemiologiques i poques

vegades s’utilitza com a diagnostic d’infeccié aguda.

Encara que avui en dia no esta recomanada, una altra tecnica serologica per la deteccié de LD
és la immunofluorescéncia directa. Aquest métode utilitza anticossos fluorescents per detectar
qualsevol serogrup de Legionella pneumophila en secrecions respiratories. Els anticossos
s’uneixen a la paret bacteriana i es pot observar fluorescéncia per microscopia directa. La
sensibilitat varia del 25 al 75% i I'especificitat és del 95%. Aquest metode és rapid i va ser el
primer metode diagnostic utilitzat. La seva interpretacid pot ser problematica, ja que un resultat

negatiu no descarta la malaltia, i un resultat positiu s’interpreta com un diagnostic presumptiu.

2.7.4. Sensibilitat antibiotica natural

Determinar la sensibilitat antibiotica natural de Legionella és dificil per la manca d’'un métode
estandarditzat. Els diferents procediments poden portar a diferents resultats i el medi més
utilitzat per Legionella, BCYEa, afecta a I’activitat d’alguns antibiotics [68—70]. Utilitzant soques
models diferents de Legionella, els valors de la concentracié minima inhibitoria (MIC) augmenta
en alguns casos fins a 5 vegades utilitzant el medi BCYEa. Perd malgrat aixo, el comite europeu
d’antibiogrames, EUCAST, recomana fer els antibiogrames utilitzant Etest en agar BCYEa, per ser
el medi adequat pel creixement de Legionella, la seva facilitat de manipulacié i la facilitat

d’interpretacio dels resultats (EUCAST Guidance document on Legionella, 8 December 2017). A
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més a més, encara que |'aillament de Legionella es faci per cultiu moltes vegades I'antibiograma
no es realitza. Per aquests motius, no hi ha punts de tall de resisténcia i s’utilitzen punts de tall
epidemiologics per Legionella. Aquests punts de tall epidemiologics han estat definits utilitzant
les MICs obtingudes en soques ‘wild-type’ o soques models. Si s’obté una MIC molt més elevada
que els punts de tall epidemiologics, es dedueix que la soca té algun mecanisme de resistencia.
Un altre problematica per establir la sensibilitat natural del genere és la seva localitzacio
intracel-lular [71]. Aixi doncs, que I'antibiotic tingui una elevada biodisponibilitat, és a dir, bona
penetracid intracel-lular dins els macrofags, és estrictament necessari per assegurar I'eficacia de
I'antibiotic. Degut a aquest fet, hi ha discrepancies entre antibidotics amb bons resultats in vitro

pero que no son suficientment actius in vivo a la realitat [71].

El que si que se sap és que utilitzar B-lactamics per al tractament de Legionella, s’ha d’evitar
perque moltes espécies tenen una B-lactamasa al periplasma [29,72,73]. Aquesta B-lactamasa
s’ha descrit com una cefalosporinasa que afecta parcialment a cefotaxima en Legionella
pneumophila [31] i per tant, no afecta a cefamicines com la cefoxitina i la seva accié es veu

inhibida per acid clavulanic.

Altres resistencies naturals que s’han observat en el génere sén la resisténcia a cloramfenicol de
Legionella fallonii, o la resisténcia a eritromicina de Legionella fallonii, Legionella drancourtii i

Legionella dumoffii [32].

Les resistencies antibiotiques adquirides a Legionella pneumophila son molt poc freqlients. A dia
d’avui, només alguns estudis clinics recents han descrit resistencia a fluoroquinolones en
pacients tractats amb aquests antibiotics [74] o un Unic cas a causa d’una mutacié puntual al

gen gyrA que donava resisténcia a ciprofloxacina [75].

2.7.5. Tractament

El pronostic i la recuperacioé dels pacients amb pneumonia per Legionella millora si sén tractats
adequadament a l'inici de la malaltia. Aixi doncs, per la seva localitzacié intracel-lular, els
antibiotics utilitzats han de tenir una elevada biodisponibilitat, és a dir, que arribin a unes
concentracions citoplasmatiques suficients dins els macrofags alveolars per a ser eficagos [71].
Per tant, els antibiotics amb bona penetracié intracel-lular inclouen els macrolids, les
quinolones, les tetraciclines i la rifampicina. Alguns antibiotics poden tenir bons resultats in vitro
pero no sén efectius in vivo. El tractament s’adapta segons el pacient i el diagnostic. Aixi doncs,
per pneumonia el tractament recomanat és azitromicina 500 mg/dia (via oral) durant 5 dies o
claritromicina 500 mg /12 h durant 10 dies. Si la pneumonia és complicada es recomana afegir

les fluoroquinolones (ciprofloxacina 400 mg/12 h o levofloxacina 500 mg/dia) o azitromicina 500
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mg/dia (via intravenosa) durant 14 dies o poden combinar-se. Com a alternatives tenim
doxiciclina 100 mg/12 h (via oral), cotrimoxazole (SXT 800 mg - TMP 160 mg / 12 h) per via oral

o qualsevol macrolid amb rifampicina (Mensa et al., 2018).

2.7.6. Tipificacido molecular

Els sistemes de tipificacié molecular inclouen una gran varietat de técniques i el seu objectiu
principal és comparar el material genétic de dos o més bacteris. La tipificacié molecular permet
discriminar molt millor si dos soques aillades estan vinculades epidemioldgicament, és a dir, si
sén microorganismes recentment derivats d’un ancestre o precursor comu. | al mateix temps,
discrimina els aillaments no relacionats encara que pertanyin a la mateixa espécie o soca
taxondmica. Abans aquests estudis tenien en compte propietats fenotipiques, antigéniques,
metaboliques o de resistéencia a antibiotics perdo no eren concloents. Aixo és d’especial
importancia en el cas de Legionella on la tipificacid molecular és eina basica per establir casos

gue pertanyin al mateix brot i per discriminar i confirmar la font de transmissio.

Marcador Tipatge  Reproductibilitat Discriminacié Tecnica Interpretacio Cost
Perfil plasmidic Variable Regular Variable Regular Bona Mitja
REA ADN total Excel-lent Variable Variable Bona Regular Mitja
Ribotipatge Excel-lent Excel-lent Bona Bona Bona Alt
PFGE Excel-lent Excel-lent Excel-lent Bona Bona Alt
AFLP Excel-lent Bona Excel-lent Bona Regular Alt
MLST Optim Excel-lent Excel-lent Dificil Excel-lent Alt
SBT Optim Excel-lent Excel-lent Dificil Excel-lent Alt

Taula 2: Caracteristiques d’alguns dels marcadors moleculars més utilitzats, adaptat de SEIMC (procediments de
microbiologia). REA = analisi de DNA total amb enzims de restriccié d’alta freqiiéncia de tall. PFGE= Digestié de DNA total amb
enzims de baixa frequiéncia de tall i separacié de fragments per electroforesis de camp polsant. AFLP= polimorfisme de la mida dels
fragments d’amplificacié. MLST i SBT= Tipatge per seqlienciacié de diferents gens.
2.7.6.1. Electroforesis de camp polsant (PFGE)

Aguesta tecnica de tipificacio molecular va ser descrita al 1984 per Schwartz i Cantor i és
actualment encara el ‘gold estandard’ per la tipificacié epidemiologica de moltes soques
(PulseNet, CDC), que incloia el génere Legionella fins a I'any 2007 pero que encara pot ser

utilitzada com a ‘gold estandard’ sempre i quan no es tracti de Legionella pneumophila.

El PFGE és una electroforesi que permet separar molécules de DNA de grans dimensions amb
I'aplicacio de camps eléctrics alternants a una matriu, generalment, d’agarosa. Aquesta técnica
utilitza la macrorestricci6 del DNA cromosomic del bacteri utilitzant enzims amb baixa

freqliéncia de tall. Es a dir, les dianes de I’enzim sén escasses al DNA cromosomic bacteria degut
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a la seva sequeéncia i/o longitud. Aixi doncs, el DNA cromosomic és tallat en pocs fragments
(entre 10 30) i alguns son tan grans (més de 40 kb) que no es poden separar per electroforesis
convencionals. Per separar aquests grans fragments s’utilitzen electroforesis que varien la seva
orientacié eléctrica periodicament. Per evitar el trencament accidental del DNA bacteria per la
manipulacié inherent a la técnica i per evitar confusions o patrons que no serien reals, el
procediment del PFGE obliga a immobilitzar els bacteris en blocs d’agarosa i és a l'interior

d’aquests mateixos, on es dura a terme la digestié enzimatica amb I'enzim.

Per la interpretacié dels resultats i determinar si hi ha relacid entre soques s’utilitzen els criteris

descrits per Tenover [11].

Aguesta técnica déna informacio general del cromosoma bacteria, és sensible i discriminativa
als canvis recents entre soques, amb una excel-lent reproductibilitat i amb una interpretacié
facil. Per aquest motiu pot detectar variacions en microorganismes aillats en un periode curt de
temps. Com a desavantatge, és una técnica forca laboriosa que al utilitzar gels d’agarosa pot

presentar petites diferencies dins el mateix laboratori.

A smadie rersese. Wij cwmm 1ol gon. alarartpadhinger igr bt

The Pulsed-Field Gel
Electrophoresis Proce

{111}

\,
T
@ soreccicde € | Lisi dels bacteris,
el alliberament del
DMA a l'interior dels
E motlles d'agarosa

Digestid enzimatica del DNA dins
el motllo d'agarosa. carrega del
motllo Carrega dels motllesen
un gel d’electroforesis amb
camps eléctrics variables,

Plug Mold

Tincio del gel pervisualitzar els
fragments de DMA sota llum
ultravioleta (UV). Imatge digitd
del gel per ser analitzada amb
einesinformatiques.

a Barreja de bacteris amb agarosa liquida.
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Imatge 20: Procediment per a realitzar un PFGE, extret de (PulseNet, CDC) i parcialment traduit.
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Categoria Nombre de diferéncies Fragments Interpretacié epidemiologica

genetiques en diferents en
comparacié amb la comparacié amb el
soca model (o soca del patré model (o
brot) patré del brot)

Indistingibles 0 0 La soca forma part del brot
Estretament relacionades 1 2-3 La soca probablement forma part del brot
Possiblement relacionades 2 4-6 La soca possiblement formi part del brot

Diferents >3 >7 La soca no és part del brot

Taula 3: Criteris per a la identificacié de patrons de PFGE, adaptada de [11].

2.7.6.2. Tipatge basat en seqiencies (SBT): Gold Standard
Aquesta técnica de tipificacid molecular és el ‘gold estandard’ per la tipificacid de Legionella
pneumophila des de 2007 [9,76]. La técnica amplifica 7 gens de Legionella (que a diferéncia de
la técnica MLST no sén ‘housekeeping’) mitjancant PCR. Aquests gens son: flaA, pilE, asd, mip,
mompS, proA i neuA/neuAh [77,78]. Els amplicons es seqliencien i donen un perfil al-lélic de 7
digits utilitzant el protocol del SBT descrit per ESCMID Study Group for Legionella Infections
(ESGLI o anteriorment, EWGLI) que es troba disponible a la base de dades SBT de 'EWGLI en
linia. Aquest perfil al-lélic, compost de 7 nUmeros separats per comes, déna la combinacio per

trobar el nimero de la seqtiencia tipus (ST) associada a la soca estudiada.

Al contrari que el PFGE, el SBT identifica grups poblacionals sense considerar petites variacions
cromosomiques que poden sorgir geograficament o temporalment, essent possible la seva
utilitzacid per tenir una visio a llarg termini. Un dels principals avantatges és la rapida i facil
comparacié de resultats entre laboratoris. També en utilitzar una base de dades en linia,
aquestes es van guardant i es pot fer un seguiment de la distribucié global de determinades
soques. Pero atenent a la seva descripcid i caracteristiques, com a desavantatge inherent,
trobem que el SBT pot tenir menor poder discriminatiu que el PFGE [79,80], per aix0 el PFGE

encara continua sent una técnica utilitzada en la majoria d’estudis epidemiologics.

2.8. Prevencio
La legionel-losi esta considerada com una malaltia que es pot prevenir (evitant o disminuint el

de casos) si les mesures per al seu control a I'aigua sén eficients.

Des del seu descobriment el 1977, aquest grup de bacteris ha estat ben estudiat establint que
per prevenir la LD s’han de tenir en compte dos factors molt importants: el mecanisme de
transmissio i el seu ninxol ecologic. Cal remarcar que la presencia de Legionella en els
ambients aquatics és habitual i que aquest fet no és suficient per considerar-lo perillds per a la

Salut Publica. Per aquests motius, aquesta prevencio es fa en dues direccions: (i) controlar
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I’eliminacié d’aerosols, mecanisme de transmissié principal, evitant zones molt transitades i/o
llocs amb persones susceptibles i (ii) evitant a les estructures d’aigua dels edificis condicions

que afavoreixin la supervivencia i multiplicacié de la Legionella.

Aixi doncs per evitar la proliferacio del bacteri Legionella es recomana: (i) controlar la
temperatura, el fet de ser termotolerant aconsella evitar els rangs de temperatura entre 20°C i
45°C en qualsevol circuit d’aigua; (ii) evitar aigua estancada; (iii) evitar la preséncia de bruticia
a l'interior de les instal-lacions; (iv) utilitzar materials que no es degradin facilment per evitar la
corrosid; (v) controlar les instal-lacions amb mostreigs i analisis periodics i (vi) mantenir un

calendari de revisid, neteja i desinfeccié de forma periodica.

En aquest sentit, alguns paisos europeus tenen la seva normativa o recomanacions per tal de
dur a terme la prevencié de colonitzacid i disseminacié de Legionella a les estructures d’aigua.
En el cas de 'estat espanyol la normativa que s’aplica es recull al Real Decreto (RD) 865/2003
de 18 de juliol de 2003 i té en compte les mesures exposades per a la prevencid. A més a més,
aquesta normativa especifica que pel manteniment s’ha de (i) coneixer en profunditat la
totalitat del circuit amb ajut de planols i esquemes; (ii) identificar els punts més problematics
de les instal-lacions (generadors d’aerosols, punts terminals); (iii) tenir un llibre d’incidéncies a
les instal-lacions on es reculli qualsevol problema o avaria; (iv) que el personal de
manteniment estigui degudament qualificat i homologat per I'Ordre SCO/317/2003, de 7 de
febrer, per la que es regula el procediment per ’'homologacio dels cursos de formacio del
personal que realitza operacions de manteniment higiénic-sanitari de les instal-lacions i (v)

diferéncies de control segons el risc i tipus d’instal-lacié.

A part del Real Decreto 865/2003 a Espanya també s’apliquen les normatives UNE 100030 IN:
Guia per a la prevencié i control de la proliferacié i disseminacié de Legionella a instal-lacions,
de setembre de 2005; el Reglament d’instal-lacions térmiques d’edificis (RITE), Real Decreto
1751/1998 de 31 de juliol modificat pel Real Decreto 1218/2002 del 22 de novembre, que
estableix que la temperatura dels acumuladors sigui de 60°C (minima de 55°C); el Reglament
de seguretat de plantes i instal-lacions frigorifiques, Real Decreto 3099/1977 del 8 de setembre
i els Criteris sanitaris de la qualitat de I’aigua de consum, Real Decreto 140/2003 de 7 de
febrer. També, en el cas de Catalunya, el Decret 17/2000 de 27 de desembre, pel qual
s’estableixen amb caracter d’urgencia les condicions tecnicosanitaries aplicables als aparells i
equips de transferéncia de massa d’aigua en corrent d’aire amb produccié d’aerosols per a la
prevencio de la legionel-losi i el Decret 352/2004 de 27 de juliol pel qual s’estableixen les

condicions higienicosanitaries per a la prevencio i control de la legionel-losi, que demana (i)
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informe més detallat i especific de les instal-lacions i el seu manteniment; i (ii) qualsevol
modificacié del sistema o del manteniment de les instal-lacions hospitalaries s’ha de notificar a
la comissio d’infeccioses de cada hospital, formada principalment per microbiolegs, infectolegs

i infermeres de control d’infeccid.

Un punt d’especial importancia a prevenir, és la presencia de biofilms als sistemes d’aigua,
aquests sistemes es poden veure afectats per la corrosié deguda a I'escalfament o
hipercloracié de I'aigua i formar diposits i biocapes a les instal-lacions. D’aquesta manera, la
Legionella troba un ninxol on estar protegida dels sistemes de control i desinfeccid, i favorable

per a la seva replicacid.

La prevencié de la LD és d’especial importancia en hospitals on la concentracié de malalts de risc
és alta i on hi ha possibles fonts de transmissié per aerosols, a part de les torres de refrigeracio,
com dutxes o aparells en contacte amb les vies respiratories. També és especialment important
en instal-lacions de risc que es mantenen tancades durant periodes com els hotels de
temporada. Es important tenir en compte que es pot beure, cuinar i utilitzar per a la higiene

I'aigua potable d’abastament public sense perill a I'ambit privat i inclds a fonts publiques.

Les mesures de prevencio efectives sén les que contemplen un bon disseny de les instal-lacions
i la neteja, desinfeccid i correcte manteniment, especialment en zones sensibles on el bacteri es

pugui allotjar, per exemple per estancament d’aigua.

Les mesures preventives front legionel-losi per a I'aigua per al consum huma descrites al RD

865/2003 son:

- Garantir la correcta circulacié de I'aigua evitant estancaments

- Utilitzar sistemes de filtracié (UNE-EN 13443-1)

- Facil accessibilitat als sistemes per : inspeccid, neteja, presa de mostres.

- Materials en contacte amb l'aigua capacos de resistir desinfeccions amb grans
concentracions de clor o altes temperatures i que evitin la formacié de biofilms i
creixement bacteria.

- Temperatura de I'aigua freda pel consum huma el més baixa possible, inferior a 20 °C
quan el clima ho permeti i aillades termicament o lluny de circuits d’aigua calenta.

- Els diposits d’aigua freda per consum huma hauran de tenir una tapa impermeable i
aillar-se térmicament quan estiguin a I'exterior, si utilitzen clor com a desinfectant,
aquest sera afegit per dosificadors automatics.

- Als acumuladors d’aigua calenta la temperatura s’haura de mantenir homogeénia i evitar

el seu refredament.
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- Sistema de valvules de retencié (UNE-EN-1717) que evitin retorns d’aigua per péerdua de
pressid i evitar barreja d’aigua de diferents circuits.

- El sistema d’aigua calenta podra permetre que les temperatures arribin a 70 °Ci que es
mantinguin per sobre dels 50°C, als punts terminals i a la canonada de retorn a

I'acumulador.

Per prevenir I'aparicid de Legionella i altres patogens es fa un tractament de desinfeccid en
continu del sistema. Aquesta mesura no és del tot efectiva si no va acompanyada d’una neteja
periodica del sistema i de revisions de funcionament. Si els controls de Legionella a I'aigua sén
positius es dur a terme un tractament de xoc, i si apareix algun cas es fa una desinfeccié per
brot, aquestes desinfeccions solen ser més agressives amb I'objectiu d’eliminar el bacteri. Els
principals tractaments de prevencié de patogens a I'aigua de consum sén (i) tractament quimic,
normalment amb biocides oxidants com el clor i els seus derivats; (ii) tractament termic i (iii)

radiacié amb llum ultraviolada.

Instal-lacions amb risc de transmissié de Legionella (RD 865/2003)

Alt risc Risc per terapia respiratoria
-Torres de refrigeracid i -Circuits d’aigua calenta sanitaria sense -Equips de terapia
condensadors evaporatius retorn i instal-lacions d’aigua freda de respiratoria
-Circuits d’aigua calenta consum huma -Respiradors
sanitaria amb recirculacié i - Sistemes que polvoritzin aigua ( que no es -Nebulitzadors
acumuladors considerin d’alt risc) -Altres aparells medics en
-Circuits d’aigua climatitzada -Humectants contacte amb les vies
amb recirculacié com -Fonts ornamentals respiratories
banyeres d’hidromassatge o - Sistemes d’aspersid urbans
piscines d’uUs public -Sistemes d’aigua contra incendis
-Centrals industrials -Sistemes d’aerosols per a la refrigeracié a
d’humidificacio I'aire lliure

-Altres sistemes que puguin crear aerosols o
acumulin aigua
Taula 4: Ambit d’aplicacié del Real Decret 865/2003
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Metode de desinfeccid

Avantatges

Desavantatges

Temperatura < 20°C

Simple, efectiu, facil de monitoritzar

Només aplicable a sistemes d’aigua
potable

Temperatura 2 50°C

Hipoclorit de sodi

Monocloramines

Simple, efectiu, facil de monitoritzar

Simple, eficag i de baix cost

Simple, eficag contra biofilms, grans
sistemes d’aigua

No elimina Legionella
Necessita proteccid per escalfament dels
sistemes
Temperatura de circulacié prop de 60°C
Dificultat de mantenir les temperatures
als edificis antics
Formacio de trihalometans
Toxic per a peixos
Proteccid en pacients amb dialisi
Afecta al gust i olor de I'aigua
Inestable a temperatures elevades
Incrementa la corrosié de coure
No dosificacio en sistemes d’aigua petits
Toxic per a peixos
Proteccio en pacients amb dialisi
Afecta a components fets de goma

Dioxid de clor

lonitzacié coure-plata

Raigs ultraviolats

Ultrafiltracié al punt

d’entrada

Filtres al punt d’us

Biocides no oxidants

Simple i efectiu

Efectiu quan les concentracions
recomanades sén mantingudes

Simple i efectiu

Barrera fisica
Eliminacié efectiva de particules i biomassa

Barrera fisica (sistemes d’aigua calenta i
freda)
Gran utilitat en edificis amb pacients d’alt
risc
Facils d’instal-lar

Eficag en torres de refrigeracid

Formacié de clorit
Proteccio en pacients amb dialisi
Mesures de seguretat
Monitoritzacio de coure-plata
Es necessita pretractament
Concentracions més altes de coure i plata
a l'aigua
No afecta a biofilms
No és efectiu en aiglies térboles
Efectiu només als punts d’aplicacio

No inactiva Legionella al sistema

Es desconeix el seu paper en la formacié
de biofilms

Cost elevat
Canvi regular
Només utils als punts d’Us

Sistemes d’aigua no potable
Utilitzacié de dos biocides diferents
Dificil de neutralitzar i de monitoritzar

Taula 5: Principals avantatges i desavantatges dels métodes de desinfeccié més comuns front Legionella. Font:
Tiscar Graells, adaptat de (Bartram,WHO,2007).

2.8.1. Control d’instal-lacions

Per controlar la quantitat de Legionella a les instal-lacions es fa una analisi microbiologica de les
mostres d’aigua dels diferents punts de totes les instal-lacions considerades al Real Decreto
865/2003. La técnica ‘gold- estandard’ per a I’analisi microbiologic és el cultiu i es realitza seguint
la normativa estandarditzada ISO 11731:2017 ‘Water Quality - Enumeration of Legionella’.
Segons els recomptes del cultiu, i si és necessari, s’han d’aplicar métodes de tractament

adequats o canvis en els circuits d’aigua per disminuir la concentracid de Legionella a I'aigua.
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CFU/L Mesures correctores
>100 fins <1.000 Revisar programa de manteniment. Mesures
correctores de les instal-lacions. Mostreig en 15 dies.
>1.000 fins <10.000 Revisar programa de manteniment. Mesures
correctores de les instal-lacions. Neteja i desinfeccid
d’acord a I'annex 4B del Real Decreto
865/2003.Mostreig en 15 dies.
>10.000 Parada i tancament de les instal-lacions. Neteja i
desinfeccié d’acord a I'annex 4C del Real Decreto
865/2003. Mostreig en 15 dies.

Taula 6: Mesures correctores a aplicar segons els resultats del cultiu microbiologic (ISO 11731:2017) de Legionella.
A més a més, en determinades instal:-lacions, com a les torres de refrigeracio, també s’ha de fer
a part un recompte de bacteris aerobis totals seguint I'ISO 6222:1999 ‘Water quality —
Enumeration of culturable microorganisms — Colony count by inoculation in a nutrient agar
culture medium’. Aquesta analisi pretén analitzar I'eficacia dels biocides utilitzats a les
instal-lacions. Si aquest recompte supera les 10.000 CFU/mL es dedueix que el biocida utilitzat
no esta actuant correctament i s’han de prendre mesures adients, independentment dels

resultats de les analisis de Legionella.

Aixi i tot, en els darrers anys, les técniques moleculars per detectar Legionella en mostres
ambientals estan agafant forca principalment perque el temps de resposta és inferior.
Especialment, podem parlar de PCR quantitativa pero, en estudis ambientals, la interpretacié

d’aquests resultats pot ser complicada [81,82].

2.8.2. Bases microbiologiques de la resistencia de Legionella als

metodes de desinfeccid

Els hostes naturals de Legionella, com les FLA sén un reservori del patogen i el seu medi
intracel-lular els proporciona proteccié i un ninxol replicatiu favorable [44,46,51]. Aquesta
proteccié augmenta la resisténcia de Legionella front biocides, acid, antibiotics, temperatura i
estres osmotic [26]. Pero aquesta proteccid no només es déna quan la FLA esta en forma de
trofozoit, sind també en forma de cists. Tot i que els cists madurs no solen ser infectats per
Legionella, les FLA a I'enquistar-se els hi donen una proteccié extra [51]. Aixi doncs, els seus
hostes en forma de cists els protegeixen front els procediments de desinfeccié d’aigua [44,83]
en una relacié reciproca ja que també I’hoste té més possibilitats de sobreviure[44]. Alguns cists
son viables després de tractaments amb clor (o derivats) a rad de 100 ppm durant 10 minuts o

després d’estar a 80 °C, indicant que les mesures preventives actuals poden ser insuficients per
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controlar Legionella i la seva interacciéo amb FLA [84]. Com a conseqliéncia, Legionella es troba

habitualment als sistemes de distribucid d’aigua i a I'aigua potable [24,44].

Un altre punt clau per la persisténcia de Legionella sén els biofilms. Tot i un bon manteniment
de les instal-lacions, els biofilms estan presents en la majoria de sistemes d’aigua i és dificil evitar
la seva formacié. Com a conseqliéncia, qualsevol modificacié del biofilm pot fer que algunes
Legionella associades a ell es puguin alliberar de nou a l'aigua i comencar un altre cicle i una
nova colonitzacié [53]. Per evitar que passi aix0 cal que s’utilitzin meétodes de desinfeccid
quimics, fisics i de temperatura encara que no siguin suficients per a I’eliminacié total del bacteri.
Legionella associades al biofilm sén extremadament resistents als biocides, desinfectants i

temperatura [57].

A més a més, I'exposicié a biocides pot fer que els bacteris entrin a I'estat de VBNC.

2.8.3. Estudi de brots

Es defineix com a brot dos o més casos relacionats epidemiologicament en una area propera i
que, possiblement, tenen risc d’origen ambiental comu. L'estudi d’'un brot té com a objectiu
trobar i identificar la possible font de transmissié de la Legionella en el menor temps possible

per aplicar les mesures corresponents i evitar més infeccions relacionades.

Davant la sospita de brot es crea un grup de treball que inclou de forma ideal metges relacionats
amb els pacients diagnosticats, microbiolegs clinics i ambientals, infectolegs, aixi com, personal
de vigilancia epidemiologica de la zona i Salut Publica. Aquest grup de treball ha de fer un estudi
epidemiologic dels pacients (rutina, llocs visitats, activitats durant el periode d’incubacid,
histories cliniques dels pacients) per intentar trobar I'origen de transmissié i amb aquesta
informacid s’estableixen les zones a estudiar. L’estudi ambiental es fa en les zones geografiques
on els pacients han pogut contraure la malaltia, es revisen els documents de les instal-lacions
dins d’aquest perimetre per establir les fonts possibles i es prenen mesures excepcionals per
evitar que s’escapi cap diagnostic de LD. A partir d’aqui, es formula una hipotesi de llocs més
probables i s’agafen mostres de les fonts incloses el més aviat possible.
Segons aquests estudis, i sense comprovar encara la hipotesi, es realitzen mesures preventives
de les instal-lacions que, basicament, inclouen: neteja, desinfeccid i reparacions estructurals per
intentar parar el brot i I'aparicid de casos. Si es confirma la font, s’"hauran de prendre les mesures

necessaries a llarg termini per evitar que pugui repetir-se la situacio.

Legionella pneumophila serogrup 1 és la predominant en casos clinics, aixi doncs només

I'especie i serogrup, no sén suficients per establir la font. En aquest sentit, s’han de realitzar
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estudis epidemiologics moleculars per relacionar les soques aillades cliniques i ambientals, i

aquestes dues han de ser coincidents.

Quan el brot es dona per acabat, clinicament, es recomana que es redacti un informe que
inclogui tots els aspectes de la investigacid. Tot i que els ambits d’aparicié del brot poden ser
diversos: hospitalaris, comunitaris, relacionats amb el viatger; els metodes per estudiar-los

acostumen a tenir el mateix procediment.

2.9. Immunitat

La primera barrera d’entrada de patogens al tracte respiratori és I'epiteli ciliar que amb el seu
moviment intenta fer fora els microorganismes que puguin arribar. Aquesta activitat es veu
afectada pel tabac, la malaltia pulmonar obstructiva cronica, entre altres; fet que podria ser una

de les causes de la susceptibilitat més gran a la malaltia en aquests grups.

Un cop la Legionella arriba als alvéols pulmonars, les cel-lules implicades en la immunitat innata
son cél-lules dendritiques, macrofags i cél-lules Natural-Killer (NK). Aquestes cél-lules reconeixen
uns patrons moleculars associats a patogens o PAMP com el lipopolisacarid, el peptidoglicao la
flagel-lina a través de receptors de reconeixement de patrons (PRR) [10]. D’aquesta manera el
reconeixement del receptor, PRR, amb el lligand, PAMP, activa una via de senyalitzacié en
cascada que activa la resposta inflamatoria. Aquests PRR inclouen receptors de membrana Toll-
Like receptors (TLR) i receptors citoplasmatics com RIG1-like receptors (RIG1LR) o Nod-Like
Receptors (NLR) que. Els TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-10 i TLR-11 es troben a la

membrana extracel-lular i els TLR-3, TLR-7, TLR-8 i TLR-9 a les membranes intracel-lulars.

El cas més ben estudiat és el cas de Legionella pneumophila i els macrofags. Diferents ceél-lules
del sistema immune (cel-lules dendritiques, neutrofils i macrofags) reconeixen els PAMP i
fagociten Legionella [8]. En el cas del macrofag, el TLR-2 reconeix el LPS (que també pot ser
reconegut pel TLR-4 [8]), els NLR reconeixen el peptidoglica, el TLR-5 i NLR reconeixen la
flagel-lina i el TLR-9 reconeix DNA bacteria. Tots ells actuen activant la cascada de senyalitzacié
cel-lular per a la produccid de substancies inflamatories: citocines i quimiocines [10]. El RIG1LR
es troba al citoplasma i reconeix acids nucleics de Legionella activant la produccio de interferons
(IFN) tipus | [10]. Els NLR també activen la via de la caspasa-1 a la cél-lula induint la formacié de
porus a la membrana i la mort cel-lular (procés anomenat piroptosis) o, a través de la caspasa-
1, la produccié d’interleucines (IL) inflamatories com la IL-1 que ajuda a la resposta innata de
fase aguda i la IL-18 [10] que atrauen a cel-lules NK . Aquestes Ultimes augmenten la produccio

de IFNy i factor de necrosi tumoral a (TNFa).
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Imatge 21: Resposta innata en un macrofag infectat per Legionella pneumophila. Font: Tiscar Graells, adaptat i
simplificat de [10]. ILR18= Receptor de interleucina 18, TLR-5= Toll-like receptor 5, TLR-2= Toll-like receptor 2, TLR9=

Toll-like receptor 9, NLR= Nod-like receptor, RIG1LR= RIG-1-like receptor, IL-1=interleucina 1 i IL-18 =interleucinal8.

Aixi doncs, les cel-lules fagocitiques (dendritiques i macrofags) i les cél-lules NK activen rutes de
senyalitzacié per restringir la multiplicacié bacteriana i controlar la infeccié a través de
molécules com les citocines i quimiocines. Aquestes molécules estimulen a cel-lules
presentadores d’antigen i atrauen a més cél-lules al lloc de la infeccié. Com a conseqiiencia,
I’estimulacié de cél-lules presentadores d’antigen portara a una resposta immune adquirida i

especifica que podria protegir de possibles reinfeccions [10].

Alguns estudis apunten que la susceptibilitat a la malaltia en determinats grups de la poblacié
(immunodeprimits, gent gran) pot estar afectada per la produccio de IFNy. Si no hi ha produccié
suficient, la reaccid inflamatoria aguda no és suficient i la malaltia és més probable [26] o per un
polimorfisme en el TLR-5 (present a un 10% de la poblacié que introdueix un codé STOP
prematur; TLR-5 32%5T%) que no reconeix bé la flagel-lina i no indueix una resposta inflamatoria

adequada [26].

La destruccio de macrofags, les lesions de I'epiteli respiratori i la reaccid inflamatoria intersticial
fa que arribin al lloc de la infeccié cel-lules polimorfonuclears i monocits. Com a conseqiiéncia,
es genera una pneumonitis amb un exsudat molt ric en fibrina, i fins i tot, lesions pulmonars i

abscessos [85].
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2.10. Estudis metagenomics

Els microorganismes que coneixem avui en dia sén només una petita part de la diversitat
microbiana total. Normalment coneixem a aquells microorganismes que, o bé creixen en medis
de cultiu convencionals al laboratori, o bé tenen algun interés economic o que afecti a la societat
(produccié de menjar i begudes, aplicacions biotecnologiques, patogens). Pero, la gran majoria
de bacteris, amb una estimacioé per sobre el 98%, no poden ser cultivats o les condicions perque

puguin créixer en condicions de laboratori no sén conegudes [86].

Aixi doncs, si volem estudiar realment la diversitat microbiana necessitem tecniques que siguin
independents del cultiu com les técniques metagenomiques. La majoria d’estudis de diversitat
microbiana independents de cultiu utilitzen una analisi del gen RNA ribosomic 16S. Aquest gen
s’utilitza perque (i) és un gen universal present en tots els microorganismes, (ii) és resistent a la

HGT, (iii) té segments que son variables i (iv) té segments que sdn constants.

S'utilitzen uns encebadors universals per amplificar una part d’aquest gen de totes les espécies
presents a la mostra o mostres analitzades. El resultat final és una col-leccié d’amplicons que es
creu representativa en diversitat i quantitat de la mostra original. La seqlienciacié d’aquests
amplicons ens ddna les cadenes de DNA que han de ser comparades amb una base de dades per
determinar a quin microorganisme pertanyen. A partir d’aquestes seqiiéncies, s’identifiquen
regions de similitud i regions amb diferencies, utilitzant una disposicidé especial: I'alineament.
L’alineament optim és aquell que minimitza el nombre de substitucions, insercions o supressions
i les cadenes s’acostumen a representar com files d’'una taula de manera que cada columna

representa punts de I'evolucié d’una mateixa posicié del genoma.

Si la seqiiencia no es troba exactament a la base de dades, es classifica utilitzant I'aproximacio
de I'Ultim ancestre comu. Aquesta aproximacié es basa en la semblanca dels mecanismes
moleculars dels organismes que suggereix fortament que tots els organismes de la Terra tenen

un ancestre comu, de manera que qualsevol conjunt d’espeécies esta relacionat evolutivament.

Aguestes relacions s’anomenen relacions filogenétiques i es representen mitjangant un arbre
filogenetic. Larecerca filogeneética ha anat desenvolupant-se exponencialment en els Ultims anys
gracies a la recerca estadistica, algoritmica i, sobretot, computacional. El principal objectiu és
deduir aquests arbres a partir dels organismes existents i depen fortament de la identificacié de

caracters homolegs entre un conjunt de taxons.

Aguestes técniques sén importants per estudiar la gran quantitat de microorganismes presents

a la natura, i especialment, el cas de bacteris intracel-lulars com Legionella.
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3. Justificacio de la tesi

La legionel-losi és una malaltia de gran importancia a Salut Publica, especialment, perqué és una
malaltia que es pot prevenir. La perspectiva ecologica i de I'ambient per al control i el
monitoratge de la concentracié bacteriana als sistemes d’aigua és molt important per millorar

les mesures preventives i evitar futurs brots.

Actualment el metode de deteccié de Legionella requereix més d’una setmana per obtenir
resultats, i es necessita personal qualificat per a realitzar-los. No hi ha un monitoratge real i el
control déna la concentracié de Legionella en un moment puntual en el temps, el moment de

presa de la mostra, i pot ser diferent de la situacié actual.

poder monitorar la concentracié del

D’aquesta manera, amb la idea de
F@EA\[B\I

AREL. \ bacteri d’una manera rapida, a temps

UPPSALA
UNIVERSITET

BCLIVET 23 catlabr: L2 Metrohm
prote

real, automatitzada i amb baix cost en

Imatge 22: Logo del projecte Poseidon dins el marc europeu Horizon . , L. .
sistemes d’aigua va néixer el projecte

2020 i de les 6 institucions que participaven en la recerca.

europeu Poseidon (numero de
projecte: 644669) dins el Marc de Recerca i Innovacié Horizon 2020. Que incloia 6 grups de
treball o recerca, entre ells CATLAB i la Universitat d’Uppsala, de 4 paisos diferents: Espanya,

Sueécia, Italia i Holanda.

Aguest projecte, de recerca amb durada de gener 2015 - gener 2018, pretenia fer un biosensor
per poder monitorar la concentracié de Legionella in situ als sistemes d’aigua utilitzant la técnica

SPR (Surface-Plasmon-Resonance).

A partir de les mostres disponibles per a validar el prototip de biosensor, les quals eren
analitzades seguint la normativa ISO 11731:2007, va sorgir la idea de fer un estudi epidemiologic
a 'ambient i estudiar diferents aspectes del genere Legionella per tal de fer un estudi en més
profunditat: colonitzacions de sistemes artificials d’aigua, sensibilitat antimicrobiana i

prevalenga als sistemes naturals.
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4. Objectius

Per dur a terme una bona prevencié de les malalties causades per Legionella, encara cal estudiar
en profunditat més aspectes per acabar de comprendre tots els mecanismes disponibles al
nostre abast. L'objectiu general d’aquesta tesi ha inclos estudiar les dues branques de la
microbiologia involucrades amb el bacteri. La microbiologia clinica, per una banda, i la
microbiologia ambiental, per I'altra. Aixi doncs es van proposar dos estudis, explicats en els
seglients apartats, per intentar aclarir alguns aspectes basics de I'ecologia i les caracteristiques

del bacteri.

4.1. Objectius especifics article |: Legionella pneumophila
recurrently isolated in a Spanish hospital: Two vyears of

antimicrobial resistance surveillance

Els sistemes d’aigua d’edificis d’alt risc com els hospitals s’han vist colonitzats per Legionella en
moltes ocasions. Els patrons antimicrobians de Legionella no estan ben estudiats i no tenen
punts de tall. A més els hospitals sén ambients que poden presentar concentracions d’antibiotics
per sota de la MIC i aquesta pressid selectiva pot seleccionar soques ambientals amb
mecanismes de resisténcia. Un altre factor important a Legionella és |'elevada taxa de HGT que

pot transferir, entre altres, gens de resistencia a antibiotics.

Els objectius d’aquest article sén:
e Estudiar les soques aillades durant un periode de dos anys en un dels hospitals
gestionats per CATLAB.
e Analitzar els patrons antimicrobians dels antibiotics més comunament prescrits en
infeccions respiratories a les soques ambientals hospitalaries aillades.
e Analitzar els possibles canvis en aquests patrons, en el cas que hi fossin, per intentar

predir resisténcies a 'ambient abans que es trobin en aillats clinics.
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4.2.0bjectius especifics article Il: The all-intracellular order
Legionellales is unexpectedly diverse, globally distributed and

lowly abundant

Legionella pertany a la familia Legionellaceae de [I'ordre Legionellales de les
Gammaproteobacteria. L'altra familia inclosa a 'ordre és la familia Coxiellaceae que inclou
diferents géneres i un altre patogen ben conegut en el mén clinic: Coxiella burnetii. Aquest ordre
esta format per bacteris intracel-lulars que tenen en comu el T4BSS, un sistema que injecta
proteines efectores dins la cél-lula i que altera les funcions de I'hoste en detriment del bacteri.
La diversitat de I'ordre sembla gran aillant-se de llocs molt diferents, des de climes freds de
I’Artic fins a aiglies termals per sobre dels 502C. Perd tot i aixi, han estat relativament poc

rellevants fins al descobriment de Legionella pneumophila a I'any 1976.

Els objectius d’aquest article son:

e Estudiar la distribucié geografica i la prevalenca de I'ordre en diferents ecosistemes.

e Entendre I'ecologia global d’aquest ordre i identificar mecanismes que puguin afectar
la diversitat bacteriana.

e Veure la influéncia de la temperatura en les poblacions bacterianes d’aquest ordre
gue, com a conseqliéncia, podria predir els efectes ambientals causats pel canvi

climatic.
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5. Resultats

Els articles que formen part d’aquesta tesi son els segiients:

5.1. Article 1. Legionella pneumophila recurrently isolated in a
Spanish hospital: Two vyears of antimicrobial resistance

surveillance

Tiscar Graells, Marta Hernandez-Garcia, Josefa Pérez-Jové, Lionel Guy, Emma Padilla. Legionella
pneumophila recurrently isolated in a Spanish hospital: Two years of antimicrobial resistance

surveillance. Environ Res. Elsevier Inc.; 2018;166: 638-646.

doi: https://doi.org/10.1016/j.envres.2018.06.045

Introduccid: Legionella és un microorganisme que colonitza sistemes d’aigua artificials i que pot
causar pneumonia. La persistencia del genere Legionella va ser estudiada en el sistema d’aigua

d’un hospital aixi com els patrons antimicrobians de les soques aillades.

Meétodes: Es varen analitzar mostres d’aigua seguint la ISO 11731:2007 per aillar Legionella de
diferents punts de I'hospital estudiat. Les soques aillades van ser identificades per serologia i
per espectrometria de masses (MALDI-ToF). El tipatge molecular es va fer utilitzant
electroforesis de camp polsant (PFGE) i tipatge basat en seqiiéncies (SBT). La sensibilitat

antibiotica es va determinar utilitzant les técniques d’ETEST® i disc-difusid.

Resultats: Legionella pneumophila va ser aillada recurrentment durant tot el periode. Totes les
soques pertanyien al mateix grup: Legionella pneumophila sg 2-14 amb seqiliéncia tipus ST328.
Tot i aixi, el PFGE va revelar 5 patrons diferents. Independentment del metode utilitzat, no es va

observar cap canvi en els patrons antimicrobians de les soques analitzades.

Conclusions: Tot i el compliment de la normativa, la colonitzacié per part del genere Legionella
encara és un problema en els sistemes d’aigua d’edificis d’alt risc com els hospitals. La soca
aillada, Legionella pneumophila sg 2-14 ST328, podria no ser detectada per Ia
immunocromatografia en orina utilitzada en el diagnostic de rutina. L'estudi dels patrons
antimicrobians de patogens amb origen ambiental, i dificils d’aillar en mostres cliniques, pot

ajudar a predir possibles resisténcies abans que aquestes es trobin en soques cliniques.
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5.2. Article II:  The all-intracellular order Legionellales s

unexpectedly diverse, globally distributed and lowly abundant

Tiscar Graells, Helena Ishak, Madeleine Larsson, Lionel Guy. The all-intracellular order

Legionellales is unexpectedly diverse, globally distributed and lowly abundant.
FEMS Microbiology Ecology (accepted manuscript on 6™ September 2018).
Published: 10t September 2018

doi: https://doi.org/10.1093/femsle/fiy185

Introduccid: Legionellales és un ordre de bacteris intracel-lulars que inclou patogens accidentals
per als humans com: Legionella pneumophila i Coxiella burnetii. Tot i la diversitat de 'ordre, se
sap poc de la seva distribucio i abundancia als diferents ecosistemes. Només uns quants generes
han estat estudiats i seqlienciats, a conseqiiéncia de les dificultats de fer créixer bacteris

intracel-lulars en medi de cultiu.

Metodes: Es varen analitzar amplicons dels gens ribosomics 16/18S van ser analitzats per
determinar la diversitat, ubiqilitat i abundancia de I'ordre Legionellales a partir de mostres
recollides en reserves naturals, en una mina a Suecia i a partir de les dades d’estudis publics

disponibles.

Resultats: L'ordre Legionellales és altament divers i encara hi ha molts generes sense identificar.
A més, esta distribuit globalment, i és ubic en la majoria de sistemes artificials i esta present en
la meitat de mostres d’aigua naturals. Aixi i tot, I'abundancia de I'ordre en les mostres és molt

baixa .

Conclusions: L'ordre Legionellales és un ordre poc abundant, divers i ubic a la natura, tant
geograficament com en diferents ecosistemes. Per tal d’estudiar el paper d’aquests bacteris a la
natura, la seva diversitat i el seu paper en I’ecologia son necessaries técniques metagenomiques
gue no estiguin limitades per la capacitat de certs microorganismes de créixer en cultiu i que

puguin contemplar els diferents estils de vida que hi ha a la natura.
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6. Discussid general

El génere Legionella va passar desapercebut dins la societat fins el brot de pneumonia a
Philadelphia (Estats Units) el 1976. Un cop descobert i aillat I'agent causal del brot, diferents
estudis i investigacions es van dur a terme per intentar caracteritzar-lo. Aquests estudis
continuen i encara queda molt per saber d’aquests bacteris, especialment, a conseqliéncia de la

seva complexa ecologia a la natura.

L’aillament i la confirmacio del génere Legionella es fa seguint la normativa I1ISO 11731:2007.
Aquest protocol és el ‘gold estandard’ per la deteccid de legionel-la en mostres ambientals perd
necessita fins a 10 dies per obtenir resultats. Durant el periode estudiat en el nostre hospital,
Legionella pneumophila ST328 va ser aillada de diferents mostres d’aigua tant en ubicacié com
en temps. Encara que totes les normatives i mesures preventives van ser seguides i aplicades
rigorosament, la mateixa soca va continuar aillant-se en tot el periode. Aquest fet demostra que
les mesures utilitzades a dia d’avui no sén suficientment efectives per mantenir una bona
practica preventiva front la legionel-losi. Aquesta situacié és especialment important en
hospitals com I'analitzat, ja que, molts pacients estan immunodeprimits o en un estadi de
vulnerabilitat immunologica que els fan possibles candidats de patir la malaltia [9,87]. A més a

més, el personal d’edificis com els hospitals poden estar continuament exposats al bacteri.

L'antigen O del LPS del génere Legionella s'utilitza tradicionalment per determinar serogrups i
subgrups dins d’aquests primers en una mateixa espécie. Curiosament, en les mostres
ambientals analitzades nomes varen ser aillades Legionella pneumophila sg 2-14. L'especie i
serogrup que notifica més casos és Legionella pneumophila sgl perd aquest serogrup no va ser
aillat en cap moment del nostre estudi. Aixi, aquest serogrup no ha sigut el predominant en
mostres d’aigua i altres autors han obtingut resultats similars [68,69]. Les soques més
comunament aillades a I'ambient no han de ser necessariament les soques més aillades de

mostres cliniques, observant-se discrepancies.

Generalment, I'alt percentatge de casos clinics causats per Legionella pneumophila sg 1 no es
veu reflectit en la distribucié ambiental del génere. La clara prevalenca clinica de Legionella
pneumophila sg 1 contrasta amb estudis de seroprevalenga que demostren la potencial
exposicié de la poblacid a diferents serogrups i especies de legionel-la [9]. D’aquesta manera la
caracteritzacié dels factors de viruléncia de Legionella pneumophila serogrup 1 ha esdevingut
un dels principals camps de recerca del génere. L'antigen O del LPS de Legionella pneumophila

serogrup 1 pot tenir un epitop sintetitzat pel gen Lag-1, que és reconegut per anticossos
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monoclonals Mab2 o Mab3/1. Aquest sol serogrup amb el genotip Lag-1 és el responsable de la

majoria de casos clinics de LD [9], perd en canvi, no s’ailla habitualment en mostres d’aigua.

En el periode estudiat a I'hospital, un cas clinic de LD va ser diagnosticat mitjancant la
immunocromatografia en orina. El cultiu també va ser positiu, tot i que, I’aillament de legionel-la
en mostres cliniques no es facil, ja que, a més del temps necessari per al seu creixement, moltes
vegades es necessiten mostres invasives del tracte respiratori inferior. Tot i aix0 un cop aillada,
es va realitzar la prova confirmatoria utilitzant el cultiu en medi amb i sense L-cisteina. Aquesta
prova inicial podria ser substituida per la técnica MALDI-ToF, que és molt més rapida, facil de
realitzar i podria ser decisiva per a donar un bon tractament al pacient. D’aquesta manera, el

MALDI-ToF podria ajudar a un diagnostic inicial més rapid si es té I'equip [88].

Molts hospitals, inclos el nostre, fan el cribratge per LD utilitzant la immunocromatografia en
orina que només detecta Legionella pneumophila sg 1 (tot i que poden haver reaccions creuades
amb altres serogrups) [9]. Aixi doncs, el percentatge dels casos de legionel-losi podria estar
esbiaixat. Es parla de més del 84% dels casos causats per Legionella pneumophila sg 1 [26], pero
els percentatges reals podrien ser més baixos ja que els serogrups més predominants en mostres
ambientals no estan sent considerats. Aquest cribratge s’hauria de reconsiderar ja que es podria
diagnosticar una pneumonia sense considerar la opcié de que fos una LD. Actualment, molts
casos de pneumonia no tenen identificat un agent causal o no esta clar. Els pacients reben

tractament empiric i podria no ser el més adient.

Si parlem de les tecniques de tipificacié molecular, el PFGE és altament discriminatiu i sensible
a variacions petites i recent en el genoma de les soques a estudiar. En canvi, el SBT identifica
grans grups poblacionals sense tenir en compte petites variacions cromosomiques que poden
sorgir en el temps o en I'espai i és I'estandard pel tipatge de Legionella pneumophila [9,76]. Aixi,
també, es veu reflectit en els resultats obtinguts: totes les nostres soques pertanyien al mateix
ST, el ST328, mentre que el PFGE mostrava 5 patrons diferents perd estretament relacionats
entre ells. Aquest fet demostra el gran poder discriminatiu del PFGE [79,80] i fa patent el perque
és una técnica utilitzada encara en estudis epidemiologics, especialment quan es tracta de

relacionar soques ambientals i cliniques en un brot.

Els tests de sensibilitat antibiotica de Legionella pneumophila no tenen un protocol estandard.
La influencia del medi i el meétode utilitzat fa que els resultats de les MIC puguin ser molt
diferents. El medi d’aillament del geénere Legionella conté carbé que inhibeix I’accié d’antibiotics
com les fluoroquinolones, macrolids, rifampicina, doxiciclina i cotrimoxazol [68,70]. Per tant, les

MIC in vivo podrien ser més baixes en Legionella pneumophila que les observades en I'ETEST.
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Pero, el medi BCYEa continua sent el medi d’eleccid, tot i la inhibicié causada pel carbé que
conté, ja que el bacteri creix optimament i altres medis poden necessitar un inocul molt més alt
per a obtenir un creixement similar o simplement no tenir creixement[89]. Aquest medi i la
tecnica d’ETEST és el que es recomana per als tests de sensibilitat antibiotica ja que la lectura
dels punts de tall de la MIC és relativament facil [90]. Tot i no haver un protocol estandard,
EUCAST ha redactat un document guia que només considera la técnica d’ETEST per determinar
les MIC (Guidance document on Legionella, EUCAST,2017). El nostre estudi es va dissenyar abans
de la publicacié d’aquest document i les técniques de disc-difusié també van ser realitzades,

pero seguint les recomanacions d’EUCAST els resultats no es van considerar.

Tampoc hi ha definits punts de tall clinics per la interpretacié dels resultats dels tests antibiotics
en Legionella pneumophila. El que si que esta definit en aquest document guia és el punt de tall
epidemiologic, o MIC de soques tipus de Legionella. Es considera que si una soca aillada presenta
una MIC molt més elevada que el punt de tall epidemiologic en algun antibiotic, agquesta soca té

algun tipus de mecanisme de resisténcia.

Al comparar les MIC de les soques ambientals del nostre estudi amb la soca clinica aillada del
pacient afectat per LD, veiem que la soca clinica en general t&¢ MIC més altes per tots els
antibiotics testats. Les MIC més baixes van ser per levofloxacina, en el cas de fluoroquinolones,
i azitromicina, en el cas dels macrolids. Aquest antibiotics sén els recomanats en el tractament
de la legionel-losi ja que, a més a més, assoleixen concentracions intracel-lulars per sobre de la
MIC sent clinicament més efectius . | és que la localitzacié intracel-lular de legionel-la és un factor

important a tenir en compte per un bon tractament i eficacia dels antibiotics en el pacient [71].

Els resultats dels tests antimicrobians de les nostres soques ambientals van ser similars i sense
canvis en el periode analitzat. Aixi doncs, tot i estar en un ambient amb una possible pressié
selectiva, no hi va haver canvis que indiquessin tendéncia cap a la resistencia. Pocs estudis han
estudiat la susceptibilitat antibiotica de soques de Legionella pneumophila sg 2-14 ja que tenen
menys interés clinic que Legionella pneumophila sg 1 [68,69,91]. Malgrat aix0, aquests estudis
control sobre la sensibilitat antibiotica d’aquestes soques podrien ser importants en hospitals ja
que (i) molts dels pacients pertanyen a grups de risc, (ii) treballadors que pertanyin a grups de
risc poden estar exposats continuament, (iii) el contacte amb antibiotics en concentracions per
sota la MIC podria causar pressio selectiva cap a I'adquisicié de mecanismes de resistencia, (iv)
son bacteris amb reservoris ambientals pero de dificil aillament en mostres cliniques, (v) els
canvis en els patrons antimicrobians de legionel-la serien detectats abans del seu aillament en

mostres cliniques i (vi) legionel-la no es transmet entre individus, per tant, I'adquisicié de
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resisténcia antibiotica en soques ambientals és més problematica ja que aquesta si que pot

propagar-se.

| és que, el genere Legionella és naturalment competent, amb taxes altes de HGT que
proporcionen dinamisme i plasticitat al seu genoma per adaptar-se a diferents ambients i
condicions [79]. | no només aixo, sind que poden formar part de biofilms o infectar FLA, dos
medis en els quals pot haver contacte amb altres bacteris oportunistes com el génere
Pseudomonas, el genere Chlamydia o Stenotrophomonas maltophilia. Conseqlientment,
I'intercanvi de material genetic entre aquests bacteris i legionel-la podria donar com a resultat

I’adquisicid de gens de resisténcia a antibiotics [92].

Aixi doncs, tot i que legionel-la és un bacteri ambiental, la seva habilitat per infectar cél-lules
eucariotes i la seva capacitat per evadir la resposta de I'hoste han fet possible la seva emergencia
com un important, tot i que accidental, patogen dins la societat. Aixo fa pensar que encara estem
lluny de coneixer totes les malalties infeccioses, especialment les causades per bacteris

“fastidiosos”[93].

El progrés tecnologic i els nous ninxols ecologics, conseqiiencia del canvi que realitza '"huma a
I'ambient, no minimitzen el risc de patir malalties infeccioses. Els canvis (inclus els petits, trivials
o desapercebuts) que fem a I'ambient poden tenir efectes inesperats que destorben I'equilibri

ecologic natural i és important entendre com ens afecten.

D’aguesta manera, es va realitzar 'estudi del genere Legionella en diferents ecosistemes
incloent I'ordre al qual pertany: I'ordre Legionellales. Aquest inclou altres patogens de I'ésser

huma descrits com Coxiella burnetii o Diplorickettsia massiliensis.

L'ordre Legionellales es va estudiar en termes d’abundancia, diversitat geografica i ambiental.
L'ordre és poc abundant amb una freqiiencia del 0.1% a la majoria de mostres, més divers del
que s’esperava, ubic (incloent ambients que no eren considerats reservoris) i globalment
distribuit. Tenen una abundancia menor pero estan distribuits geograficament de manera
similar a altres ordres de les gammaproteobacteria com l'‘ordre dels Enterobacteriales o

Pseudomonadales.

L'ordre Legionellales té caracteristiques en comu i que caracteritzen tots els seus generes: el
cicle de vida intracel-lular i el T4BSS Dot/icm per injectar proteines efectores dins I'hoste i
modificar el seu comportament pel seu avantatge [94]. Aquestes caracteristiques probablement
van ser adquirides per I'Gltim antecessor en comu i ara son compartides per I'ordre i estudiades

en: Legionella, Coxiella, Rickettsiella o Diplorickettsia [95—97].
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Aguest sistema esta molt conservat, fet que podria demostrar que és un dels factors decisius
perque I'ordre pugui colonitzar diferents hostes eucariotes. Aixo és important des del punt de
vista clinic, ja que algunes espécies de I'ordre sén considerades patogens accidentals pels
humans com el cas d’algunes espécies del genere Legionella, Coxiella burnetii que causa la febre
Q o, la recentment descrita, Diplorickettsia massiliensis [22]. Aixi doncs, els principals hostes
d’aquest ordre intracel-lular sén protozous com les FLA o alguns artropodes, tot i que, son

possibles candidats per acabar sent patogens accidentalment[98].

Segons els resultats de les analisis de les bases de dades d’estudis publics, es pot concloure que
I'ordre té una diversitat més gran del que s’esperava. Aproximadament, el 25% de les dades
metagenomiques publicades contenen aquest ordre. Aix0 té sentit, ja que, el seu cultiu és
complicat i els bacteris poden passar desapercebuts al necessitar un hoste eucariota per créixer
i multiplicar-se. Per tant, la metagendmica és una eina d’eleccid per estudiar la diversitat

d’aquest ordre i altres bacteris intracel-lulars.

Aproximadament, la meitat de les mostres de sols, ambients marins, plantes i aigua dolca,
contenien l'ordre Legionellales i el total d’OTUs (Operational Taxonomic Unit) arriba a més d’un
centenar. A arrel dels resultats, és important remarcar que no es coneixen hostes en ambients

marins que pugin ser colonitzats per I'ordre, de moment.

Quan parlem d’ecosistemes artificials, I'ordre es troba present en un 95% de les mostres
analitzades. Perdo a més, la diversitat de l'ordre en sistemes artificials i aigua potable és

especialment alta.
La seva abundancia és baixa amb un pic al voltant del 0.1% en la majoria de casos.

La distribucié global a nivell d’OTU de I'ordre Legionellales s’observa també en ambdds casos:
geograficament i en diferents ecosistemes. Si analitzem les 5 OTU més abundants de I'ordre
Legionellales, veiem que encara sén espécies a descobrir i no es poden atribuir a cap espécie
coneguda. Ja que, tot i ser les 5 OTU més abundants encara no s’han aillat o seqlienciat a dia
d’avui. En el cas de 'OTU més abundant, la similitud més propera és del 88% i curiosament és
I’excepcio en la distribucié global de I'ordre: es troba associada a medis terrestres i a I’'hemisferi
Nord. En el cas de la segona OTU més abundant, la similitud més propera és del 97% amb una

especie de Legionella que indica fortament que és una espécie encara per identificar.

Si mirem l'especificitat de les mostres en els diferents ecosistemes veiem que la composicid
d’OTU en sols i plantes és similar, que els ecosistemes relacionats amb I'aigua (aigua natural,

aigua de sistemes artificials, aigua residual) comparteixen les mateixes OTU i que la composicio

66



d’OTU en ambients marins és especifica d’ella mateixa. En aquest sentit, els ambients marins
contenen mostres amb diferents OTU de I'ordre pero la majoria no es poden atribuir a cap
especie coneguda, el que ens fa veure que s’han d’estudiar encara els bacteris intracel-lulars en

aquests ambients.

Les nostres mostres també corroboren la ubiquitat de les OTU de I'ordre Legionellales inclds en
mines que sén ambients freds, foscos i amb pocs bacteris intracel-lulars coneguts. De fet, totes
les mostres de la mina analitzades van ser positives i diverses amb un maxim de 52 OTU en una
sola mostra. En canvi, algunes mostres de les reserves naturals d’Uppland van ser negatives, i
les positives van ser menys diverses per |'ordre quan es considera que aquests ambients sén el
seu habitat natural. De totes maneres, I'abundancia de les OTU de 'ordre Legionellales va ser
similaramb un rang de 0 a 0,7% en ambdues preses de mostres. La diversitat d’aquestes mostres

cobreix tot I'ordre amb I’excepcid del génere Coxiella.

No vam trobar OTU de FLA, que es consideren hostes naturals de I'ordre, ni en les mostres de
reserves naturals d’Uppland ni en les de la mina. Aquest fet podria ser causat per la falta
d’especificitat dels encebadors utilitzats o posar de manifest la possible varietat d’hostes que
podria tenir 'ordre, no només FLA o fins i tot que puguin viure lliurement. Aquest ultim fet
sembla poc probable perqué tot I'ordre esta adaptat a la vida intracel-lular i perqué no s’han vist
casos de bacteris intracel-lulars, que normalment han patit algun tipus de reduccié genomica,

que hagin tornat a ser extracel-lulars [99].

L'elevada prevalenca de l'ordre Legionellales als ambients marins és un dels fets més
sorprenents trobats al nostre estudi. Anteriorment, només havia estat descrit com un petit
percentatge associat a corals [100] o en llacs hipersalins [101]. A més, que hagi estat trobat en
ambients freds com en les mostres analitzades al nostre laboratori s’ha de destacar: previament

només s’havia descrit en aigiies de I’Antartic [102] o en illes del cercle polar Artic [103].

A nivell de genere taxonodmic, veiem que Legionella és predominant en aigua dol¢ca natural i
sistemes artificials pero, tot i ser poc conegut, el genere Aquicella és abundant en sols i plantes.
La ubiquitat del génere Legionella en aquests sistemes és coneguda [104]. Un factor important
perque el genere Legionella colonitzi eficagment els sistemes artificials d’aigua és la
temperatura. A més de ser termotolerant, la temperatura optima del génere és elevada (35-
37°C) per un genere considerat ambiental. Aquest fet es creu important perque estigui present
i creixi en sistemes d’aigua calenta artificial. Donant forca a aquesta hipotesi, la fraccié de I'ordre
Legionellales en les dades analitzades és més elevada quan les temperatures superen els 20°C,

en aigua natural i mostres associades a mol-luscs, tot i que aquestes correlacions no son
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estadisticament significatives. Sorprenentment, aquest fet canvia en ecosistemes com els sols o
sistemes artificials. Especialment en sols, per sota els 15°C les fraccions semblen ser més

elevades.

Aixi doncs, tot i que la influencia de la temperatura en sistemes artificial pot ser discutida en la
prevalenca del genere Legionella, I'augment de la temperatura global podria canviar la
composicié de microorganismes de molts ecosistemes i una de les conseqiieéncies podria ser
I'increment de la fraccid no només del génere Legionella, sind també de I'ordre Legionellales en
ecosistemes aquatics. Aquest fet podria portar a 'emergencia de patogens oportunistes dins

d’aquest ordre com és el cas de Legionella pneumophila.
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7. Conclusions
Conclusions

Encara queden molts aspectes a estudiar i a millorar en la prevencié de la legionel-losi. La
complexa ecologia d’aquest génere fa que les vies d’estudi i prevencié englobin molts camps:
microbiologia, biologia molecular, medicina, ecologia, arquitectura, quimica, entre altres. Aixi
doncs, com a conclusié final d’aquest treball, podem dir que hi ha una necessitat real d’incloure
tots els mecanismes al nostre abast perqueé aquestes mesures preventives siguin efectives,

incloent factors que fins ara no es tenen en compte.

There are still many aspects to study and to improve regarding LD prevention. The complex
ecology of Legionella involves many scientific areas to study and, ultimately, to prevent the
disease, including: Microbiology, Molecular Biology, Medicine, Ecology, Architecture, Chemistry,
among others. The conclusion of this work is that there is a real need for including all our
knowledge to make this prevention more effective, and for that, we must include different

factors not considered until now.

Per finalitzar el treball realitzat en aquesta tesi i en els articles de recerca podem concloure el

seguent:

To finish the work done in this thesis, research articles included, the following can be concluded:

7.1. Conclusions article 1: Legionella pneumophila recurrently
isolated in a Spanish hospital: Two years of antimicrobial
resistance surveillance

e Legionella pneumophila va ser aillada recurrentment a les mostres de I’hospital d’estudi,
toti el compliment estricte de les mesures preventives.
Even though the prevention measures were strictly followed in the hospital, Legionella
pneumophila was recurrently isolated.

e legionella pneumophila és altament eficag colonitzant sistemes d’aigua artificials.
Legionella pneumophila colonizes efficiently artificial water systems.

e S’han de considerar noves mesures per una bona prevencid.
New measures need to be discussed and put into practice to improve prevention.

e El monitoratge dels patrons antimicrobians en soques amb reservoris ambientals i de
dificil aillament en mostres cliniques, com el genere Legionella, pot ajudar a predir

resisténcies o canvis en els patrons abans d’aillar aquestes soques de mostres cliniques.
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Antibiotic resistance monitoring may help to find resistance mechanisms in bacteria
with environmental reservoirs but difficult to isolate from patients and to predict
changes in strains before they are isolated from clinical samples.

Les enquestes dels patrons antimicrobians han d’analitzar-se amb precaucié i considerar
els resultats en el tractament de pacients.

Those environmental surveys should be taken with caution but considered to treat
patients with the appropriate antibiotic.

Es necessaria una nova metodologia estandard per dur a terme els estudis de sensibilitat
antibiotica de les legionel-les.

A new standard methodology is needed to perform antibiotic susceptibility tests in

Legionella.
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7.2. Conclusions article Il: The all-intracellular order Legionellales is
unexpectedly diverse, globally distributed and lowly abundant

e |’ordre intracel-lular Legionellales és ubic al medi ambient i geograficament.

The all-host-adapted order Legionellales is ubiquitous, both geographically and
environment-wise.

e |’ordre Legionellales té una prevalenca variable: esta present en la majoria de mostres de
sistemes artificials, en la meitat de mostres de sols, aigua dolga i al medi marii poc present
en la majoria de possibles hostes estudiats.

The prevalence of these bacteria varies widely, from being in almost all the samples
from man-made environments, in half the samples in soil, freshwater and marine
environments, and rarely observed in most hosts.

e L’abundancia de I'ordre Legionellales en les mostres analitzades es normalment d’'un 0.1%
aproximadament arribant en algunes mostres a I'1%.

The abundance of Legionellales is typically around 0.1% rarely exceeding 1%.

e Les OTU identificades més comuns de I'ordre Legionellales no estan atribuides a cap
especie, la qual cosa posa de manifest la necessitat d’utilitzar estudis metagendmics per a
bacteris intracel-lulars.

The most common Legionellales OTUs are not well identified yet which emphasizes
the need of metagenomics for future studies of host-adapted bacteria.

e Les aiglies oceaniques i els ecosistemes freds son els ecosistemes amb més bacteris de
I’ordre sense identificacio.

Oceanic waters and cold environments seem to contain many yet-to-be discovered

Legionellales.
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