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Antecedents històrics 

 

Legionella és l’agent causant d’una malaltia descoberta fa relativament poc com a 

conseqüència d’un brot de pneumònia en un hotel de Filadèlfia l’any 1976. Degut a 

que aquesta malaltia va a afectar a ex-membres d’una legió americana que celebraven 

una convenció anual es va denominar malaltia del Legionari (en anglès Legionaire’s 

Disease, LD). Aquest brot explosiu va causar 182 casos, dels quals 29 van ser mortals 

[1]. A partir del estudis epidemiològics es va deduir la seva procedència però no es va 

trobar  una font d’infecció concreta. Es va observar que no hi havia transmissió 

persona-persona i que la seva dispersió havia de ser per l’aire. No va ser fins més tard, 

examinant els sèrums de pacients i els espècimens dels teixits en la cerca del 

presumpte agent, que es va descobrir que es tractava d’un bacil gram-negatiu al que 

se li podrien atribuir altres brots de malalties respiratòries a on no es va arribar a 

identificar l’agent causant [2]. 

Després de la identificació del bacteri causant de la malaltia del Legionari com a 

Legionella pneumophila i constatar la capacitat dels pacients de produir anticossos en 

front a aquest, es van realitzar estudis retrospectius de casos i brots de pneumònia 

produïts durant la dècada dels 50 en el mateix hotel de Filadèfia, en una planta 

envasadora de carn a Austin (Minesota, USA) [3] i en un hospital psiquiàtric de 

Washington (USA) [4], en els quals no s’havia identificat l’agent etiològic [2,5]. A més 

també es va relacionar amb una malaltia febril no pneumònica produïda l’any 1968 a 

Pontiac (Michigan, USA) [6], la qual es va denominar pel seu origen Febre de Pontiac.  

Ambdues malalties (Malaltia del Legionari i Febre de Pontiac) se les coneix 

globalment com a legionel·losis. 

Degut a la dificultat de creixement d’aquest bacteri en medis de cultiu 

convencionals i a la seva presentació clínica sense un símptoma característic que la 

diferenciés de la resta de pneumònies, la malaltia va ser catalogada com a pneumònia 

atípica i considerada únicament en relació a brots comunitaris i nosocomials. A la 

dècada dels 90 el seu diagnòstic va augmentar gràcies a la incorporació d’una tècnica 

senzilla i sensible, la detecció d’antigen en mostres d’orina, i L. pneumophila va 

començar a ser considerat com un dels principals agents de pneumònia adquirida en la 
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comunitat. 

La incorporació d’aquesta nova tècnica diagnòstica, ha ajudat a descriure brots de 

legionel·losis amb gran afectació de pacients com a Holanda en 1999 amb 133 casos 

confirmats [7] i a Melbourne (Australia) al 2000 amb 125 casos confirmats [8]. A 

Espanya també s’han descrit grans brots d’aquesta malaltia, com a Almuñécar l’any 

1991 amb 91 casos [9], a Alacalá de Henares l’any 1997 amb 224 casos [10] i a Murcia 

l’any 2001 amb 449 casos confirmats [11], el brot amb més afectats que s’ha produït al 

món. A la regió de Barcelona també hi van haver grans brots importants d’aquesta 

malaltia com els brots de Barcelona de 1988 amb 56 casos i el de 2000 amb 56 casos 

[12,13], el brot de Mataró de 2002 amb 113 casos confirmats [14], el brot de Vic de 

2005 amb 55 afectats [15] entre d’altres. 

Amb l’augment de la incidència a Espanya d’aquesta malaltia, el Ministeri de 

Sanitat i Consum publicà el primer Real Decret de prevenció i control de la 

legionel·losis com a normativa bàsica de l’Estat (RD 909/2001 de 27 de julio, por el que 

se establecen los criterios higiénico-sanitarios para la prevención y control de la 

legionelosis), que posteriorment va ser substituït pel RD 865/2003 del 4 de juliol amb 

el mateix enunciat (BOE, 2003a). A Catalunya es va escriure la normativa DOGC núm. 

4185, 29.07.04 en el que s’estableixen els criteris d’actuació i normes específiques per 

en la prevenció i control de la legionel·losis. Tot i l’aplicació de les mesures de 

prevenció del RD i DOGC, aquesta malaltia continua sent un gran problema sanitari en 

el nostre país, veient-se reflectit en l’últim brot de Sabadell i Ripollet (Setembre-

Novembre de 2014) amb 48 persones afectades. 

 

Taxonomia 

 

Legionella pneumophila és un bacteri gram-negatiu de l’ordre γ-Proteobacteria que 

pertany a la família Legionellaceae [5].  

La família Legionellaceae consisteix en un únic gènere, Legionella, tot i que alguns 

investigadors van proposar dividir la família en 3 gèneres (Legionella, Fluoribacter i 

Tatlockia) [16]. Diferents estudis filogenètics del gen 16S ARNr van confirmar que la 

familia Legionellaceae és un únic subgrup monofilètic dins de la subdivisió gamma-2 de 
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Proteobacteria [17,18]. A més, la relació d’ADN entre dos espècies de Legionella és com 

a mínim del 70 %, i segons el comitè  ad hoc per la conciliació d’enfoc  de la sistemàtica 

bacteriana [18,19], aquesta relació es dóna quan dos espècies pertanyen al mateix 

gènere. 

Ara per ara, s’han descrit unes 57 espècies de Legionella, que comprenen més de 

70 serogrups, aproximadament la meitat d’aquests han estat aïllades o detectades en 

mostres clíniques, però totes elles estan considerades com a potencials patògens 

humans [20,21]. L. pneumophila destaca com la causant del 90 % de les infeccions, i tot 

i que consta de 16 serogrups,  L. pneumophila sg 1 és l’agent causant del 85 % del 

casos [22,23]. La infecció per altres soques del gènere Legionella s’ha descrit en pocs 

casos, possiblement per la seva raresa en l’ambient o per la falta de test diagnòstics 

adequats [24]. 

 

Característiques microbiològiques 

 

Legionella és un bacteri aeròbic, Gram-negatiu, no formador d’espores. És un 

bacteri mòbil que posseeix un o més flagels polars [25], i en alguns aïllats primaris s’ha 

arribat a observar que posseïen fímbries [26]. L. pneumophila, l’espècie més estudiada, 

presenta un cicle cel·lular bifàsic en el que s’alterna entre un estat no-mòbil (fase 

replicativa) i un estat virulent i flagel·lat (fase transmissiva) [27] (Figura 2). El bacteri 

mostra un gran pleomorfisme, presentant una forma cocoide-baci·lar (entre 0.3 a 0.6 

μm per 3 μm), i/o filamentosa (entre 8 a 50μm), depenent de la temperatura, els 

nutrients o metabòlits disponibles, l’ambient de creixement (per exemple, dins d’una 

ameba) i el tipus de medi [2,28]. 

Encara que estructuralment és un bacteri gram-negatiu, amb paret bacteriana, 

membrana externa, polímer de peptidoglicà amb àcid m-diaminopimélic i membrana 

externa, l’estudi d’àcid grassos de la paret cel·lular mostra que conté compostos poc 

habituals en bacteris gram-negatius com àcids grassos de cadena ramificada i 

ubiquinones (coenzim Q) amb 9-14 unitats d’isoprenoides a la cadena lateral, i baixa 

quantitat d’hidroxiàcids [29,30]. Aquesta composició dificulta la visualització del bacteri 

mitjançant la tinció de Gram.  Com a alternativa a aquesta i amb millor resultats es pot 
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utilitzar la tinció de Giménez [31], la impregnació argèntica de Dieterle [32], o tincions 

de fluorescència utilitzant anticossos específics. 

En relació al seu metabolisme, són bacteris quimiorganotròfics. La seva major font 

de carboni són els aminoàcids, però a falta d’aquests també es capaç d’utilitzar alguns 

glúcids com a font d’energia. Pel que fa a les proves bioquímiques, la reacció de 

l’oxidasa és variable, la reacció de la catalasa és dèbilment positiva, i la reducció de 

nitrats i la prova de la urea són negatives [33]. Moltes espècies produeixen beta-

lactamasa i liqüen gelatina [34]. 

L. pneumophila va ser aïllada per primera vegada en medi d’agar Muller-Hinton 

suplementat amb hemoglobina i Iso VitalX (MH-IH) [35]. L’hemoglobina era necessària 

pel suplement de ferro, i el Iso VitalX proveïa l’aminoàcid L-cisteïna. Aquests 

refinaments van permetre el desenvolupament de l’agar Feeley-Gorman, el qual va 

permetre un millor aïllament de l’organisme a partir de mostres de teixit [35]. Més 

tard, el midó va ser substituït pel carbó actiu per a la detoxificació del medi, i la font 

d’aminoàcids va ser canviada per extracte de llevat [36]. L’agar amb extracte de llevat i 

carbó actiu és la base de molts dels medis utilitzats per al creixement de legionel·la. El 

medi utilitzat per al seu cultiu ha sigut millorat moltes vegades, finalment resultant en 

el medi utilitzat avui dia, un agar tamponat amb extracte de llevat i carbó actiu 

(buffered charcoal-yeast extract (BCYE)) enriquit amb àcid α-cetoglutàric i amb o sense 

agents selectius [36,37]. El seu creixement en condicions in vitro és relativament lent, 

necessitant com a mínim unes 72 hores per al seu creixement en placa. Encara que la 

majoria de Legionella spp. creix bé en agar BCYE, algunes espècies necessiten 

complementació amb albúmina de sèrum boví per incrementar el creixement [38]. 

L. pneumophila és un bacteri termotolerant. Tot i que la seva temperatura òptima 

de creixement és entre 36 i 37 °C, és capaç de multiplicar-se a temperatures entre 20 i 

45 °C, de sobreviure de manera activa per sota de 20 °C i tolerar temperatures de fins a 

65-70 °C [39,40]. 

 

Ecologia 

 

Legionella spp. és un microorganisme comú d’hàbitats aquàtics naturals com rius, 
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llacs, rierols, estanys, aigües termals, i aigües superficials, i és part de la microbiota 

natural de l’ecosistema [41]. L’aigua és el major reservori per legionel·la, s’ha detectat 

en un 40 % d’ambients aquàtics naturals per cultiu i en un 80 % dels ambients naturals 

testats per PCR [42]. Com a excepció, algunes espècies com L. longbeachae, han sigut 

aïllades de terres humides, compost i terres de cultiu exposades a fertilitzants en 

Estats Units, Austràlia, i el Regne Unit [43,44]. Aquesta espècie és la causa principal de 

legionel·losis en Austràlia, sobretot a jardiners que estan exposats a les terres de cultiu 

comercials [45].   

Els tres factors que influeixen en la propagació de la legionel·losis són primerament 

la presència del bacteri en l’ambient aquàtic, temperatura òptima pel bacteri i 

finalment la presència de factors nutricionals que permeten la proliferació d’aquest. 

Aquest gènere s’acostuma a trobar a concentracions baixes en l’ambient. La 

exigència del requeriment nutricional in vitro de L. pneumophila [34,36] originalment 

va contradir el fet de l’aïllament del bacteri en un ambient amb poca quantitat de 

nutrients, altament competitiu i polimicrobià [19]. Ràpidament es va observar que la 

forma primària de sobreviure i replicar-se en l’ambient natural del bacteri era de forma 

paràsita en nombrosos gèneres de protozous com Acanthamoeaba, Naegleria, 

Hartmannella i Tetrahymena, i secundàriament com a vida lliure o associat a una 

biopel·lícula aquàtica. La seva associació amb amebes podria induir els fenotips 

virulents del bacteri, assistir en la disrupció, i donar protecció en condicions no 

favorables i a la presència de bactericides, com altes temperatures o  grans dosis de 

clor [46]. 

S’ha demostrat que aquests bacteris són capaços de multiplicar-se en 14 espècies 

diferents d’amebes, en 2 espècies de protozous ciliats i una espècie de floridura de 

fang, mentre que el creixement de legionel·la en absència de protozous només ha 

estat documentat en el laboratori [42]. Els protozous es presenten naturalment en els 

ambients implicats en el focus d’infecció de la legionel·losis. Mentre que els protozous 

són hostatgers naturals de legionel·la, els humans són considerats hostatgers 

accidentals en el qual infecta i es replica dins dels macròfags alveolars. Molts dels 

coneixements de la patogènesis de legionel·la provenen de l’anàlisi del procés 

d’infecció tant de protozous com de cèl·lules humanes. Els estudis que contrasten el 

paper que els factors de virulència juguen en aquestes dues poblacions d’hostatgers 
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permet l’especulació de la transició del bacteri des de la relació obligada amb els 

protozous a la relació oportunista amb humans. 

Legionel·la també pot sobreviure immers en biopel·lícules. En els estudis de 

detecció de Legionella en els sistemes de distribució d’aigua, aquest són detectats més 

fàcilment en hisops fregats per l’interior de la canonada que en el flux d’aigua, 

suggerint que la majoria de legionel·les estan associades a biopel·lícules [47]. Tot i 

sobreviure en les biopel·lícules, hi ha estudis que demostren que la proliferació del 

bacteri està condicionada a la presència de protozous, i que sense els seus hostatgers 

només era capaç de persistir i no replicar-se [48]. 

 

 

Figura 1. Cicle de transmissió de Legionella.  

 

Des de l’ambient natural aquest bacteri pot colonitzar ambients aquàtics artificials 

com torres de refrigeració i sistemes d’aigua sanitària (Figura 1). La majoria de casos 

de legionel·losis s’originen a partir d’ambients aquàtics artificials, on les temperatures 

són més altes que en els ambients naturals. Aquests ambients alterats poden canviar el 

balanç entre protozous i bacteris, resultant en una ràpida proliferació de Legionella, el 

qual es pot traduir en malaltia humana. El risc de patir malaltia està associat a molts 
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factors com l’exposició al microorganisme, la virulència, la susceptibilitat de l’hostatger 

i la creació de gotes que continguin Legionella amb possibilitat de ser inhalades. 

Els únics emplaçaments naturals associats amb la transmissió directa del bacteri 

són les fonts termals adaptades als banys, com els banys públics populars al Japó i 

Taiwan [49,50]. 

 

Patogènia 

 

La ecologia i la patogènia de Legionella estan molt relacionades. Dos grans àrees 

d’assoliment del coneixement de la patogènia de Legionella són la caracterització del 

seu cicle de vida i la identificació de determinants de virulència per tècniques 

moleculars. En l’any 1980 es va descriure el cicle de vida L. pneumophila en amebes 

[51]. Uns anys més tard, s’observà que L. pneumophila també es multiplicava 

intracel·lularment en macròfags humans evitant la fusió del fagosoma amb el lisosoma 

[52]. Els processos d’infecció dels protozous i cèl·lules fagocítiques de mamífers per 

Legionella són similars, i utilitzen gens i productes gènics semblants [53]. S’ha postulat 

que la capacitat de replicació en l’interior de cèl·lules de mamífers és el resultat d’una 

prèvia adaptació a nínxols intracel·lulars com podrien ser els protozous.  

L. pneumophila és un bacteri patogènic intracel·lular facultatiu, i la seva 

patogènesis està directament associada amb la seva capacitat d’envair i multiplicar-se 

en un gran nombre de cèl·lules eucariotes com fagòcits mononuclears, 

fonamentalment monòcits, macròfags alveolars humans i també en diverses cèl·lules 

epitelials i fibroblast humans i d’animals. Tot i això, no totes les espècies de Legionella 

són capaces d’infectar macròfags [54,55].  

 

Cicle cel·lular 

 

Els mecanismes de virulència de L. pneumophila són complexes i poc coneguts. No 

obstant això, s’han pogut caracteritzar algunes de les proteïnes que s’indueixen durant 

la replicació intracel·lular [56]. 
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La interacció de Legionella amb les cèl·lules fagocítiques es pot dividir en 6 pasos: 

1) adhesió del microorganisme als receptors de superfície de les cèl·lules, 2) 

endocitosis i penetració del microorganisme en els fagòcits, 3) vacuolització i evasió de 

la via bactericida, 4) formació de la vacuola replicativa, 5) multiplicació intracel·lular, i 

6) mort de la cèl·lula hostatgera i propagació del bacteri. A la Figura 2 es representa el 

cicle cel·lular de Legionella. 

 

 

Figura 2. Representació del cicle cel·lular de Legionella en medi de cultiu i en cèl·lules fagocítiques. 

 

Els macròfags alveolars fagociten a Legionella quan aquesta entra al pulmó de la 

persona afectada i els bacteris es mantenen intactes dins dels fagosomes. No es coneix 

amb exactitud el mecanisme d’entrada de Legionella en la cèl·lula. En la majoria dels 

casos, sembla que el bacteri és fagocitat per fagocitosi convencional. La fagocitosi en 

els monòcits humans és en part intervinguda pel sistema de tres components de 

receptors de complement CR1 i CR3, encara que el paper d’aquests receptors no s’ha 

determinat mai [57,58]. També s’ha observat que l’entrada pot ser per un mecanisme 

de fagocitosis en espiral (coiling phagocytosis) en diferents cèl·lules i amebes [59]. Els 
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fagosomes maduren normalment en les vacuoles a la via endocítica. Pel contrari, 

durant la fagocitosis, Legionella inicia una cascada complexa d’activitats que inclouen: 

inhibició de l’estrès oxidatiu, reducció de l’acidificació del fagosoma, bloqueig de la 

maduració del fagosoma i canvis en el tràfic d’orgànuls. L. pneumophila ocupa una 

vacuola que és independent de la via endocítica. Aproximadament després de 4 a 6 

hores de l’entrada a la cèl·lula hostatgera, el fagosoma que conté el bacteri està 

associat a vacuoles del reticle endoplasmàtic de la cèl·lula hostatgera. L. pneumophila 

evita els lisosomes i les vies endocítiques tradicionals utilitzant una nova via dins de la 

cèl·lula hostatgera [60]. No està clar quina proporció d’aquest mitjà d’entrada i evasió 

està dirigit pel patogen i quina proporció del mecanisme està sota el control de la 

cèl·lula hostatgera. Aquests processos permeten que les soques virulentes de 

Legionella puguin inhibir la fusió dels fagosomes amb els lisosomes i que transformin 

els fagolisosomes en un nínxol adequat per a la seva replicació en l’interior dels 

fagòcits [19,60,61]. 

El procés d’infecció de legionel·la en protozous i cèl·lules fagocítiques de mamífer 

és similar, tot i que s’han descrit algunes diferències entre ambdós processos. 

Microscòpicament, el procés és virtualment idèntic, encara que existeixen notables 

diferencies en el mecanisme d’entrada i sortida de la cèl·lula hostatgera. El mètode 

d’entrada dels bacteris ha sigut descrit com fagocitosi en espiral i per fagocitosis 

convencional, tant en macròfags com amebes [62]. Com s’ha dit abans, l’endocitosi en 

macròfags pot ser dependent o independent a receptors de complement. En amebes 

Legionella s’uneix als filipodis (hair-like projections) [63], els quals són estructures 

d’adherència i els bacteris poden unir-se a aquestes de manera aleatòria. L’entrada per 

aquesta via no és un procés fagocític. Estudis amb inhibidors de metabolisme amb 

metilamina i citocalasina D han demostrat que L. pneumophila entra a H. vermiformis 

per una forma d’endocitosis mediada per receptor [64], i que la polimerització l’actina 

(component indispensable per a la fagocitosis), no és necessària per al procés 

d’infecció de L. pneumophila en H. vermiformis, però si per a la infecció de les cèl·lules 

monocítiques U937 [65]. 

Una altra diferència entre l’entrada de L. pneumophila en cèl·lules fagocítiques 

humanes i H. vermiformis és el paper de les proteïnes de síntesis de les cèl·lules 

hostatgeres. L. pneumophila requereix de la síntesi de proteïnes de la cèl·lula 
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hostatgera per a la infecció de H. vermiformis però no per a infectar cèl·lules humanes 

U937 [66]. 

La etapa final del cicle d’infecció és la mort de la cèl·lula hostatgera i l’alliberament 

dels bacteris. En els macròfags i en les cèl·lules epitelials alveolars L. pneumophila 

indueix l’apoptosi, i a més en els fagòcits humans pot induir la necrosis per l’activitat 

de la formació de porus [67,68]. Pel contrari, la mort de l’ameba no s’ha associat amb 

l’apoptosi en els estudis que han utilitzat Acanthamoeba castellani i Acanthamoeba 

polyphaga. En aquests organismes la sortida del bacteri i mort de la cèl·lula hostatgera 

es deu a la formació del porus [68,69]. 

El cicle cel·lular del bacteri s’ha relacionat amb les dos fases de creixement 

d’aquest. La forma replicativa s’ha relacionat amb la fase exponencial del bacteri en 

cultiu, a on els bacteris no són mòbils i tenen una paret arrugada amb una mica o 

sense hidroxipiruvat. La forma no-replicativa o infectiva, relacionada amb la fase post-

exponencial i estacionària del cultiu, els bacteris són més petits, amb la paret llisa, 

mòbils i contenen nombroses inclusions de hidroxipiruvat. Aquestes fases del cicle de 

vida de L. pneumophila han estat caracteritzades, connectant un gran nombre de 

proteïnes expressades a cadascuna de les fases. L’esgotament dels aminoàcids a la 

cèl·lula hostatgera provoca una acumulació de 3’,5’-bispirofosfat (ppGpp) [70], el qual 

està implicat en l’augment de factors de transcripció RpoS que estimularien l’expressió 

de gens de la fase estacionària. Les proteïnes descrites de la fase estacionària faciliten 

la infecció de noves cèl·lules hostatgeres i augmenta la citotoxicitat, la sensibilitat al 

sodi, la resistència osmòtica, la mobilitat, i són capaços d’evadir la fusió de fagosoma-

lisosoma [60]. L’expressió de la proteïna del flagel també està relacionada amb la fase 

del cicle de vida del bacteri, la qual promou la proliferació intracel·lular encara que no 

és depenent d’aquesta [71,72]. 

 

Factors de virulència  

 

No s’han definit de forma clara els factors  biològics i immunològics individuals que 

fan d’intermediaris en la virulència de Legionella. Tot i així, l’anàlisi del procés 
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d’infecció en protozous i cèl·lules hostatgeres humanes han ajudat a identificar alguns 

dels factors que poden influir en la virulència del bacteri. 

Les estructures de superfície de membrana són importants en la patogènia de 

Legionella [61]. L’adherència seguida de l’entrada del bacteri en la cèl·lula hostatgera 

és un pas essencial per a la infecció. Algunes proteïnes de superfície com el 

lipopolisacàrid (LPS), el flagel o el pili de tipus IV estan involucrades en l’adherència i 

entrada de Legionella en macròfags alveolars i protozous. Aquestes proteïnes inclouen, 

entre d’altres, a la proteïna principal de membrana externa (MOMP, major outer 

membrane protein, les proteïnes de xoc tèrmic (Hsp60, heat shock protein 60), la 

proteïna potenciadora de la infectivitat (Mip, major infectivity potentiator) i la toxina 

implicada en la formació del porus (RtxA, pore-formation protein). 

El gen mip va ser el primer gen descrit associat a la virulència de L. pneumophila. 

Aquest codifica per una proteïna de 24 kDa de superfície (Mip) [73]. La proteïna Mip és 

una homòloga de la proteïna FK506 i té activitat cis/trans-peptidilprolil [74]. El 

producte gènic Mip és necessari per a la infecció en models animals, cèl·lules 

fagocítiques de mamífer i protozous, i va ser el primer gen que es va demostrar que 

estava involucrat en la patogènesis de tots dos hostatgers, mamífers i protozous [75]. 

El mecanisme d’acció encara és desconegut. Aquest gen també ha sigut detectat en les 

altres espècies de Legionella [76,77]. Es pensa que la proteïna Mip està conservada en 

tot el gènere [73], i inclús s’utilitza com a eina filogenèica per a la identificació de  les 

espècies de Legionella [77] mitjançant seqüenciació d’aquest gen. 

La proteïna MOMP és una porina que actua en la unió dels macròfags a través de 

component C3 del complement, i intervé en l’entrada del bacteri a la cèl·lula via 

receptors de macròfags de complement CR1 i CR3 [57]. No obstant, la fagocitosi de L. 

pneumophila també es pot dur a terme per un mecanisme independent de 

complement [78]. 

La toxina RtxA, que pertany a la família Rtx (repeats-in-toxin), participa en 

l’adherència, entrada del bacteri a la cèl·lula hostatgera, la formació del porus i en la 

supervivència intracel·lular [79,80]. 

Un altre aspecte important de la virulència de Legionella és la capacitat de secretar 

toxines i proteases destructores del teixit extracel·lular [81], que realitza mitjançant els 

sistemes de secreció tipus II i IV. El sistema de secreció tipus II és necessari per a un 
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creixement intracel·lular no restrictiu de L. pneumophila i per a la formació del pili 

tipus IV [82]. Mutacions en els gens que codifiquen per aquest sistema produeixen una 

disminució en la capacitat d’infectar macròfags, protozous i altres cèl·lules 

fagocítiques. Aquest sistema de secreció és similar al sistema de secreció PilBCD de 

Pseudomonas aeruginosa [83]. Els dos gens que han estat més extensivament estudiats 

en Legionella són pilE (pilin protein) i pilD (prepilin peptidase) [82,83]. La proteïna pilin, 

codificada per gen pilE, no és necessària per al creixement intracel·lular, però pot estar 

involucrada en la unió a la cèl·lula hostatgera. El gen pilD codifica per a una peptidasa 

preplin que és essencial per a la producció del pili i per a les proteïnes del sistema de 

secreció tipus II. Els mutants defectius del gen pilD perden la capacitat de multiplicar-

se en cèl·lules U937, H. vermiformis, i en models animals [84] i  tenen una activitat 

reduïda en la secreció enzimàtica [81]. Les proteïnes secretades que faciliten el 

creixement intracel·lular de legionel·la encara no estan identificades. Estudis recents 

han mostrat que el sistema de secreció tipus II està directament lligat amb el 

creixement en amebes, mentre que en cèl·lules humanes s’ha observat un mecanisme 

diferent pilD-dependent [85]. 

El sistema de secreció tipus IV es divideix en dos tipus: IV A i IV B. El sistema de 

secreció tipus IV A de Legionella es coneix també com a ‘Legionella vir homologue’ 

(Lvh) i està relacionat amb el creixement intracel·lular del bacteri en macròfags i 

amebes, i a més, està implicat en la infecció de la cèl·lula hostatgera a 30 °C [86]. 

 El sistema de secreció tipus IV B, conegut com Dot/Icm (defective for organelle 

trafficking/intracellular multiplication), codifica factors involucrats en l’assamblatge i 

activació de la transferència conjugal de plàsmids [60,77]. A més promou la infecció 

intracel·lular per diverses vies: primer, incrementa l’entrada de L. pneumophila en les 

cèl·lules hostatgeres [87]; segon, proporciona proteïnes durant la fagocitosis que 

desvien el fagosoma de la via endocítica per establir el nínxol replicatiu [88,89] i, 

finalment, el sistema Dot/Icm és important per a la apoptosis i regressió de la cèl·lula 

hostatgera [90–92]. Per tant, les mutacions en el locus dot/icm condueixen a una 

pèrdua de la virulència [93]. L’únic substrat que ha sigut identificat com a proteïna de 

sortida pel sistema Dot/Icm és DotA [94]. 

També s’han descrit altres loci que estan involucrats en el creixement intracel·lular 

de Legionella. Entre aquests estan mak (macrophage killing), mil (macrophage-specific 
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infecntivity loci), i pmi (protozoan and macrophage infectivity) [53,95,96]. L’absència 

d’un d’aquests loci resulta en una disminució de la multiplicació intracel·lular de 

l’organisme o la completa inhibició del creixement intracel·lular. El mecanisme d’acció 

d’aquests gens és desconegut. Altres factors de virulència potencial inclouen 

citotoxines, proteïnes Hsp com la Hsp60 que augmenta la invasió en les cèl·lules 

epitelials [97], fosfolipases, LPS, components associats amb l’adquisició de ferro, i 

metaloproteases [60]. 

 

Estudis proteòmics en la cerca de factors de virulència 

 

La majoria d’estudis per a la cerca de factors de virulència s’han realitzat 

mitjançant tècniques  de mutagènesi i anàlisis transcriptòmics. Els estudis proteòmics 

de Legionella no són gaire extensos. 

Els primers estudis de caracterització de proteïnes de Legionella es van enfocar en 

les proteïnes associades al peptidoglicà i en les proteïnes de membrana externa.  

Aquests estudis, realitzats en gels monodimensionals, van determinar la presència 

d’una proteïna en gairebé totes les soques de Legionella testades, la qual va ser 

determinada com MOMP) [98,99]. 

El primer proteoma de Legionella descrit mitjançant la tècnica 2D-PAGE va ser l’any 

2005 per Lebeau [100]. A partir d’aquest moment, les anàlisis comparatives posteriors 

mitjançant la tècnica 2D-DIGE (2 Dimensions Difference gel electrophoresis)  han 

descrit les proteïnes exposades a l’exterior i proteïnes de membrana externa, utilitzant 

fraccionament cel·lular [101], s’han identificat vies de transport de nutrients/elements i 

vies de reconeixement del bacteri-hostatger. També es va determinar per primera 

vegada, que en la fase estacionària de creixement de Legionella és on s’expressa el 

major nombre de determinants per a la infecció de l’hostatger [101]. 

En 2009, Shevchuk et al van comparar el proteoma de Legionella pneumophila i 

d’una altra espècie de Legionella menys virulenta quan es trobaven dins del fagosoma 

de Dictyostelium, , i es van identificar les proteïnes implicades en la replicació i 

supervivència del bacteri dins del fagosoma tant de l’hoste com de l’hostatger [102]. 

Amb la premissa de Khemiri, el grup de Hayashi va descriure el proteoma de 
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legionel·la segons la fase de creixement en cultiu in vitro i va relacionar la fase post-

exponencial del cultiu amb la fase de transmissió del bacteri [103], corroborant que en 

aquesta fase del cultiu el bacteri expressa els trets de virulència, és a dir, que era la 

fase on es prepara per infectar cèl·lules. 

Per últim, s’ha descrit una comparació del proteoma de Legionel·la crescuda en 

biopel·lícula i crescuda en suspensió [104]. Segons aquest estudi, quan el bacteri es 

troba en biopel·lícula deixa d’expressar factors de virulència, i comença a acumular 

factors contra l’estrès oxidatiu per tal de protegir-se i poder sobreviure. 

  

Malaltia i Diagnòstic 

 

La legionel·losis, clàssicament es presenta com a dos entitats clíniques, la malaltia 

del Legionari (LD), una malaltia greu multisistèmica que causa una pneumònia, i la 

febre de Pontiac, una malaltia de tipus gripal autolimitada [1].  L’aspiració d’aigua que 

conté Legionella ha sigut suggerida com la principal ruta de transmissió [105], encara 

que la freqüència d’aquest fet no és clara.  

La malaltia resultant pot manifestar-se com una malaltia febril caracteritzada per 

pneumònia i una possible bacterièmia [106]. Legionella spp., Mycoplasma pneumoniae 

i Clamydophila pneumoniae representen la branca atípica (per exemple, no 

Streptococcus) de patògens respiratoris no zoonòtics, responsables d’aproximadament 

el 28 % dels casos de pneumònia adquirida en la comunitat (AC) [107]. La majoria de 

casos de LD succeeixen a l’estiu i afecta més habitualment a homes majors de 50 anys 

que pateixen alguna malaltia pulmonar o immunosupressió [46]. Altres factors que 

incrementen el risc de patir infecció és el tabac, viatge recent, condicions mèdiques 

subjacents com diabetis, càncer, SIDA i l’etapa terminal de la malaltia renal [108,109], i 

potencialment, mutacions en els receptors humans Toll-like 6 (TLR6) [110]. 

Les presentacions clíniques i radiogràfiques de LD no són diferenciables d’altres 

formes de pneumònia més comunes [111].  Algunes característiques d’aquesta malaltia 

són febre, tos no productiva d’esput, mal de cap, miàlgia, rigidesa, dispnea, diarrea i 

deliris [112]. Encara que no hi ha un patró per a diferenciar la pneumònia per 

Legionella en una radiografia, es comú trobar infiltrats alveolars [113]. La clau per al 
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diagnòstic d’aquesta és realitzar els test microbiològics adients quan el pacient es 

troba en la categoria d’alt risc. 

El processos de diagnòstic i administració de la legionel·losis requereix distincions 

metodològiques importants per a la identificació de Legionella spp., serogrups, i 

tipatge per a les investigacions epidemiològiques. Encara que complementaries, 

aquestes activitats relacionades tenen diferents objectius. Un tractament 

correctament informat per a la LD no precisa d’una discriminació a nivell de gènere, 

perquè totes les espècies de Legionella testades són sensibles als antibiòtics 

habitualment prescrits com els macròlids i les fluoroquinilones (azitromicina i 

levofloxacin), els quals són actius contra aquest i recomanats per les infeccions 

comunitàries i hospitalàries. Pel contrari que en les AC produïdes per M. pneumoniae  

o Streptococcus, no s’ha descrit una resistència adquirida per cap soca de Legionella, 

encara que existeix un estudi recent en el que un aïllat clínic té certa resistència a 

azitrimicina i ciprofloxacina fora del rang del fenotípic salvatge [46]. 

El diagnòstic de la legionel·losis es basa, en l’actualitat, en el cultiu de mostres 

respiratòries, immunofluorescència directa, serologia i detecció d’antigen en orina. Tot 

i existir gran varietat de tècniques que es poden dur a terme, és difícil establir certes 

dades epidemiològiques com són la incidència o la proporció de casos de la malaltia. 

Un dels motius és que cada una de les proves diagnòstiques presenta diferents valors 

de sensibilitat, de manera que la freqüència de la malaltia varia en funció de la prova 

utilitzada [114]. 

 

Diagnòstic microbiològic per Cultiu de legionel·la 

 

El cultiu i l’aïllament continua sent la tècnica d’elecció (‘gold standard’) per a la 

detecció i diagnòstic de Legionella [19,46]. És l’únic mètode disponible que permet 

detectar infeccions causades per qualsevol espècie i serogrup de Legionella 

(aproximadament entre el 15 i el 20 % de les infeccions estan causades per diferents 

espècies i serogrups a L. pneumophila serogrup 1).  

 Les mostres clíniques potencialment cultivables són les que provenen del tracte 

respiratori o arbre bronquial [19,46]. Mostres menys convencionals per al cultiu són les 
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extrapulmonars com teixit tous, fluids de les articulacions, i sang [19,46]. D’entre totes 

les mostres cultivables, l’esput és el més utilitzat, encara que un gran nombre de 

pacients presenten tos no productiva [19]. La sensibilitat de la detecció de Legionella 

per cultiu en mostres clíniques és molt variable, oscil·lant entre el 10 i el 80 %, i 

l’aïllament depèn del tipus de mostra tant com l’experiència de l’equip del laboratori 

[115]. Legionella pot créixer en varis tipus de medis de cultiu artificials complexes, però 

el més adequat per al seu creixement és el BCYE amb 0.1 % d’àcid α-cetoglutàric i L-

cisteïna [36,37]. Molts dels aïllats mostren creixement després de 3 a 5 dies, però les 

espècies no-L. pneumophila poden necessitar temps d’incubació més llargs, a vegades 

fins a 2 setmanes [46]. Malgrat, els principals inconvenients d’aquesta tècnica, com són 

la baixa sensibilitat i el lent creixement del bacteri [19,116] , la possibilitat d’obtenció 

dels aïllats dóna grans avantatges permetent una bona caracterització i estudis 

epidemiològics exhaustius [117] .  

Els processos semiselectius poden incrementar l’aïllament de Legionella en 

presència de microbiota competitiva (tant en mostres ambientals com en clíniques). 

Aquests processos semiselectius són tractaments d’àcid i calor, i/o l’addició de glicina, 

polimixina B, cicloheximida, i vancomicina al medi de cultiu, ja que la majoria de 

legionel·les són resistents a aquests agents. 

 

Detecció mitjançant anticossos 

 

L’examen microscòpic de les mostres utilitzant tinció directa amb anticossos 

marcats amb fluorescència (DFA direct fluorescent antibody), va ser el primer mètode 

utilitzat per a la detecció de legionel·la en teixit pulmonar (de mostres d’autòpsies i 

biòpsies) i de les secrecions respiratòries. Legionel·la pot ser detectada en les 

secrecions respiratòries per immunofluorescencia en dies posteriors a l’inici de la 

teràpia antimicrobiana. La sensibilitat del test DFA en secrecions respiratòries per al 

diagnòstic de la legionel·losis oscil·la entre el 25 i el 75 %, i l’especificitat és major del 

95 % [118]. Comercialment existeix un anticòs monoclonal (Genetic System, Seattle, 

Wash.) que reacciona contra una proteïna de membrana externa que detecta tots els 

serogrups de L. pneumophila, i que pot ser utilitzat en mostres clíniques [119]. Encara 
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que el DFA proporciona una metodologia ràpida per a la identificació de Legionella, el 

microscopi de fluorescència precisa d’un tècnic i s’hauria de fer en un laboratori amb 

personal experimentat en la metodologia.  

Els test serològics d’immunofluorescència indirecta (IFA) per a la detecció 

d’immunoglobulina G (IgG) i immunoglobulina M (IgM) específics de Legionella va ser 

l’eina diagnòstica en les investigacions del brot de Filadèlfia [19], i un dels principals 

mètodes utilitzats per al diagnòstic de la legionel·losis a principi dels anys 1980 [120]. 

Des del brot de Filadèlfia, en el que es va utilitzar la immunofluorescència indirecta 

(IFI) per a la detecció del anticossos en els pacients afectats, s’han desenvolupat una 

gran varietat de probes per a detectar anticossos específics en mostres de sèrum, com 

assajos immunoenzimàtics (EIA) i microaglutinació, hemagluticació indirecta i 

contraimmunoelectroforesis [19]. 

Encara que al principi la serologia va ser popular, la seva utilització ha disminuït 

significativament amb la estandardització del medi de cultiu i desenvolupament de 

tècniques més ràpides, com la detecció d’antigen en orina i mètodes moleculars [120]. 

Aquesta disminució de la seva utilització també va venir donada per la dependència de 

la seroconverció per al diagnòstic de la malaltia, ja que en certes condicions mèdiques 

com la immunosupressió no es dóna l’augment de 4 vegades en el títol d’anticossos, 

tot i havent infecció [46]. La majoria dels tests serològics utilitzats en la Unió Europea 

es realitzen amb una única titulació de la fase convalescent, cosa que pot ser 

problemàtic també, perquè inclús abans de l’exposició del pacient a l’agent etiològic 

aquest pot presentar títols superiors a 1:256 [19,46]. Una gran llista d’estudis 

suggereixen que es poden detectar elevats nombres d’Ig entre 1 i 30 % dels individus 

sans, depenent de l’edat, localització, ambient de treball i ocasionalment el gènere 

[46]. 

 

Detecció d’antigen en mostres d’orina 

 

El test de detecció d’antigen en orina permet un diagnòstic precoç, un inici ràpid 

del tractament [121] i a una intervenció ràpida dels serveis de vigilància epidemiològica 

[19]. L’anticòs de captura utilitzat en la majoria del assajos es considera específic de L. 



Introducció 

18 
 

pneumophila serogrup 1, per tant, depèndre únicament d’aquest mètode per al 

diagnòstic de LD significaria la no detecció de legionel·losis causades per altres 

serogrups i altres espècies detectables per cultiu. . Tot i això, actualment representa el 

82 i el 97 % de les eines de diagnòstic utilitzades per a la confirmació de la 

legionel·losis en Europa i Estats units respectivament [46]. La popularitat i la ubiqüitat 

de la detecció d’antigen en orina està atribuïda a la seva rapidessa, el baix cost relatiu, 

un procediment senzill, la fàcil recol·lecció de les mostres i la disponibilitat comercial.  

Actualment, la proba de detecció d’antigen en orina de Legionella està disponible 

en varies cases comercials en 2 formats, com un immunoassaig enzimàtic (EIA) en 

plaques de 96 pous o ELISA, o bé com a test immunocromatogràfic (ICT). Els tests 

utilitzats habitualment són altament específics per L. pneumophila (entre el 95 i el 100 

%) i una sensibilitat entre el 70 i 90 %, depenent de si la orina ha sigut concentrada 

artificialment. El test ICT és ràpid, simple i qualitatiu, mentre que el EIA és quantitatiu i 

pot oferir millors sensibilitats i especificitats, i és més adequat per a un gran nombre 

de mostres [122]. 

Les tècniques de detecció d’antigen en orina tenen una alta especificitat, oscil·lant 

entre 90 i 99 %. Un fals-positiu pot ser degut a factors reumàtics, processos de 

congelació-descongelació i per un elevat sediment en orina. El tractament tèrmic de la 

orina no suposa la desaparició de la positivitat i si la eliminació d’aquests falsos 

positius en mostres negatives. 

Tot i la seva popularitat per al diagnòstic encara existeix la necessitat de 

desenvolupar un assaig de captura d’antigen que pugui diagnosticar totes les 

infeccions causades per totes les espècies i serogrups de Legionella. 

 

Detecció de material genètic 

 

En els últims anys, s’han desenvolupat mètodes de diagnòstic basats en la detecció 

de material genètic de Legionella en mostres clíniques, utilitzant mètodes d’hibridació 

amb sondes específiques o basats en la reacció en cadena de la polimerasa (PCR). 

La PCR representa un del pocs test diagnòstics amb gran potencial per a la detecció 

d’infeccions causades per totes les espècies conegudes de Legionella. S’han 



Introducció 

19 
 

desenvolupat diversos test de PCR per a legionel·la, tant per seqüències d’ADN a l’atzar 

per L. pneumophila [123], per al gen 5S ARNr [124], per al gen 16S ARNr [125,126], o per 

al gen mip [19]. 

La detecció, diagnòstic, i tipatge de Legionella per àcids nucleics va començar a 

meitat dels 1980. Abans de l’ample dispersió o adopció de la PCR, els científics van 

experimentar amb sondes específiques de Legionella [46]. El primer informe de la PCR 

com a eina per a la detecció de Legionella va ser al 1989, quan investigadors de la 

Universitat de Standford van combinar la PCR amb Southern blot per a la detecció 

d’ADN de Legioenlla en aigua [123]. Es va anar progressant amb les estratègies basades 

en PCR per a estudis epidemiològics i per mostres ambientals. L’evolució de la PCR ha 

permès la utilització de la PCR a temps real combinada amb la hibridació amb sondes, 

de tal manera que es confirma la identitat del producte amb una ràpida detecció de 

legionel·la en mostres clíniques [81,127]. Aquest mètode redueix les contaminacions 

creuades, el temps necessari per al processament de la mostra, i elimina el pas de 

Southern blot desprès de la PCR. Aquest mètode va guanyar popularitat a principi dels 

2000, i encara que requereix experiència tècnica, és complexa, i els termocicladors i 

programes són cars, molts kits comercials per a la detecció ràpida de Legionella en 

l’ambient utilitzen aquesta tecnologia. 

Actualment no existeix un consens en el valor d’un gen o marcador “tipus” per a la 

detecció específica de Legionella, a excepció del gen mip que és utilitzat per a la 

detecció de L. pneumophila o per a la identificació de les espècies de Legionella. La 

selecció dels gens diana està influenciada pels objectius específics dels experiments del 

laboratori, i per tant, la estandardització de la metodologia és complicada. 

La detecció de Legionella mitjançant els àcid nucleics ofereix avantatges 

significants respecte la serologia i el cultiu en termes de sensibilitat i velocitat. No 

obstant això, existeixen notables desavantatges i limitacions com la presència 

d’inhibidors de la reacció i els falsos positius/negatius. Una complicació inherent amb 

la metodologia d’amplificació d’àcids nucleics és la dificultat en avaluar la viabilitat 

bacteriana. Aquests mètodes no discriminen entre àcid nucleics lliures, ja sigui en 

solució o associats a amebes, de bacteris en procés de mort o morts, i/o dels bacteris 

viables no cultivables (VBNC) [46]. 
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Tractament 

 

El tractament efectiu de la legionel·losis està condicionat per la naturalesa 

intracel·lular del patogen. Els únics agents antibiòtics que són clínicament acceptables 

són aquells que arriben a altes concentracions intracel·lulars com els macròlids, 

quinolones, rifampicina, cotrimoxazol i tetraciclines. No es disposa d’estudis clínics 

randomitzats sobre el tractament de la malaltia del legionari, degut a la seva baixa 

incidència i per tant el coneixement de l’eficàcia dels diferents antibiòtics disponibles 

es basa en models experimentals i en estudis clínics retrospectius. Les dades in vitro 

suggereixen que les fluoroquinolones tenen millor activitat contra les espècies de 

Legionella i provoquen menys efectes secundaris [128]. 

La recuperació de la infecció aguda pot ser lenta i afectada per fatiga, pèrdua de 

memòria, desordres d’estrès post-traumàtic, i complicacions comuns en molts tipus de 

AC. 

 

Detecció en l’ambient 

 

Les tècniques de detecció de Legionella en l’ambient són essencials per traçar la 

font d’un brot. També són útils per a la verificació de l’efectivitat dels mètodes de 

desinfecció, i per a control de proliferació en els centres de salut amb pacients amb 

d’alt risc per al desenvolupament de la legionel·losis (per exemple, immunodeprimits). 

Aquestes tècniques també poden ser apropiades en el context d’un pla de gestió i 

anàlisi i control de riscos, com per exemple, l’avaluació del potencial 

d’amplificació/transmissió de les instal·lacions. El fet de testar rutinàriament la 

presència de Legionella  en les instal·lacions no implica que sigui substitutiu de les 

operacions de manteniment, de tractaments efectius de l’aigua, o de la gestió dels 

riscos d’aquestes. Aquestes proves rutinàries no són predictives del risc de transmissió 

de malaltia, ja que Legionella pot estar present en l’aigua sense causar cap infecció.  

Les tècniques de detecció de Legionella en l’ambient es basen, com en les mostres 

clíniques, en el cultiu, mètodes serològics i mètodes moleculars.  
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El cultiu en mostres ambientals també és la tècnica d’elecció per a la detecció de 

Legionella [19]. Aquesta metodologia permet la quantificació de l’inòcul present en les 

instal·lacions. Com passa amb les mostres clíniques, per a la millora de l’aïllament del 

bacteri les mostres són pretractades amb calor i/o àcid per eliminar la microbiota 

acompanyant i posteriorment es sembra en medi de cultiu BCYE. Les colònies 

bioquímicament i morfològicament sospitoses de Legionella són identificades de la 

mateixa manera que els aïllats clínics. 

En l’ambient també es poden utilitzar mètodes serològics, encara que tenen baixa 

sensibilitat (el límit de detecció està entre de 105-107 bacteris per litre). Per tant 

aquesta tècnica s’utilitza habitualment per a la identificació dels aïllats i no per a la 

detecció directa en l’ambient. 

Finalment, els mètodes moleculars basats en la detecció d’àcids nucleics, tot i que 

tenen sensibilitat i especificitat, com passa amb les mostres clíniques, no són capaços 

de discriminar entre organismes vius i morts [129–131]. Aquests mètodes poden ser 

adequats per anàlisis previs i ràpids de l’ambient, seguit de cultiu de les mostres per a 

la confirmació dels resultats. 

 

Tècniques de tipatge per Brots 

 

Les tècniques de tipatge s’utilitzen per a ajudar a trobar el focus d’infecció en els 

brots de legionel·losis, juntament amb les dades epidemiològiques. Degut a la gran 

diversitat entre L. pneumophila, els aïllats clínics i ambientals es comparen per 

tècniques moleculars per identificar adequadament el punt de la infecció. Inicialment, 

les legionel·les eren identificades a nivell de serogrup en les investigacions dels casos. 

El fet que la majoria dels aïllats corresponien al serogrup 1, va descartar aquesta 

metodologia com a eina epidemiològica, deixant-se només com a marcador 

taxonòmic. 

Els mètodes de tipatge es poden dividir en dos grans categories, la primera 

correspon als mètodes fenotípics basats en la determinació de característiques 

expressades pel microorganismes, i la segona als mètodes genotípics, els quals es 

basen en l’anàlisi del material genètic. 
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Mètodes fenotípics 

 

Entre els mètodes fenotípics troben el tipatge serològic, el tipatge per 

electroforesis de proteïnes i inmunoblotting i l’estudi d’isoenzims. 

S’han desenvolupat anticossos monoclonals amb la finalitat de poder subtipar la 

gran varietat de L. pneumophila serogrup 1 [19]. Al 1986 es va proposar un panell 

d’anticossos monoclonals (MAb) [132], que permetia identificar 12 subgrups de L. 

pneumophila serogrup 1 [19], encara que moltes de les línies cel·lulars s’han perdut, i 

molts dels reactius ja no estan disponibles.  

Posteriorment es va desenvolupar el Panell de Dresden (Dresden Legionella LPS 

MAb) que juntament amb MAb 3, descrit per Joly et al [133], permeten el subtipatge 

de L. pneumophila serogrup 1 en només 9 subgrups [134], i per tant resulta insuficient 

per a la discriminació entre els aïllats causants de la malaltia i altres aïllats ambientals 

[135]. 

EL tipatge per electroforesis de proteïnes i immunoblotting utilitzen les variacions 

de les proteïnes expressades pels bacteris com a marcadors moleculars per a la 

diferenciació d’aïllats. És una metodologia fàcil de realitzar, però la interpretació dels 

resultats és complexa. A més, els resultats venen condicionats pel creixement del 

bacteri i les variants del mètode, i això pot donar patrons diferents en un mateix aïllat. 

Per últim, l’anàlisi d’isoenzims es basa en la caracterització de les variants 

electroforètiques d’un conjunt d’enzims (isoenzims). Aquest mètode és discriminatori 

per a L. pneumophila [136,137], però té una aplicació limitada per ser laboriós i per 

necessitar de personal especialitzat. 

 

Mètodes genotípics 

 

Els mètodes més utilitzats per al tipatge de Legionella es basen en l’anàlisi del 

material genètic. EL gran avantatge d’aquestes tècniques respecte les fenotípiques és 

que el material genètic presenta una gran estabilitat en diferents condicions. Aquests 

mètodes, a l’hora, es poden dividir entre mètodes que no utilitzen la PCR i mètodes 

que utilitzen la PCR. Entre els mètodes que no utilitzen la PCR per al tipatge tenim 



Introducció 

23 
 

l’anàlisi de plàsmids, RFLP (detecció de polimorfismes en la longitud de fragments de 

restricció), PFGE (electroforesis en camp polsant) i ribotipatge. Entre aquestes, les més 

utilitzades són les que necessiten una endonucleasa de restricció per a l’anàlisi (PFGE i 

RFLP). 

La tècnica RFLP utilitza una endonucleasa amb alta freqüència de tall, generant 

fragments entre 0.5 a 50 kb. Una de les limitacions d’aquesta tècnica és la complexitat 

dels patrons generats, els qual dificulten la comparació entre aïllats. Aquesta tècnica 

ha sigut combinada amb el ‘Southern blot’, utilitzant sondes específiques per hibridar 

amb el patró generat. El ribotipatge es basa en la utilització de la RFLP amb ‘Southern 

blot’ on les sondes utilitzades són específiques de l’operó ribosomal [138–140]. 

El mètode PFGE es basa en l’anàlisi dels fragments de restricció utilitzant una 

endonucleasa que reconeix una diana específica amb baixa freqüència de tall, les quals 

generen bandes de fins a 5 Mb. El PFGE és un bon marcador epidemiològic, altament 

discriminatori per al subtipatge de L. pneumophila [141–144]. No existeix un únic 

protocol per al tipatge de Legionella per aquesta tècnica, sinó que cada laboratori 

utilitza els seu propi, variant condicions de digestió de la paret del bacteri, l’enzim de 

restricció utilitzat i les condicions d’electroforesis [145–148]. La utilització d’un 

protocol comú i la interpretació dels resultats de la tècnica són dos aspectes molt 

importants a l’hora de comparar els resultats amb altres laboratoris. Tenover et al 

[149] va descriure una categorització dels perfils PFGE segons el nombre de bandes 

diferents entre els aïllat a aplicar en general per tots el bacteris. Tot i això aquesta 

tècnica té un gran poder discriminatori i és reproduïble. 

Entre el mètodes de genotipat que utilitzen la PCR tenim AP-PCR (arbitràriament 

encebada), RAPD (anàlisis de polimorfismes amplificats a l’atzar), rep-PCR (PCR 

d’elements repetitius), AFLP (anàlisis de polimorfismes de longitud de fragments 

amplificats), seqüenciació de gens específics de Legionella [46]. L. pneumophila sg 1 

Paris s’ha arribat a caracteritzat per ‘spoligotyping’ (caracterització de les seqüències 

curtes palindròmiques d’espaiament específiques d’aquesta espècie) [150]. 

Les tècniques AP-PCR, RAPD i Rep-PCR es basen en l’aparellament aleatori dels 

encebadors de PCR, ja que no estan dirigits a un locus concret, i per tant s’hibridarà a 

l’atzar amb suficient afinitat per a permetre l’inici de la polimerització. Com a resultat 
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s’obté un perfil de bandes complex que és el que s’utilitzarà per a comparar els aïllats. 

La desavantatge d’aquestes tècniques és la seva baixa reproductibilitat [151]. 

La metodologia AFLP combina la utilització d’enzim de restricció i l’amplificació dels 

fragments per PCR. En el moment de digerir material genètic amb l’endonucleasa 

també es realitza una reacció de lligació a uns adaptadors especials per a la posterior 

amplificació. El producte obtingut dóna com a resultat un patró de bandes. És una 

tècnica reproduïble, però laboriosa. 

Una de les últimes tècniques desenvolupades utilitzada actualment per al 

genotipat de L. pneumophila i per a les investigacions epidemiològiques és el tipatge 

basat en seqüència (SBT, sequence-based typing), el qual és una variant de la 

‘multilocus sequence typing’ (MLST) [152–154]. La discriminació dels aïllats per SBT es 

basa en la seqüència ordenada de 7 gens (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, i neuA), 

amb la opció d’incloure l’homòleg de neuA (neuAH) quan els encebadors estàndards 

d’aquest gen fallen en l’amplificació de la diana en aïllats no serogrup 1. L’avantatge de 

l’SBT és la comparació directa de seqüències, eliminant les interpretacions subjectives 

dels mètodes no basats en seqüència com el PFGE, els quals són propensos a 

ambigüitats en la interpretació de les bandes entre laboratoris [155]. El Grup d’estudi 

d’infeccions de Legionella de la Societat Europea de Microbiologia Clínica (ESGLI), 

manté una base de dades dels al·lels (actualment la versió 3.0) que permet la consulta 

d’un gran nombre de seqüències, donant com a resultat tant el perfil al·lèlic com el 

‘sequence type’ (ST) per a cada aïllat (Taula 3). La base de dades és dinàmica, i està 

contínuament actualitzada amb l’addició de noves seqüències dels al·lels i STs. 

Tradicionalment, l’SBT s’ha realitzat en extraccions d’ADN provinents de cultius, no 

obstant això, alguns estudis han demostrat èxit fent una extracció d’ADN i amplificació 

dels gens directament de mostres clíniques [46]. La desavantatge és la baixa qualitat de 

les seqüències obtingudes directament de mostres clíniques. Tot i això, l’SBT podria 

oferir una bona alternativa per a estudis epidemiològics en els casos on no es pugui 

aïllar el bacteri. 

El PFGE i l’SBT són considerats els mètodes més eficients per al subtipatge i la 

investigació de la prevalença i distribució de Legionella entre els aïllats clínics i 

ambientals [14]. 
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Noves metodologies 

 

La seqüenciació del genoma complet (WGC) és una tècnica innovadora i accessible 

amb un ample potencial diagnòstic per a laboratoris de salut pública. El 

desenvolupament de plataformes de seqüenciació de nova generació ‘next-generation’ 

i reactius de molts fabricants ha disminuït dràsticament el cost i el temps per WGS des 

dels últims 10 anys. Un gran grup d’investigadors han demostrat que aquesta tècnica 

és bona per a identificació i tipatge, exàmens de les relacions fiologenètiques entre 

patògens, estudis retrospectius i longitudinals, identificació de bases moleculars per a 

la resistència a antibiòtics o virulència, per la descobriment de noves dianes de ADN 

per al desenvolupament diagnòstic, i menys freqüent, per a la vigilància prospectiva o 

investigacions de brots [46]. Per poder utilitzar aquesta eina com a mètode de tipatge 

durant un brot es necessitaria el desenvolupament d’una xarxa bioinformàtica per a 

l’anàlisi i interpretació de les dades, incloent llibreries microbianes.  

L’espectrometria de masses (MS) és una tecnologia encara en evolució i adaptació, 

però té possibilitats com a eina ràpida i barata per a la identificació i classificació de 

patògens clínicament rellevants [156]. La identificació de Legionella per MS es va 

provar per primer cop a finals dels 1970 en combinació amb la cromatografia de gasos 

[157]. El desenvolupament del MALDI-TOF (matrix-assisted laser deorption ionization-

time of flight) ha demostrat ser fiable per a la identificació del gènere Legionella, 

encara que la discriminació de serogrups no és possible [46,158,159]. Les bases de 

dades de referència d’espectres són imprescindibles per a la comparació del 

cromatograma MS, i arribar a la identificació a nivell d’espècie i serogrup. Moltes 

d’elles han estat creades i millorades amb la intenció de tipar Legionella [158,159]. 

L’aplicació d’aquesta tècnica com a eina de tipatge encara no ha estat validada i el 

seu poder discriminatori no ha estat determinat. Resultats recents del nostre grup i 

altres [160], han demostrat que aquesta metodologia pot arribar a tenir el mateix 

poder discriminatori que el PFGE en fer comparacions del patró d’espectrometria de 

masses de la mateixa  manera que es fa amb els patrons del PFGE.  
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Avui dia, la legionel·losis continua sent una malaltia amb una alta incidència, 

provocant brots amb nombroses persones afectades, tot i existir normes de prevenció 

i control de la legionel·losis. Quan es declara un brot d’aquesta malaltia són molt 

importants els estudis epidemiològics i moleculars i les tècniques utilitzades per a la 

cerca del focus d’infecció, ja que ser el responsable de l’origen d’aquesta malaltia 

implica grans multes i fins i tot sentències de presó segons la Regulació Espanyola. Les 

tècniques moleculars utilitzades per a l’estudi epidemiològic són les proves definitives 

per indicar el focus d’infecció. Entre aquestes tècniques, l’EWGLI va proposar al 2003 la 

metodologia SBT com a eina molecular amb gran potencial per al tipatge de Legionella, 

i per a estudis de diversitat de poblacions i filogenètics. La darrera versió d’aquesta 

metodologia s’aplica actualment en estudis epidemiologic-moleculars encara que no 

s’han realitzat estudis exhaustius de la seva capacitat discriminatòria en grans brots de 

la comunitat. 

Per altra banda, s’ha observat que els aïllats responsables de casos clínics en altres 

àrees més grans difereixen dels aïllats que es troben en l’ambient sense causar 

malaltia a nivell d’al·lels i STs. En el moment de l’origen del brot s’ha detectat que els 

aïllats responsables dels brots coexisteixen amb aïllats que no estan infectant en aquell 

moment. Fins ara, no existeixen estudis a nivell proteòmic que descriguin les 

diferències entre aquestes dues poblacions d’aïllats. 

Segons aquests antecedents, amb aquest treball es pretén avaluar la utilitat de la 

tècnica SBT en els estudis epidemiològics en front a la tècnica  ‘gold standard’, PFGE, i 

fer una comparació filogenètica i proteòmicaentre els aïllats ambientals responsables 

de casos i els aïllats ambientals que en aquell moment coexisteixen amb el causant de 

la malaltia. 

 Els objectius del treball són: 

1. Anàlisi de la concordança i utilitat de les tècniques PFGE i SBT en les 

investigacions epidemiològiques de legionel·losis. 

2. Anàlisi de la diversitat i distribució d’STs dels aïllats clínics i ambientals de 

Legionella en l’àrea de Catalunya. 

3. Descripció del proteoma diferencial entre aïllats ambientals responsables de 

malaltia i aïllats ambientals no relacionats amb infecció. 
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Objectiu 1. Comparació de mètodes de tipatge en brots 

Selecció de aïllats 

 

Es van seleccionar 25 investigacions de casos/brots de Legionel·losis declarats a 

Catalunya. Cada investigació consistia en aïllats de pacient/s (1 aïllat clínic per pacient) 

i aïllats que provenien de diferents fonts ambientals investigades com a probables 

focus d’infecció (aïllats ambientals). 

 

Caracterització fenotípica d’aïllats per anticossos del Panell de Dresden 

 

Els aïllats identificats com a Legionella pneumophila sg 1 van ser caracteritzats 

fenotípicament utilitzant els anticossos del Panell de Dresden, el qual divideix el 

serogrup 1 en 9-10 diferents subgrups segons la reactivitat de l’aïllat en front de 7 

anticossos (Serogrup 1, MAb 3/1, MAb 3, MAb 8/4, MAb 10/6, MAb 20/1 i MAb 26/1) 

(Figura 3). Per a procedir amb aquest mètode, els aïllats van ser descongelats i 

incubats a 37 °C durant 72 hores en plaques de medi BCYE (Buffered Charcoal Yeast 

Extract). Després es realitzà una suspensió bacteriana en formalina al 1 % (vol/vol), i es 

va ajustar a una DO625nm de 0.3. Aquesta suspensió es va utilitzar com antigen per a 

la realització de l’assaig d’immunofluorescència, dispensant 5 μl de la suspensió a cada 

pou del portaobjectes i deixant-lo assecar. Un cop preparats els portaobjectes, es van 

afegir 10 μl de cada anticòs específic del Panell de Dresden en pouets separats i es va 

incubar durant 30 minuts a 37 °C. Els portaobjectes es van rentar dos cops amb PBS 

(Phosphate Buffered Saline) durant 5 min, es van assecar i es van afegir 10 μl d’anticòs 

secundari a una dilució 1:40 (goat anti-mouse IgG (whole molecule)-FITC antibody, 

Sigma) i es va incubar durant 30 minuts a 37 °C. Els portaobjectes es van tornat a 

rentar dos cops durant 5 minuts amb PBS, es van assecar i es van preparar amb medi 

de muntatge (Fluoprep, Biomeriex) i cobreobjectes. Els aïllats es van determinar com a 

positius o negatius en el microscopi de fluorescència (Axioscope, Zeiss, Alemanya). 

Segons el seu patró de positivitat/negativitat del diagrama de flux de la figura 3  per 

aquests anticossos els aïllats es van definir com NS1 (no serogrup 1), Knoxville, 

Philadelphia, Benidorm, France/Allentown, Bellingham, Camperdown, Heysham, OLDA, 
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Oxford o Oxford/OLDA. 

 

 

Figura 3. Esquema del Panell de Dresden. 

 

Electroforesis en camp polsant (Pulse-Field Gel Electrophoresis, PFGE) 

 

L’anàlisi de l’ADN cromosòmic dels aïllats es va realitzar mitjançant l’anàlisi del 

fragments de restricció del seu genoma generats amb una endonucleasa de baixa 

freqüència de tall (SfiI) i la seva posterior separació per PFGE. 

Els aïllats a estudi es van descongelar i cultivar en plaques de medi BCYE en una 

estufa a 37 °C durant 72 hores. Amb la biomassa obtinguda en el creixement es va 

procedir a fer l’extracció de l’ADN. L’extracció d’ADN es va realitzar per immersió del 

bacteri en blocs d’agarosa. El creixement bacterià es va resuspendre en 5 ml de solució 

salina estèril per tal d’eliminar restes del medi de cultiu i es van fer dos rentats per 

centrifugació a 4800 rpm 8 min. Finalment, la biomassa bacteriana es va resuspendre 

en tampó PET IV (1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5) fins a una DO625nm de 0.3. Es va 

traspassar 1 ml d’aquesta suspensió en un tub de microcentrífuga, es va centrifugar a 
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12000 rpm durant 3 minuts. El sediment es va resuspendre en 600 μl de PET IV i es va 

barrejar amb 400 μl d’agarosa al 2 % (Incert Agarose, Lonza) en tampó EC (6 mM Tris-

HCl, 1 M NaCl, 10 mM EDTA, 0.5 % Brij 58, 0.2 % Desoxyxolat, 0.5 % Lauril-sarkosil, pH 

7.5) atemperada a 50ºC. Seguidament aquesta solució es va repartir en els motlles i es 

va deixar solidificar durant 30 minuts. 

 Els blocs solidificats es van traspassar a una placa de 6 pous amb 2 ml de tampó 

EC, complementat amb 2.3 mg/ml de Lisozim i 0.04 mg/ml de ARNasa  Després d’una 

incubació a 37ºC durant tota la nit, es va retirar el tampó i es van fer 4 rentats d’una 

hora amb 2 ml de tampó TE High (100 mM Tris-HCl, 100 mM EDTA, pH 7.5) cadascú. 

Posteriorment es va escollir un dels blocs per mostra i es van traspassar a una placa de 

24 pous. En aquesta placa es va afegir 400 μl de tampó ES (0.4 M EDTA, 1 % Lauril-

sarkosil) complementat amb 0.95 mg/ml de Proteinasa K, i es va incubar durant tota la 

nit a 50 °C. La utilització d’aquest tampons i enzims assegura la completa lisi del bacteri 

evitant la degradació i trencament del material genètic. 

Posteriorment es van fer 4 rentats d’una hora amb TE High i 4 retants amb tampó 

Dummy (0.1 M Tris-HCl, 0.005 M MgCl2, pH 7.5). Després dels rentats es va afegir 320 

μl de tampó de digestió (tampó R2 1x, 10 μg RNasa), es van deixar 30 min a 4 °C i 

finalment es va afegir 54 Unitats de SfiI i es va incubar durant la nit a 50 °C. 

La separació de restricció generats es realitzà en gel d’agarosa a l’1 % 

(Chromosomal Grade Agarose, BioRad) amb TBE 0.5x (Tris-Boric-EDTA, pH 7.5). Cada 

bloc es va carregar en un pou del gel d’agarosa, deixant lliures entre 2 i 3 pous 

intercalats pel marcador de pes molecular (Lambda Ladder PFGE Marker). Els pous es 

van segellar amb la mateixa agarosa del gel. Per la electroforesis en camp polsant es va 

utilitzar l’equip CHEF-DR  II (Bio-Rad) amb 2 litres de tampó TBE 0.5x. Les condicions 

d’electroforesis van ser en distribució lineal de polsos entre 5.6 y 50.6 segons durant 

24 hores, amb un voltatge de 5 V/cm i a 14 °C. 

Finalment els gels es van tenyir amb SYBR Safe (Invitrogen) i es van visualitzar en 

un transil·luminador connectat a un equip de captura d’imatges. Els patrons PFGE es 

van analitzar segons les dues categories més discriminatories de Tenover [149]. Per una 

banda es van realitzar les anàlisi dels perfils tenint en compte que dos patrons es 

consideraven ‘relacionats’  quan diferien en 3 o menys bandes. D’altra banda, els 

perfils només eren considerats ‘idèntics’ quan no existia cap diferència entre ells, quan 
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existia una banda o més de diferència els perfils eren considerats diferents. Cada patró 

PFGE es va designar amb una lletra majúscula. 

 

Tipificació per Seqüenciació de loci (Sequence-based Typing, SBT) 

 

La caracterització dels aïllats també es va realitzar per seqüenciació, utilitzant el 

protocol SBT descrit pel grup “European Working Group for Legionella Infections” 

(EWGLI versió 5.0). Els encebadors d’aquests gens estan dissenyats de tal manera que 

tots  amplifiquen a una Tm de 55 °C, a més de contenir una cua M13, per a facilitar el 

procés de marcatge amb els ddNTPs (dideoxinucleòtids).  

Els aïllats van ser descongelats en plaques de medi BCYE i cultivats a 37 °C durant 

72 hores. L’extracció de l’ADN es va realitzar resuspenent una part de biomassa en 300 

μl de CHELEX 6 % (Bio-Rad). Aquesta suspensió es va incubar a 56 °C durant 30 min, 

després es va pujar la temperatura a 100 °C durant 8 min i finalment es va refredar a 4 

°C. La suspensió es va centrifugar a 12000 rpm durant 3 min per eliminar la resina amb 

restes cel·lulars i el sobrenedant es va traspassar a un nou tub de microcentrífuga. La 

quantificació i valoració de la qualitat de l’ADN es va realitzar en Nanodrop ND-1000 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.), i la concentració va ser ajustada a 

50-100 ng/μl d’ADN amb aigua de grau molecular. 

Les amplificacions dels fragments dels 7  gens a analitzar es van realitzar mitjançant 

la reacció en cadena de la polimerasa (PCR). Aquesta reacció es va fer en un volum 

total de 25 μl per a cada gen els quals contenien Tampó 1x de PCR (Novagen), 0.5 U de 

polimerasa (KOD Hot Sart DNA Polymerase. Novagen; Merck Millipore, Alemanya), 20 

μM de cada dNTP, 2.5 mM de MgCl2, 200 μM de cada encebador específic (Taula 1) i 

100 ng de ADN genòmic. L’amplificació es va realitzar en un termociclador (GeneAmp* 

PCR System 2700, Applied Biosystem) utilitzant el següent programa: 1 cicle a 95 °C 

durant 1 min per a la desnaturalització del ADN, 35 cicles d’amplificació de 30 segons a 

95 °C, 30 segons a 55 °C i 30 segons a 72 °C, 1 cicle 5 minuts a 72 °C i finalment es 

disminueix la temperatura a 4 °C pel seu manteniment. 
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Taula 1. Encebadors utilitzats en l’SBT 

Gen 
Nom 

d’encebador 
Seqüència 5’-3’ *

1
 

Tm 

(°C) 

Mida 

amplicó 

(pb)*
2
 

flaA 
flaA-587F tgtaaaacgacggccagtGCGTATTGCTCAAAATACTG 

55 450 
flaA-960R caggaaacagctatgaccCCATTAATCGTTAAGTTGTAGG 

pilE 
pilE-35F tgtaaaacgacggccagtCACAATCGGATGGAACACAAACTA 

55 496 
pilE-453R caggaaacagctatgaccGCTGGCGCACTCGGTATCT 

asd 
asd-511F tgtaaaacgacggccagtCCCTAATTGCTCTACCATTCAGATG 

55 612 
asd-1039R caggaaacagctatgaccCGAATGTTATCTGCGACTATCCAC 

mip 
mip-74F tgtaaaacgacggccagtGCTGCAACCGATGCCAC 

55 595 
mip-595R caggaaacagctatgaccCATATGCAAGACCTGAGGGAAC 

mompS 

mompS-450F tgtaaaacgacggccagtTTGACCATGAGTGGGATTGG 

55 729 mompS-1116R TGGATAAATTATCCAGCCGGACTTC 

mompS-1015R CAGAAGCTGCGAAATCAG (Per seqüenciació) 

proA 
proA-1107F tgtaaaacgacggccagtGATCGCCAATGCAATTAG 

55 517 
proA-1553R caggaaacagctatgaccACCATAACATCAAAAGCC 

neuA 
neuA-196F tgtaaaacgacggccagtCCGTTCAATATGGGGCTTCAG 

55 495 
neuA-634R caggaaacagctatgaccCGATGTCGATGGATTCACTAATAC 

neuAH 
neuAh_F tgtaaaacgacggccagtATCCAGCAGTTTTTAMAAATTTAGG 

55 830 
neuAh_R caggaaacagctatgaccTGGCTGCATAAAYTAATTCTTTAGCCA 

*1
 La seqüència en minúscula correspon a la cua M13, i la seqüència en majúscula a l’encebador específic del 

gen; *2 Mida de l’amplicó comptant la regió M13. 

 

Els productes amplificats es van analitzar amb un gel d’electroforesis al 2% en TBE 

1x i 400x de SYBR Safe (Invitrogen), a 100 V durant 45 minuts. Per a determinar la mida 

dels amplicons es va utilitzar un marcador de pes molecular de 100 parell de bases 

(DNA ladder 100 pb, Ecogen). Els gels es van visualitzar en un transil·luminador 

connectat a un equip de captació d’imatges. 

Els productes de PCR es van purificar utilitzant el mètode enzimàtic ExoSAP-IT 

(USB). Aquesta purificació es va realitzar barrejant 2 μl de ExoSAP-IT amb 5 μl de 

producte de la PCR. Es va utilitzar un termociclador amb el següent programa: 45 

minuts a 37 °C per a l’eliminació de la resta d’encebadors i nucleòtids, i 15 minuts a 80 

°C per a la inactivació de ExoSAP-IT. 

El producte purificat es va utilitzar pel marcatge amb els ddNTPs en totes dues 

direccions utilitzant el kit ABI PRISM BigDye Terminator V3.1 (Applied Biosystem). 

Aquesta reacció es va dur a terme en un volum final de 10 μl. La reacció contenia 1 μl 

de tampó 10x, 0.7 μl de reactiu BigDye, 1.6 μl de encebador M13 (Forward o Reverse, 

o bé mompS-R) a 1 μM, 2 μl de producte amplificat i 4.7 μl d’aigua de grau molecular. 

La reacció de marcatge dels amplicons es va dur a terme en un termociclador seguint 
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el següent programa: 30 cicles de 20 segons a 96 °C, 20 segons a 50 °C, i 4 minuts a 60 

°C. Finalment es va refredar a 4 °C. L’electroforesi en capil·lar per a la seqüenciació dels 

productes es va realitzar en el 3130xl (3100) ABI Prism Genetic Analyzer (Applied 

Biosistems) a la Unitat de Genòmica de la Fundació Insititut d’Investigació Germans 

Trias i Pujol. Les seqüències es van analitzar amb el programa Sequence Scanner 

(Applied Biosystems). L’alineament de les seqüències “forward” i “reverse” de cada 

gen es va fer en la base de dades “Sequence Quality Tool” disponible en la pàgina web 

de EWGLI (www.ewgli.org). En aquesta base de dades es va obtenir per cada aïllat el 

perfil dels 7 al·lels (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA) i el corresponen tipus de 

seqüència (ST) definit amb un número. 

 

Interpretació de dades 

 

Es va calcular la diversitat de PFGE i SBT en cada investigació utilitzant l’índex 

Hunter Gaston amb l’eina en línia VDICE (http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-

bin/DICI/DICI.pl). Aquest índex és una modificació de l’índex de Simpson per a mostres 

petites. 

La comparació de les tècniques SBT i PFGE es va realitzar a nivell de concordances 

epidemiològiques i moleculars. La concordança epidemiològica es va expressar com el 

percentatge de investigacions de LD en les que l’SBT indicava el mateix focus d’infecció 

que el PFGE utilitzant els aïllats clínics com a referència. La concordança molecular es 

va definir com l’aparellament entre els perfils PFGE i SBT dels aïllats clínics i ambientals 

en cada investigació de LD.  

La congruència molecular entre aquestes dues tècniques es definida com la 

probabilitat de que un parell de mostres que tinguin el mateix perfil pel primer mètode 

també tinguin el mateix perfil per el segon mètode i vice versa. La congruència 

molecular va ser calculada utilitzant l’índex Ajustat de Wallace (AW) [161] en totes 

dues direccions, ,  AWSBT


PFGE i AWPFGE


SBT. Aquest índex es va calcular per les 

categories ‘idèntiques’ i ‘relacionades’ segons els criteris de Tenover per a la 

diferenciació dels patrons PFGE [149].  

Les anàlisis estadístiques es van du a terme en el programa SPSS (versió 19 SPSS, 

http://www.ewgli.org/
http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/DICI.pl
http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/DICI.pl
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Chicago, IL, USA). Els resultats per a les variables categòriques es van expressar com 

absolutes, freqüències relatives per poblacions no normals, medianes i interquartils. El 

test exacte de Fisher es va utilitzar per a comparar les distribucions proporcionals 

entre els grups. Els tests estadístics utilitzats eren bilaterals, i el valor p ≤ 0.05 va ser 

considerat estadísticament significant. 

 

Objectiu 2. Anàlisis de diversitat de poblacions 

Selecció d’aïllats 

 

Es van seleccionar aïllats clínics de pacients amb LD i aïllats ambientals de les 

investigacions epidemiològiques no relacionats amb casos de LD en el moment del 

brot/cas. Tots els aïllats van ser caracteritzats amb els anticossos del Panell de Dresden 

i per la metodologia SBT com s’ha explicat anteriorment. 

 

Estudi comparatiu de diversitat entre aïllats clínics i ambientals no relacionats 

 

L’estudi comparatiu poblacional es va dur a terme amb les dades obtingudes de les 

tècniques SBT i Panell de Dresden. Es va calcular l’índex de diversitat Hunter Gaston  

(IOD) amb l’eina en línia V-DICE (http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-

bin/DICI/DICI.pl). Es van realitzar anàlisis filogenètics amb el programa online eBURST 

V3 [162] i les anàlisis estadístiques es van fer amb el programa estadístic SPSS (versió 

19 SPSS, Chicago, IL, USA). Per a les comparacions poblacionals es va utilitzar el test 

estadístic U de Mann-Whitney, els p-valors inferiors a 0.05 van ser considerats com 

valors diferencials estadísticament significatius. 

 

Objectiu 3. Caracterització proteòmica 

Selecció d’aïllats 

 

Per a l’estudi proteòmic i de citopatogenicitat es van seleccionar 3 parelles d’aïllats 

procedents de 3 brots diferents de l’estudi epidemiològic i valoració de tècniques de 

tipatge. Cada parella estava formada per dos aïllats ambientals de Legionella 

http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/DICI.pl
http://www.hpa-bioinformatics.org.uk/cgi-bin/DICI/DICI.pl
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pneumophila sg 1  que coexistien en el mateix ambient (torre de refrigeració), un dels 

aïllats tenia les mateixes característiques que l’aïllat clínic del cas i un aïllat ambiental 

diferent a l’aïllat clínic del cas. 

La validació de les proteïnes diferencials es va realitzar mitjançant estudis 

d’expressió gènica i activitat enzimàtica en un conjunt d’aïllats de Legionella 

pneumophila serogrup 1 més extens provinent de l’estudi de les 25 investigacions de 

legionel·losis del primer estudi d’aquest treball. 

 

Gels 2D-DIGE 

 

Aquesta metodologia està dividida en 5 parts: 1) el creixement i producció de 

biomassa del bacteri en fase post-exponencial 2) extracció i marcatge de les proteïnes, 

3) separació en dos dimensions de les proteïnes, 5) visualització i anàlisis de les 

proteïnes als gels i 5) identificació de les proteïnes d’interès. 

 

Obtenció de biomassa 

 

Els aïllats es van descongelar en places de medi BCYE i es van incubar a 37 °C 

durant 72 hores. El creixement bacterià es va resuspendre en aigua estèril fins a 

obtenir una DO625nm de 0.3, que equival a 108 ufc/ml. La suspensió va ser utilitzada 

com a inòcul del medi de cultiu líquid AYE (ACES-Buffered Yeast Extract) a pH 6.9 

-cetoglutàric, L-cisteïna i pirofosfat fèrric, el qual partia de 

102 ufc/ml en un volum final de 50 ml. Els cultius van ser controlats diàriament fent 

sembres en plaques de medi BCYE per comprovar que no hi haguessin contaminacions 

i poder realitzar la corba de creixement. 

Es va determinar que la fase post-exponencial de Legionella pneumophila 

s’adquiria a les 72 hores de cultiu, per tant, en aquest punt els cultius es van rentar dos 

cops amb aigua centrifugant a 6000 xg durant 30 minuts a 4 °C, per a eliminar les 

restes del medi de cultiu. 
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Extracció i marcatge de proteïnes 

 

L’extracció de proteïnes es va realitzar amb un total de 108 bacteris. Aquests es van 

llisar en 300 µl de tampó de lisis (Tris 30 mM, Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4%, HCl 

pH 8,5) amb 20 cicles de sonicació (cada cicle constava de 10s de sonicació i 20s en gel 

per evitar el reescalfament de la mostra) amb Omni-Ruptor 4000 Ultrasonic 

Homgenizer (OMNI International, Gerogia, USA). La suspensió llisada es va centrifugar 

a 10000 xg durant 10 minuts a 4 °C, i es va descartar el sediment que contenia les 

restes cel·lulars i cèl·lules no llisades. L’extracte cru (les proteïnes totals en el 

sobrenadant) es va traspassar a un nou tub de microcentrífuga. 

Es van purificar 100 μl de l’extracte cru utilitzant el kit 2D-CleanUp (Amersham, 

Alemanya) que es basa en la precipitació de les proteïnes pel mètode àcid 

tricloroacètic (TCA)-acetona modificat. El producte precipitat es va resolubilitzar en 70 

µl de tampó de lisis, i es va ajustar el pH de la mostra a 8.5 amb hidròxid sòdic (NaOH). 

Un cop realitzada la precipitació i purificació proteica es va quantificar el producte 

obtingut mitjançant el kit de Bio-Rad RC DC Protein Assay (Bio-Rad, Espanya). Com a 

estàndard per a la recta patró es van utilitzar diferents concentracions conegudes 

(entre 0.2 i 1.2 mg/ml) de la proteïna BSA (Bovine Serum Albumin). L’extracte proteic 

purificat es va diluir 1:10, 1:20 i 1:50 amb tampó de lisis per a la seva correcta 

quantificació. La lectura de les quantificacions es van fer a una longitud d’ona de 750 

nm amb el lector de plaques Varioskan ® Flash (ThermoScientific). 

El marcatge de les proteïnes es realitzà amb CyDye DIGE Fluor minimal dyes (GE 

Healthcare, USA). Cada gel estava format per una parella d’aïllats bacterians (aïllat 

relacionat amb cas clínic i aïllat no relacionat) i un estàndard intern per a poder 

realitzar la comparació de gels. Cada gel es va fer per duplicat i el marcatge (Cy3 i Cy5) 

de la parella d’aïllats es va intercanviar per evitar que les variacions de proteïnes 

obtingudes no fossin pel procés de marcatge. L’estàndard intern es va preparar fent 

una barreja de 25 µg de proteïna de cada un dels 6 aïllats, i sempre va ser marcat amb 

Cy2. El marcatge es realitzà amb 50 µg de proteïna i 400 pmol de Cy en un volum final 

de 1 µl de N,Ndimetilformamida anhídrica. La reacció es va dur a terme en gel durant 

30 minuts i es va aturar afegint 10 mM de lisina i incubant durant 10 minuts més. Les 

proteïnes marcades de cada parella es van barrejar equitativament amb l’estàndard 
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intern i es va arribar a un volum final de 250 µl amb tampó de càrrega (7 M Urea, 2 M 

Tiourea, 4 % CHAPS, 2 % DTT, 2 % IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare), 0.002 % Blau de 

Bromofenol Blue). 

 

Separació bidimensional 

 

Les proteïnes marcades van ser separades en la primera dimensió segons el seu 

punt isoelèctric (isoelectroenfoc (IEF)) i desprès en la segona dimensió segons el seu 

pes molecular (SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)). 

La primera dimensió es va realitzar en tires IPG de 24 cm lineals de pH 3-10 

(Immobiline DryStrip linear gradient pH 3-10, GE Healthcare) en l’aparell Ettan IPGphor 

(Amersham Bioscience) segon Görg et al [163]. Les tires IPG es van rehidratar durant la 

nit utilitzant 450 µl de tampó de rehidratació (7 M Urea, 2 M Tiourea , 4 %CHAPS, 1 

%tampó IPG pH 3-10, 100 mM Solució DeStreak, i 0.002 % Blau de Bromofenol) a 

temperatura ambient.  

La mostra diluïda en tampó de càrrega es van dispensar per la banda acídica de la 

tira utilitzant una copa. Les proteïnes es van enfocar a la tira a 65 kVh amb un 

programa amb diferent etapes que consistia en 300 V 3 hores, 1000 V 6 hores, 8000 V 

3 hores, 8000 V 5 hores 40 minuts i un pas de seguretat addicional de 50 V. 

Després de l’enfocament de les proteïnes segons el seu punt isoelèctric en la tira 

IPG, aquestes tires van ser equilibrades durant 15 minuts en solució reductora (6 M 

urea, 100 mM Tris pH 8.0, 30 % glicerol, 2 % SDS, 0.002 % Blau de Bromofenol i 0.5 % 

DTT) i 15 min en solució alquilant (6 M Urea, 100 mM Tris pH 8,0, 30 % Glicerol, 2 % 

SDS, 0.002 % Blau de Bromofenol i 2.25 % Iodoacetamida) amb agitació suau. 

La segona dimensió es va fer en el sistema d’electroforesis Ettan DALT 6 (GE 

Healthcare) amb gels d’acrilamida/bisacrilamida al 12.5 % en plaques de vidre de baixa 

fluorescència. Es van córrer simultàniament els 6 gels a 20 °C, 2.5 W durant 30 minuts i 

17 W fins que el Blau de Bromofenol arribà a la part inferior del gel (aproximadament 7 

hores). 
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Anàlisis dels gels 

 

Els gels van ser escanejats a l’equip Typhoon 9400 Variable Mode Imager and 

Typhoon TRIO Variable Mode Imager (GE Healthcare, USA). L’adquisició de la imatge es 

va realitzar a les longituds d’ona excitació/emissió de 488nm/520nm, 532/580nm i 

633/670nm per a Cy2, Cy3 i Cy5 respectivament, amb una resolució de 100 µm/pixel. 

Tant l’anàlisi de la imatge com la quantificació estadística dels nivells relatius de 

proteïna es realitzaren amb el programa Progenesis Samespot v3.0 (NonLinear 

Dynamics, Newcastle, UK). 

En les anàlisis estadístiques es van comparar el grup que contenia els aïllats 

relacionats amb casos clínics i el grup d’ aïllats no relacionats amb casos clínics. Només 

els punts (spots) que estaven presents en els tres aïllats del grup van ser considerats 

com a proteïnes potencials per a la comparació. Els punts que tenien un canvi 

d’expressió (fold-change) per sobre de 1.5 entre els grups i un valor p inferior a 0.005 

(p< 0.005) en el test ANOVA van ser definits com a proteïnes expressades diferentment 

entre els dos grups amb significança estadística. 

El clúster jeràrquic amb els punts estadísticament significatius es van realitzar amb 

el programa Qlucore Omic v.2.3 (Qlucore AB, Suècia). 

 

Identificació de proteïnes 

 

Per a la identificació de les proteïnes diferencials obtingudes en els gels 2D, es va 

escollir un dels gels escanejats anteriorment per a fer una tinció de proteïnes globals 

amb el kit Flamingo Fluorescent Gel Staining (Bio-Rad). Per a dur a terme aquest 

protocol es va fixar el gel  amb una solució d’etanol al 10 % i àcid acètic al 7 % durant la 

nit a 4 °C. Després de la fixació el gel es va tenyir amb la solució Flamingo Fluorescent 

Gel Stain 1x. El gel es va escanejar en l’equip 9400 Variable Mode Imager (GE 

Healthcare, USA) i a partir d’aquesta nova imatge utilitzant el programa Progenesis 

Samespot v3.0 es van marcar les proteïnes diferencials. 

Aquests punts diferencials van ser retallats amb l’equip Ettan Spot Picker (GE 

Healthcare) i es van deshidratar progressivament utilitzant dos solucions de 25 mM de 
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bicarbonat d’amoni amb 5 %, 50 % i finalment 100 % d’acetonitril. Les proteïnes 

immerses en l’acrilamida seca es va digerir utilitzat entre 10 i 15 μl de solució de 

digestió (40 mM bicarbonat d’amoni, 10 % acetonitril i 0.04 μg de tripsina de grau de 

seqüenciació (Promega)). Es va deixar 15 minuts per a que l’acrilamida es rehidrates i 

passat aquest temps es va retirar el tampó sobrant. L’acrilamida rehidratada amb el 

tampó de digestió es va incubar a 37 °C durant 3 hores. Passat aquest temps es va 

procedir a la elució dels pèptids amb 130 μl de Trifluoroacètic (TFA) al 2 % incubant 

durant 30 minuts en agitació. La solució es va traspassar a un nou tub de 

microcentrífuga, i es va repetir el mateix pas dos cops més amb 100 μl de TFA al 2 %. El 

volum final en el nou tub de microcentrífuga era de 330 μl, i en aquest volum es troben 

els pèptids eluïts de l’acrilamida però molt diluïts. Per a concentrar els pèptids es va 

assecar tot el volum en el SpeedVac (Eppendorff) a una temperatura de 37 °C. Els 

pèptids es van resuspendre en 10 μl de TFA al 0.1 %. Per a la seva completa dissolució 

es van deixar els tubs en gel durant 10 minuts. Per a la eliminació de les sals es van 

utilitzar puntes amb matriu C18 (ZipTips, Millipore). 

L’espectrometria de masses (MS) es va realitzar en un equip “autoflex speed 

TOF/TOF MALDI mass spectrometer” de Bruker Daltonics. Per a l’adquisició dels 

espectres, les mostres es van barrejar amb matriu HCCA (àcid alfa-ciano 4-

hidroxicinàmic) dissolta en un solvent d’acetonitril al 85 %, trifluoroacetic al 0.1 % i 1 

mM de fosfat d’amoni, i seguidament van ser dispensades en una placa AnchorChip 

Standard MALDI target. Les mostres es van deixar assecar a la placa a temperatura 

ambient i posteriorment van ser analitzades a l’espectròmetre de masses MALDI. Els 

paràmetres d’adquisició van ser els següents: la font d’ions 1 estava a 19 kV, la font 

d’ions 2 a 16.65 kV, la Lent a 7.8 kV, el voltatge del Reflector 1 es va ajustar a 21 kV, i el 

del Reflector 2 a 9.65, i el detector del reflector es va fixar a 1.95 kV. El deflector de 

masses es va configurar a 1000 Da i el laser era smartbeamTM-II a 250 Hz. El programa 

d’adquisició utilitzat va ser FlexControl 3.3 (Bruker Daltonics). Els espectres 

s’adquireixen en l’equip que prèviament havia estat calibrat utilitzant un calibrador 

extern (Peptide Calibration Standard I, Bruker Daltonics). Cada espectre va ser anotat 

utilitzant l’algoritme de captura (snap algorithm) amb un punt de tall de soroll de fons 

de 3. Es va aplicar la línia de correcció de base per “TopHat”. També es va aplicar una 

calibració estadística i els pics més comuns es van atribuir tant a la queratina i a la 



Material i Mètodes 

45 
 

tripsina que van ser eliminats de l’espectre final.  Les proteïnes no identificades per MS 

vas ser sotmeses a un anàlisis de fragments PSD (Post-Source Decay Analysis) dels pics 

seleccionats (anàlisi MS/MS) seguint els següents paràmetres: la font d’ions 1 es va 

ajustar a 6 kV, la font d’ions 2 a 5.25 kV, el voltatge de la lent a 3 kV, el voltatge “LIFT” 

1 a 19 kV, el voltatge “LIFT” 2 a 4.2 kV, el reflector 1 a 27 kV, i el reflector 2 a 11.6 kV. 

L’adquisició de la “parent mass” a la finestra va ser establerta a 0.65 % de “parental 

mass”. No es va applicar el paràmetre de deflector de massa. 

Els espectres processats van ser buscats a la base de dades NCBInr [164]. La 

taxonomia va ser fixada a “Altres proteobacteris” (que inclou 1.619.185 seqüències de 

qualsevol Proteobacteria excepte Agrobacterium tumefaciens, Campylobacter jejuni, 

Escherichia coli, Neisseria meningitidis i Salmonella sp.). El motor de cerca va ser 

Mascot 2.3 (Matrixsciencie) i els paràmetres de cerca van ser fixats a: l’enzim utilitzat: 

tripsina; els punts de tall perduts: màxim de 2; modificacions globals: 

carbamidometilacions en cisteïnes; modificacions variables: oxidacions a les 

metionines i finalment la tolerància: 50 ppm. Només es van considerar les proteïnes 

i/o pèptids (cerques MS/MS) amb una puntuació Mascot per sobre del llindar 

d’identitat establert a 75. 

Les proteïnes identificades van ser classificades segons el seu procés biològic en 

Gene Ontology (Uniprot [165]), i van ser classificades funcionalment com: a) enzims, b) 

síntesi de paret cel·lular, c) traducció, d) modificacions post-traduccionals, recanvi de 

proteïnes i funció chaperona, e) proteïnes d’estrès, i f) altres. 

 

PCR quantitativa (qPCR) 

 

L’extracció d’ARN total es va realitzar amb el kit RNA NucleoSpin (Macherey-Nagel), 

basat en l’extracció per columnes. Per això, es va homogeneïtzar la mostra utilitzant 

109 bacteris en 100 μl de tampó TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8) amb 1 mg/ml 

de lisozim, i  es va incubar a 37 °C durant 10 minuts. Posteriorment, per a assegurar la 

completa lisis bacteriana es va afegir 20 μl de Proteinasa K a 20 mg/ml i es va incubar 

durant 1 hora a 56 °C. Un cop acabada la lisis bacteriana es va procedir amb el protocol 

assenyalat per la casa comercial. Aquest consistia en la preparació de la mostra per a la 
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unió del ARN al filtre de la columna, l’eliminació de l’ADN amb rDNAsa, i diferents 

rentats amb tampons proveïts pel fabricant. Finalment l’elució de l’ARN es va realitzar 

afegint 60 μl d’aigua molecular lliure de ARNases. 

L’ARN obtingut va ser quantificat amb ND-1000 Spectrophotometer i es va ajustar 

la concentració a 100 ng/μl amb aigua de grau molecular. 

L’ARN total es va retrotranscriure a l’ADN copia (ADNc) utilitzant el kit SuperScript 

VILO cDNA (Invitrogen). La reacció es va fer en tubs de 200 μl en un volum final de 20 

μl que consistien en 4 μl de reactiu SuperScript VILO i 100 ng d’ARN. La reacció es va 

dur a terme en un termociclador utilitzant el següent programa: 10 minuts a 25 °C, 60 

minuts a 42 °C, 5 minuts a 85 °C per a la desnaturalització de l’enzim, i es va baixar la 

temperatura a 4 °C. 

De les proteïnes identificades com a diferencials en l’estudi proteòmic es va 

seleccionar un grup per a l’estudi de validació d’expressió gènica (ARN). Les proteïnes 

escollides per a la determinació de l’expressió gènica són aquelles que presentaven 

punts amb p-valors més baixos i uns ratios de volums normalitzats més alts entre els 

grups. 

Es va valorar l’expressió gènica dels gens piperidine-6-carboxylate dehydrogenase, 

cystathionine beta-lyase, elongation factor Tu, inosine-5'-monophosphate 

dehydrogenase, acyl CoA C-acetyltransferase, malate dehydrogenase, aconitate 

hydratase, aminopeptidase N, catalase/(hydro)peroxidase KatG, F0F1 ATP synthase 

subunit delta, global stress protein GspA, i oligopeptidase A. 

Com a gen control (‘housekeeping’) per a la normalització de les dades es va fer 

servir el nivell d’expressió del gen 16S rRNA [166,167].  

Els encebadors utilitzats per a cada gen es troben a la taula 2. Aquests encebadors 

van ser dissenyat amb la eina en línia PrimerBlast [168]. Les condicions utilitzades per 

al disseny dels encebadors va ser: Tm a 60 ° C; mida de l’amplicó entre 90-120 pb; GC 

entre 40-60 %; i especificitat en front de Legionella pneumophila.  

Aquest assaig per als diferents gens es va fer amb cultius de les soques a fase post-

exponencial. Els cultius es van fer de la mateixa manera que per a l’estudi proteòmic, 

per tal d’evitar variacions entre els diferents estadis de creixement.  
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Taula 2. Encebadors utilitzats per a la valoració de l’expressió gènica 

Gen Seqüència 3’-5’ 
Tm 

(° C) 

Mida 

amplicó 

(pb) 

malate dehydrogenase 
F-AACGCCATATGCCTCATGTGCT 

R-CTAGTATGGCGGCTACAGCAAC 
57 110 

aconitate hydratase 
F-GGCTCTTCTCGCGATTGGGC 

R-TGGAACGATGGATTCGCTCAAAGC 
58 91 

succinate dehydrogenase iron-sulfur 

subunit 

F-GGCCCTGCTGGACTTTTACA 

R-TTGAGTCCCTTCGGGCATAC 
59 152 

F0F1 ATP synthase subunit delta 
F-CTCCAGCGCAACAACAGCGT 

R-TAGCGCTCCGCCAAGCAAGG 
59 104 

acyl CoA C-acetyl transferase 
F-ATGGCGGGGCATGCGCTTTA 

R-GCTGTTGCTTCACCACCGCC 
59 139 

cystathionine beta-lyase 
F-TTGCAAAATTCATGCGGCGCT 

R-CAGTGCCTTTGCATACGAACGGATA 
57 95 

inosine 5’monophosphate 

dehydrogenase 

F-GGTGACGTTTGTAAAGCGTTGGC 

R-CGGTCACTTGACCCCTGAGCTA 
57 176 

piperidine 6-carboxylate 

dehydrogenase 

F-CGGACACTGGATGAGGCTAT 

R-ACAATCACTTCCACAAGCACTG 
58 120 

cell division protein MraZ 
F-TCGTGATGATAGGCCAGGGA 

R-TCCGTCATGGACGCTTCTTC 
60 100 

elongation factor-TU 
F-ACGAATCAGCGAGCAGACAT 

R-GAACACCTACCTGGCGAGAC 
59 177 

oligopeptidase A 
F-CTCGCATATTTTTGGGGGTGG 

R-AGCATCGGCTGCTTTTCTTG 
59 178 

aminopeptidase N 
F-GATGCAAGCGGCATGTGAG 

R-ATATCCGCTGCCATCCAACG 
60 163 

shot chain dehydrogenase/reductase 

family oxidoreductase 

F-AATCAATAATGCGGGTTTGGCT 

R-CATCCCTGGGAGAATTAGCCG 
60 130 

catalase/(hydro)peroxidase KatG 
F-TGGCCGGCTAATGATCCTC 

R-GCGGCATTACCGCCTAAAAC 
59 137 

global stress protein gspA 
F-CCTTTCGACTTGCAGATCACA 

R-GAATGATGCGTGGTTTCGCT 
59 111 

lpg2867 
F-TTTCAGGAAGCCCGGATTGA 

R-CATGCTGGAATTGCCAAGACT 
59 165 

16S rRNA 
F-GACGATCGGTAGCTGGTCTG 

R-CTCCTCCCCACTGAAAGTGC 
60 175 

 

La reacció de PCR quantitativa (qPCR) es va realitzar en plaques de 384, en un 

volum final de 10 μl. Aquesta reacció contenia 4 μl de Power SYBR Green PCR Master 

Mix (Invitrogen), 0.3 µl d’encebador F i R a 10 µM i 3 μl de ADNc diluït 1:100. La reacció 

es va dur a terme en l’equip  LightCycler 480 (Roche) utilitzant el següent programa: 1 

cicle de 10 minuts a 95 °C, 35 cicles que consistien en 15 segons a 95 °C, 1 minut a 60 

°C, i adquisició de fluorescència durant 1 segon a 75 °C. Al finalitzar l’amplificació es 

van realitzar les corbes de “Melting” que consistien en una desnaturalització completa 
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del ADN a 95 °C, baixar la temperatura a 55 °C per a obtenir les dobles cadenes de ADN 

específiques de l’amplicó, i a partir d’aquí una adquisició continua de la senyal de 

fluorescència mentre s’augmenta la temperatura 0.07 °C/segon. Cada mostra i gen es 

va fer per triplicat. 

Utilitzant el programa LighCycler 480 es van calcular els punts de tall (Cp) per a 

cada mostra i gen. 

Per a la comparació dels nivells d’expressió dels gens es van utilitzar els Cp dels 

gens control per a la normalització de les dades a través d’aquesta formula:  

2ΔCp, on ΔCp= Cp gen d’interès-Cpgen control 

 

Assajos enzimàtics 

 

Com a tècnica complementaria a la comprovació del nivell d’expressió de proteïnes 

diferencials obtingudes en l’estudi proteòmic es van realitzar dos assajos enzimàtics 

relacionats amb el cicle de Krebs. En aquests assajos es va valorar l’activitat enzimàtica 

de Aconitat hidratasa i Malat deshidrogenasa en els mateixos aïllats utilitzats per a la 

qPCR. Aquests aïllats van ser cultivats i recollits en la fase post-exponencial tal i com 

estava realitzat l’estudi proteòmic i el d’expressió gènica. 

 

Aconitat hidratasa 

 

L’activitat aconitat hidratasa es va mesurar utilitzant el kit Aconitase Activity Assay 

(Novagen, Millipore), que mesura l’activitat de l’enzim a la mostra a través de la 

reacció catalitzada d’isocritat a cis-aconitate, provocant un augment de l’absorbància a 

una longitud d’ona de 240 nm amb un coeficient d’extinció molar de 2.2 OD/mM per 

pou. 

Per a la valoració de l’activitat enzimàtica es fa una extracció de proteïnes totals de 

109 bacteris, els quals es van resuspendre en 250 µl de preservant d’aconitasa i 20 µl 

de detergent (subministrat en el kit). Aquesta barreja es va deixar en gel durant 20 

minuts i després es van fer 4 polsos de sonicació en Omni-Ruptor 4000 Ultrasonic 

Homgenizer (OMNI International, Gerogia, USA). L’extracte es centrifugà a 20000 xg 
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durant 10 minuts a 4 °C i l’extracte proteic del sobrenedant es quantificà amb el kit DC 

Protein Assay (Bio-Rad) per a la posterior normalització de les dades. 

L’assaig es va realitzar en plaques de 96 pous. Per cada assaig es preparava el 

tampó d’Activitat afegint un volum 1:25 d’isocitrat i un volum 1:100 de manganès en el 

Tampó subministrat en el kit. Per a cada mostra s’utilitzava 50 µl de extracte 

prèviament quantificat i 200 µl de tampó d’activitat.  A cada assaig es va incloure un 

control  blanc de la reacció, per a la correcció dels càlculs, que consistia en mesurar la 

producció de NADH sense enzim en el Tampó d’activitat. 

La mesura de la cinètica de la reacció es realitzà per quantificació de l’absorbància 

a una longitud d’ona de 240nm en invervals de 60 segons amb un Auto-shake de 3 

segons entre les mesures del Varioskan ® Flash (ThermoScientific). L’activitat de 

l’enzim es va expressar en µmols/min/mg d’extracte i va ser quantificada a través 

d’aquests càlculs: 

 

 

 

Malat deshidrogenasa 

 

L’activitat Malat deshidrogenasa (MDHasa) es va quantificar amb un assaig que 

mesura la quantitat de NAD oxidat produït per aquest enzim segons la reacció següent: 

Oxalacetat + NADH + MDHasa  Malat + NAD. 

Per a la valoració de l’activitat d’aquest enzim es va utilitzar un extracte proteic de 

109 bacteris, els quals es van resuspendre en 500 µl de tampó d’extracció (20 mM 

Hepes, pH 7.1, 1 mM DTT, 100 mM KCl, i inhibidors de proteases Complete Mini 

(Roche)). La suspensió es va sotmetre a 4 polsos de sonicació en Omni-Ruptor 4000 

Ultrasonic Homgenizer. L’extracte proteic es va centrifugar 12000 xg durant 5 minuts a 

4 °C. Es va recollir el sobrenedant i es va quantificar amb el kit DC Proteins Assay (Bio-

Rad). 

La reacció es va dur a terme en plaques de 96 pous  que contenien 125 µl de tampó 

de reacció (100 mM Imidazol, pH 7.1, 200 mM KCl, 2 mM EDTA, i 10 mM MgSO4), 12.5 

ΔOD

Δt
∗

1000 ∗ 161

mg de proteïna per pou
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µl d’extracte cru a una concentració entre 50 i 100 µg de proteïna, 12.5 µl de NADH a 4 

mM, i 87.5 µl d’aigua miliQ. La reacció MDHasa comença en afegir 12.5 μl d’oxalacetat 

a 100 mM. Prèviament a l’inici de la reacció es va fer una lectura a 340 nm. A partir del 

moment d’afegir l’oxalacetat l’absorbància va disminuint progressivament en funció de 

la quantitat de MDHasa present a la mostra. La disminució de l’absorbància es va 

monitoritzar durant 15 minuts fent lectures cada 60 segons amb un Auto-shake de 3 

segons entre cada lectura. 

L’activitat de l’enzim es va expressar en mUnitat/mg de proteïna, i es va tenir en 

consideració que 1 unitat a 340 nm equival a 161 nmols de NADH. El càlcul realitzat va 

ser el següent: 

 

 Ratio (mOD/min)= 

 

 Ratio corregit (mOD/min)= Ratiomostra-Ratioblanc 

 µM/min = (Coeficient d’extinció molar: 2.2 mM-1 per prou) 
 

 

 nmols/min= 

 

 µmols/min/mg d’extracte=  

 

Anàlisis estadístiques per qPCR i assajos enzimàtics 

 

Les anàlisis estadístiques es van realitzar en el programa SPSS (versió 19 SPSS, 

Chicago, IL, USA). La comparació dels nivells d’expressió i activitats enzimàtiques entre 

els aïllats ambientals relacionats amb casos i els aïllats ambientals no relacionats es va 

fer utilitzant el test estadístic U de Mann-Whitney i on valors p eren ≤ 0.05 es van 

 
Abs  temps 1 −  Abs(temps 2) 

temps 1 −  temps 2
∗ 1000 

Ratio corregit 

Coeficient d′extinciómolar
 

µM/min 

Volum del pou en ml (0.25 ml)
 

nmols/min

[µg de proteïna per pou
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considerar com a diferencies significatives entre els dos grups.  

 

Citopatogenicitat en cèl·lules “macrophages-like U-937” 

 

L’estudi de la citopatogenicitat dels aïllats seleccionats per a l’estudi proteòmic es 

va realitzar en la línia cel·lular U-937 (ATCC CRL-1593.2). L’assaig d’infecció es va 

realitzar per triplicat a cada aïllat de L. pneumophila seleccionat. 

Les cèl·lules van ser cultivades en medi RPMI 1640 complementat amb L-glutamina 

(Lonza) 10 % de sèrum fetal boví (SFB) (), 100 U/ml de penicil·lina i 75 μg/ml de 

estreptomicina. Els cultius es van mantenir a 37 °C amb una atmosfera del 5 % de CO2 

en flascons de T-125, a una concentració de 3·104 cèl·lules/ml inicial i ajustada cada 2-3 

dies centrifugant els cultius a 1200 rpm durant 6 minuts. 

Les cèl·lules es van comptar amb la tinció d’exclusió i viabilitat blau trià (SIGMA) en 

càmera de Neubauer. 

Per a realitzar la infecció cel·lular amb els aïllats de L. pneumophila les cèl·lules van 

ser diferenciades a macròfags en flascons T-75 en posició horitzontal per a promoure 

l’adhesió dels macròfags al flascó. Per a la diferenciació, es van utilitzar 25 milions de 

cèl·lules en un volum total de 25 ml de medi de cultiu RPMI amb 5 % SFB, 50 U/ml de 

penicilina, 37.5 μg/ml de estreptomicina i 10-8 M de forbol miristat acetat (PMA). Els 

flascons van ser incubats a 37 °C amb una atmosfera al 5 % de CO2 durant 3 dies.  

Després de les 72 hores d’incubació per a la diferenciació cel·lular, les cèl·lules es 

van recollir dels flascons per tripsinització. Aquest procés consistia en l’eliminació del 

medi de cultiu de les cèl·lules, fer un rentat amb 7 ml de PBS estèril, i finalment afegir 

7 ml de tripsina 5x (Lonza) i incubar durant 8-10 minuts a 37 °C i 5 % de CO2. Passat 

aquest temps es va comprovar que les cèl·lules estaven desenganxades i es va aturar la 

reacció afegint 7 ml de medi RPMI amb 5 % SFB. Les cèl·lules es van centrifugar a 1200 

rpm durant 6 minuts, per eliminar la tripsina, es van resuspendre en 3 ml de medi 

RPMI, i es van comptar amb blau tripà utilitzant la cambra de Neubauer. La 

concentració cel·lular es va ajustar a 2.2·106 cèl·lules/ml amb medi RPMI 5 % SBF i 

antibiòtics. Aquestes cèl·lules van ser repartides en plaques de 96 pous, on a cada pou 

es van sembrar 220000 cèl·lules (100 μl de suspensió). Les plaques es van incubar 
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durant 24 hores a 37 °C en una atmosfera del 5 % de CO2 per assegurar la seva 

adhesió. Abans de procedir amb la infecció es van realitzar 2 rentats de les cèl·lules 

amb 90 μl de medi RPMI 5 % SBF sense antibiòtics. 

Cada placa de 96 pous va ser utilitzada per a l’assaig d’infecció d’un aïllat. Els aïllats 

van ser cultivats en places de medi BCYE durant 72 hores a 37 °C. El creixement 

bacterià es va resuspendre en medi RPMI amb 5 % SBF sense antibiòtics a una 

DO625nm entre 1.9-2.1, que equival a una concentració bacteriana de l’ordre de 1012. 

Amb aquesta suspensió es van fer dilucions amb medi RPMI-5 % SBF per a la infecció 

cel·lular (Figura 4) .  

 

 

Figura 4. Esquema d’infecció cel·lular. 

 
 

Es va retirar el medi de cultiu de les cèl·lules i cada columna de la placa es van 

infectar amb 100 μl d’una dilució determinada (Figura 4), excepte la última que 

contenia només medi RPMI-5 % SBF sense bacteri. Aquesta columna va servir com a 

control de viabilitat cel·lular. 

Les cèl·lules infectades es van incubar durant 90 minuts a 37 °C en una atmosfera 

del 5 % de CO2. Després d’aquesta incubació es van fer dos rentats amb 90 μl de medi 

RPMI-5 % SBF sense antibiòtics, un rentat  amb 100 μl de medi RPMI-5 % SBF amb 50 
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μg/ml de gentamicina, i 3 rentats més amb RPMI-5 % SBF, durant 30 minuts cadascun. 

Finalment, es van afegir 200 μl de medi RPMI-10 % SBF i es va incubar durant 72 hores 

a 37 °C en una atmosfera del 5 % CO2. 

La viabilitat cel·lular es va determinar mitjançant un assaig MTT, en el que es 

determina l’activitat de la deshidrogena mitocondrial. Després de la incubació de 3 

dies, es va retirar el medi de cultiu i es van afegir 100 μl de medi RPMI sense Roig 

Fenol, amb 5 % SBF i 0.5 mg/ml de MTT (bromur de 3-(4,5-Dimetilthiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazoli) (Sigma). Les plaques es van incubar durant 4 hores a 37 °C en una 

atmosfera del 5 % de CO2. La reacció es va aturar afegint 100 μl isopropanol amb 0.04 

N HCl. Es va resuspendre el precipitat format i es va incubar durant 10 minuts a 37 °C-5 

% CO2. La lectura de les plaques es va fer mesurant l’absorbància en una longitud 

d’ona de 570 nm a l’equip Varioskan ® Flash (ThermoScientific). A cada experiment es 

va calcular la fracció de supervivència (f) com el ratio de les cèl·lules infectades 

respecte les no infectades. Per a la determinació del valor citopàpic es va utilitzar el 

logaritme en base 10 de 1-f (log (1-f)). 

A partir dels resultats obtinguts en l’assaig MTT es va calcular la citopatogenicitat 

relativa de cada aïllat, determinat per l’efecte citopàtic en les cèl·lules. Aquest efecte 

citopàtic es va definir com el mínim nombre de bacteris necessaris per a produir efecte 

citopàtic en el 50 % de les cèl·lules U937 infectades després de 72 hores d’incubació. 

Les dades de l’assaig MTT es van analitzar estadísticament amb el programa SPSS 

(versió 19 SPSS, Chicago, IL, USA). El test estadístic aplicat va ser U de Mann-Whitney, i 

els p-valors inferiors a 0.05 van ser considerats com a diferències significatives entre 

els dos grups.  
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Objectiu 1. Comparació de mètodes de tipatge en brots 

 

Amb la finalitat d’avaluar la capacitat discriminatòria de les dues tècniques més 

utilitzades pels estudis epidemiològic-moleculars dels brots o casos esporàdics de la 

malaltia del Legionari (LD) es van analitzar un total de 25 investigacions de 

legionel·losis que van ocórrer en Catalunya entre 1989 i 2012. D’aquestes, 14 eren 

investigacions LD adquirides a la comunitat (AC) i 11 LD nosocomials (NOS). Es van 

incloure un total de 302 aïllats de Legionella, dels quals 55 corresponien a aïllats clínics 

i 247 a aïllats ambientals. Cada investigació de LD constava de 1 a 5 aïllats clínics, 

excepte en una de les investigacions, de la que disposàvem de 9 aïllats clínics, i de 2 a 

32 aïllats ambientals (8 (IQR: 4-13)). 

 

Panell de Dresden 

 

Dels 302 aïllats, 269 van ser identificats com a L. pneumophila serogrup 1, dels 

quals 51 corresponien a aïllats clínics i 218 a aïllats ambientals. El 46 % dels aïllats 

identificats com a L. pneumophila serogrup 1 (140/269) eren positius per al MAb 3/1 

(Figura 5A) , un epítop relacionat amb virulència. Aquests 269 aïllats van ser dividits en 

11 subgrups utilitzant els anticossos del Panell de Dresden (Figura 5B). 

Tots els aïllats clínics AC, a excepció d’un, eren L. pneumophila sg 1 i MAb 3/1 

positius, mentre que només 4 dels 16 aïllats clínics NOS eren positius per aquest 

anticòs (Test exacte de Fisher, p<0.001) (Figura 6A). El subgrup Philadelphia 

representava la majoria dels aïllats AC (74 %), seguit de Benidorm (13 %), mentre que 

els grups més representatius dels aïllats NOS eren OLDA (44 %), no serogrup 1 (25 %) i 

Philadelphia (19 %) (Figura 6B). 

Els aïllats ambientals de les investigacions AC eren majoritàriament L. pneumophila 

sg 1 i prop del 50 % eren positius pel MAb 3/1 (Figura 7A). Contràriament, una gran 

part dels aïllats ambientals recollits en les investigacions NOS eren MAb 3/1-negatius 

(59 %) i L. pneumophila no-serogrup 1 (27 %) (Test exacte de Fisher, p<0.001). 

Els subgrups majoritaris entre els aïllats ambientals AC eren Philadelphia i OLDA (26 

% i 23 % respectivament), seguit per Oxford (11 %), mentre que en els aïllats NOS els 
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dos grups més representatius eren OLDA (46 %) i no serogrup 1 (27 %) (Figura 7B). 

 

 

Figura 5. Classificació dels aïllats L. pneumophila inclosos en l’estudi. A) Distribució dels aïllats segons si són L. 
pneumophila no-sg1 (NS1) o serogrup 1 MAb3/1 positius (+) o negatius (-). B) Distribució dels aïllats segons els 
subgrup en la classificació de Dresden i el seu origen (NS1, L. pneumophila no sg1). 

 

 

 

Figura 6. Distribució dels aïllats clínics L, pneumophila  segons la seva procedència. A) Proporció d’aïllats L. 
pneumophila sg 1 Mab 3/1 positius per aïllats clínics segons la seva procedència. Els asteriscs indiquen diferències 
estadísticament significatives. B) Distribució dels aïllats clínics segons els subgrup en la classificació de Dresden i la 
seva procedència (NS1, L. pneumophila no sg1). 

 

Els aïllats ambientals molecularment associats a un mateix brot presentaven el 

mateix subgrup de Dresden que l’aïllat clínic. No obstant això, es van trobar aïllats 

ambientals molecularment no associats que presentaven el mateix subgrup Dresden 

que els aïllats clínics. 
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Figura 7. Distribució dels aïllats ambientals L, pneumophila  segons la seva procedència. A) Proporció d’aïllats L. 
pneumophila sg 1 Mab 3/1 positius per aïllats ambientals segons la seva procedència. Els asteriscs indiquen 
diferències estadísticament significatives. B) Distribució dels aïllats ambientals segons els subgrup en la classificació 
de Dresden i la seva procedència  (NS1, L. pneumophila no sg1). 

 

PFGE 

 

Cada investigació estava composta per l’aïllat clínic i per aïllats ambientals que es 

podien dividir entre aïllats relacionats amb la infecció, mostrant un perfil idèntic o 

relacionat al perfil de l’aïllat clínic, i aïllats no relacionats amb la infecció (perfils PFGE 

no relacionats). El nombre de perfils PFGE trobats a cada investigació oscil·lava entre 1 

i 10 perfils diferents. 

La diversitat dels perfils PFGE va ser calculada en cada investigació utilitzant l’índex 

de Hunter Gaston, segons dues categories de Tenover (idèntics i relacionats). La 

diversitat mediana del PFGE per a la categoria indèntics era de 0.556 (IQR: 0-0.702), i 

per a la categoria relacionats era de 0.533 (IQR: 0-627). 

 

SBT 

 

Els 302 aïllats de Legionella van ser dividits en 38 STs diferents. Els aïllats clínics es 

van diferenciar en 19 STs i els aïllats ambientals en 33 STs. 

A cada investigació, els casos clínics es va associar a un únic ST. Els STs que van 

causar més episodis van ser el ST 1 i ST 37, els quals van causar 5 investigacions 

cadascun, seguit per l’ST 23 que va ser responsable de 3 brots. 
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Els STs més freqüentment aïllats de l’ambient no-relacionats amb casos clínics en 

aquell moment van ser l’ST 1 (identificat en 12 investigacions), l’ST 8 (en 6 

investigacions), i l’ST 284 (identificat en 5 investigacions). 

La diversitat mediana de l’SBT entre totes les investigacions va ser de 0.533 (IQR: 0-

0.608). 

 

Comparació del PFGE front SBT 

 

En comparar el PFGE front l’SBT es va observar que  ambdós mètodes eren capaços 

d’identificar l’origen dels casos de LD, utilitzant com a referència l’aïllat clínic de cada 

cas, per tant la concordança epidemiològica de l’SBT i PFGE va ser del 100 %. No 

obstant això, aquestes tècniques no presentaven la mateixa especificitat molecular a 

l’hora de diferenciar tots els aïllats. La metodologia PFGE va mostrar un major poder 

discriminatori que l’SBT (Taula 3).  

Aquesta major capacitat discriminatòria es va remarcar en 4 investigacions, en les 

que l’ST 1 es va diferenciar en 2 o 3 perfils PFGE diferents, que diferien entre 3 i 4 

bandes en 3 de les investigacions i l’ST 1106 que es va dividir en 2 perfils PFGE 

diferents en una d’elles (Figura 8). Per tant, la concordança molecular observada en les 

investigacions analitzades utilitzant la categoria ‘relacionats’ de PFGE era del 80 %, 

mentre que en utilitzar la categoria ‘idèntics’ aquesta concordança disminuïa fins al 64 

%, mostrant en ambdós casos que el PFGE mostra més variabilitat entre els aïllats que 

l’SBT. 

La congruència entre aquests dos mètodes es va calcular amb l’índex Ajustat de 

Wallace (AW) utilitzant les dos categories pels perfils PFGE. Els índex AW per la 

categoria de PFGE idèntics eren de 0.767 i 1 per AWSBT


PFGE i AWPFGE


SBT, 

respectivament. En utilitzar la categoria relacionats en PFGE, el AWSBT


PFGE  era de 

0.883 i  el AWPFGE


SBT de 0.986. Aquests resultats van posar de manifest, de nou, el 

poder discriminatori del mètode PFGE. 

La combinació de la caracterització per Dresden amb aquestes dues tècniques 

augmentava la diversitat en totes dues tècniques per igual. 
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Taula 3. Resum dels aïllats trobats en les investigacions amb mateix ST i diferent perfil PFGE 

Investigació Origen aïllat* PFGE ST 

2 
C-AC A 181 

AMB 1 Aa (1 banda de A) 181 

3 
C-AC A 8 

AMB 1 Aa (2 bandes de A) 8 

4 

AMB 1 E 1 

AMB 3 D 1 

AMB 2 C 284 

AMB 2 Ca (1 banda de C) 284 

AMB 4 B 1594 

AMB 4 Bb (1 banda de B) 1594 

 
AMB 4 Ba (1 banda de B) 1594 

6 

AMB 2 B 1 

AMB 2 B 1 

AMB 2 Ba (1 banda de B) 1 

AMB 2 Bb (2 bandes de B) 7 

AMB 2 C 1 

8 

AMB 3 C 242 

AMB 3 Ca (1 banda de C) 242 

AMB 4 C 242 

14 

AMB 2 D 1 

AMB 2 Da (1 banda de D) 1 

AMB 3 C 1 

AMB 4 G 1 

AMB 4 G 1 

AMB 5 G 1 

15 
C-NOS A 187 

C-NOS Aa (2 bandes de A) 187 

18 

C-NOS B 1106 

AMB 1 B 1106 

AMB 1 C 1106 

22 

C-NOS A 48 

AMB 4 A 48 

AMB 4 Aa (1 banda de A) 48 

*C-AC: Aïllat clínic AC; C-NOS: Aïllat clínic NOS; AMB: Aïllat ambiental 
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Figura 8. Aïllats de L. pneumophila d’una mateixa investigació amb mateix ST i perfils PFGE diferents. 

 

Objectiu 2. Anàlisis de diversitat de poblacions 

 

En observar en l’objectiu anterior de comparacions de tècniques que hi havia un 

comportament diferent dels aïllats segon el seu origen (clínic o ambiental), es va 

proposar realitzar un estudi de diversitat poblacional en un grup d’aïllats més ampli 

per les tècniques SBT i MAb. Per això, es van analitzar un total de 461 aïllats de L. 

pneumophila recollits entre 1989 i 2014 a l’àrea de Catalunya. Aquests aïllats 

provenien d’estudis epidemiològics de casos de legionel·losis que van ocórrer durant 

aquest període. Del total d’aïllats, 130 corresponien a aïllats clínics (aïllats de pacients) 

i 331 a aïllats ambientals. Dels aïllats recollits de pacients, 91 eren de casos de 

pneumònia adquirida a la comunitat (AC), 35 de pneumònies nosocomials (NOS) i 4 

d’origen desconegut. 

Els aïllats ambientals havien estat recollits per estudis epidemiològic-moleculars 

associats a casos de legionel·losis, i un cop caracteritzats es van poder dividir en aïllats 

relacionats amb casos (un total de 115 aïllats) i aïllats ambientals no relacionats amb 

casos (216 aïllats). 

Per a la realització de l’estudi de diversitat es van utilitzar els aïllats clínics i els 

aïllats ambientals no relacionats amb casos. Les rèpliques en cada cas/brot es van 

eliminar, així que les anàlisis finals es van realitzar amb 94 aïllats clínics i 114 aïllats 

ambientals no relacionats amb casos. 
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Panell de Dresden 

 

Dels 208 aïllats inclosos en l’estudi, el 86.06 % (n=179) es van identificar com L. 

pneumophila serogrup 1, i d’aquest el 51.14 % (n=90) eren positius per l’anticòs MAb 

3/1. Els subgrups més amb més prevalença eren OLDA (22.93 %, n=47), Philadelphia 

(14.63 %, n= 30) i no-serogrup 1 (14.15 %, n=29) (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Distribució dels aïllats inclosos en l’estudi segons el subgrup de Dresden. (NS1 correspon a L. pneumophila 
no-sg1). 

 
 

L’anàlisi de distribució de subgrups Dresden del grup d’aïllats clínics era diferent 

que del grup d’ambientals. El grup clínic presentava un 74.19 % (n=69) d’aïllats positius 

per l’anticòs MAb 3/1, mentre que el grup ambientals només presentava un 18.75 % 

(n=21) d’aïllats positius (p< 0.001) (Figura 10A). Els subgrups majoritaris en els aïllats 

clínics eren Philadelphia (27.96 %, n=26), Knoxville (21.51 %, n=20) i France/Allentown 

(13.98 %, n=13), mentre que els subgrups majoritaris dels aïllats ambientals eren OLDA 

(31.25 %, n=35), no-serogrup 1 (18.75 %, n=21) i Oxford (17.86 %, n=20) (Figura 10B). 

Els aïllats clínics també presentaven diferències de distribució segons els seu origen 

d’adquisició (comunitat/nosocomial). En primer lloc, el 79.45 % (n=58) dels aïllats 

clínics d’origen AC eren MAb3/1 positiu mentre que entre els NOS només 

representaven aquest epítop el 43.75 % (n=7) (p< 0.001) (Figura 11A). En segon lloc,  el 

subgrup France/Alletown (18.46 %, n=12) només es va trobar implicat en casos AC, 

mentre que els subgrups Oxford/OLDA (4.17%, n=1) i NS1 (33.33 %, n=8) només es van 
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trobar implicats en casos NOS (Figura 11B). 

 

 

Figura 10. A) Proporció d’aïllats L. pneumophila sg 1 Mab 3/1 positius segons origen. Els asteriscs indiquen 
diferències estadísticament significatives. B) Distribució dels aïllats segons el subgrup de Dresden i el seu origen  
(NS1, L. pneumophila no sg1). 

 
 

 

Figura 11. A) Proporció d’aïllats clínics L. pneumophila sg 1 Mab 3/1 positius segons origen d’adquisició. Els asteriscs 
indiquen diferències estadísticament significatives. B) Distribució dels aïllats clínics segons el subgrup de Dresden i 
el seu origen d’adquisició  (NS1, L. pneumophila no sg1). 

 
 

SBT 

 

El tipatge per SBT va dividir els aïllats en 79 STs diferents (IOD: 0.944). Els aïllats 

clínics es dividien en 43 STs diferents (IOD: 0.960) i els ambientals en 45 STs diferents 

(IOD: 0.896). En general, l’ST més abundant era el ST 1 trobat en un total de 42 aïllats 
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(20.19 %), seguit de l’ST 284 (7.21 %, n= 15), l’ST 23 (6.25 %, n= 13) i l’ST 37 (5.77 %, n= 

12). La majoria d’STs es van identificar en 1 a 3 aïllats. 

 

Figura 12. Distribució dels STs amb més aïllats segons l’origen d’aquests. 

 

Figura 13. Distribució dels STs amb més aïllats clínics segons l’origen d’adquisició d’aquests. 

 

En el grup d’aïllats clínics, l’ST més abundant era l’ST 23 (13.83 %, n= 13), seguit per 

ST 37 (9.57 %, n= 9), i ST 1 (8.5 %, n= 8). (Figura 12). Els STs més abundants en els 

0

5

10

15

20

25

30

35
1 7 8 2
3

3
7

4
2

4
4

4
8

7
5

8
7

9
2

11
0

14
6

1
8

1

18
7

1
9

3

24
2

28
4

3
6

3

43
6

4
8

4

89
8

11
06

1
1

1
9

15
80

1
5

8
1

15
86

1
5

9
4

N
om

br
e 

d'
aï

lla
ts

ST

Aïllats Clínics

Aïllats Ambientals

0

2

4

6

8

10

12

14

1 8 2
3

3
7

4
2

4
4

4
8

7
5

9
2

1
4

6

1
8

1

1
8

7

1
9

3

2
8

4

3
2

8

4
3

6

4
8

4

1
1

0
6

1
3

6
2

1
5

8
0

1
5

8
1

1
5

8
4

1
5

8
5

1
5

8
6

N
o

m
b

re
 d

'a
ïll

at
s

ST

Aïllats Clínics AC

Aïllats Clínics NOS



Resultats 

 

66 
 

aïllats ambientals eren ST 1 (29.84 %, n= 34), ST 284 (10.52 %, n= 12), ST 181 (4.38 %, 

n= 5) i ST 87 (4.38 %, n= 5).  

Segons el seu origen d’adquisició, el grup d’aïllats clínics AC i NOS variaven en la 

distribució d’STs. Els STs més abundants en els aïllats clínics AC eren ST 23 (18.46 %, n= 

12) i ST 37 (13.84 %, n= 9), mentre que en els aïllats clínics NOS era l’ST 1 (24 %, n= 6) i 

ST 187 (12 %, n =3). (Figura 13). 

 

Taula 4. Índex de Diversitat Hunter-Gaston 

Variable 
Anàlisi 

General 

Aïllats 

Ambientals 

Aïllats  

Clínics 

Aïllats  

Clínics AC 

Aïllats Clínics 

NOS 

‘Fenons’ 
0.972 

(0.961 - 0.983) 

0.949 

(0.925 - 0.973) 

0.975 

(0.962 - 0.988) 

0.963 

(0.940 - 0.987) 

0.967 

(0.942 - 0.992) 

ST 
0.944 

(0.924 - 0.964) 

0.896 

(0.850 - 0.942) 

0.960 

(0.942 - 0.978) 

0.946 

(0.913 - 0.979) 

0.930 

(0.868 - 0.992) 

Dresden 
0.871 

(0.855 - 0.888) 

0.827 

(0.791 - 0.864) 

0.836 

(0.804 - 0.868) 

0.777 

(0.730 - 0.825) 

0.830 

(0.749 - 0.911) 

neuA 
0.845 

(0.824 - 0.865) 

0.817 

(0.777 - 0.857) 

0.819 

(0.775 - 0.864) 

0.758 

(0.686 - 0.829) 

0.893 

(0.844 - 0.943) 

mompS 
0.843 

(0.811 - 0.875) 

0.752 

(0.683 - 0.822) 

0.878 

(0.845 - 0.911) 

0.869 

(0.822 - 0.915) 

0.843 

(0.754 - 0.933) 

mip 
0.815 

(0.789 - 0.841) 

0.789 

(0.743 - 0.834) 

0.830 

(0.792 - 0.868) 

0.808 

(0.748 - 0.868) 

0.833 

(0.752 - 0.915) 

asd 
0.806 

(0.766 - 0.846 ) 

0.692 

(0.609 - 0.776) 

0.860 

(0.836 - 0.885) 

0.859 

(0.830 - 0.887) 

0.783 

(0.675 - 0.892) 

flaA 
0.796 

(0.771 - 0.822) 

0.735 

(0.681 - 0.788) 

0.812 

(0.772 - 0.853) 

0.773 

(0.704 - 0.841) 

0.827 

(0.751 - 0.902) 

pilE 
0.760 

(0.724 - 0.796) 

0.690 

(0.641 - 0.740) 

0.809 

(0.767 - 0.852) 

0.809 

(0.764 - 0.854) 

0.753 

(0.630 - 0.877) 

proA 
0.750 

(0.703 - 0.797) 

0.732 

(0.666 - 0.799) 

0.757 

(0.697 - 0.818) 

0.750 

(0.675 - 0.826) 

0.783 

(0.675 - 0.892) 

En els parèntesis s’indica els intervals de confiança per a cada valor 

 

Amb les dades obtingudes de la tècnica SBT es van calcular les diversitats per a 

cada fragment gènic i pels grups d’aïllats segons el seu origen i la seva adquisició 

(ambientals, clínics, i clínics AC i NOS).  En el conjunt total d’aïllats, el gen amb més 

diversitat era el neuA (0.871 CI: 0.855-0.888), com en el grup d’aïllats ambientals 

(0.817 CI: 0.777-0.857), mentre que al grup d’aïllats clínics era el gen mompS (0.878 CI: 

0.845-0.911). Segons la seva adquisició, el gen amb més diversitat en el grup clínic AC 

continuava essent el gen mompS (0.869 CI: 822-0.915), però en el grup d’aïllats clínics 

NOS era el gen neuA (0.893 CI: 0.844-0.943). Per altra banda, el gen més conservat en 

tot el grup era proA (0.750 CI: 0.703-0.797), en canvi en els aïllats ambientals 
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corresponia al gen pilE (0.690 CI: 0.641-0.740) mentre que en els aïllats clínics 

continuava essent el gen proA (0.757 CI: 0.697-0.818). Els aïllats clínics AC també 

mantenien més conservat el gen proA (0.750 CI: 0.675-0.826), en canvi en els aïllats 

clínics NOS el gen més conservat era pilE (0.753 CI: 0.630-0.877) (Taula 4). 

 

Combinació SBT i Dresden 

 

La combinació de les tècniques SBT i Dresden va resultar en 98 ‘fenons’ diferents 

(ST-Subgrup Dresden) (IOD: 0.972 CI: 0.961-0.983). El ‘fenon’ més abundant era el ST1-

OLDA (12.5 %, n= 26), seguit dels fenons ST1-Oxford (5.77 %, n= 12), ST37-Philadelphia 

(5.77 %, n= 12), ST23-Philadelphia (4.33 %, n= 9) i ST284-OLDA (3.85 %, n=8) (Figura 

14). 

 

Figura 14. Distribució dels ‘Fenons’ més representatius en el grup d’aïllats L. pneumophila analitzats. 

 

Aquesta combinació de tècniques va permetre dividir els aïllats clínics en 51 

‘fenons’ diferents (IOD: 0.975 CI: 0.962-0.988), essent els més abundants els ST37-

Philadelphia (9.57 %, n= 9) i ST23-Philadelphia (9.57 %, n= 9) seguit del ST1-OLDA (5.32 

%, n= 5) (Figura 15). La distribució dels ‘fenons’ entre els aïllats clínics diferia segons la 

seva adquisició: els aïllats clínics AC es dividien en 40 ‘fenons’ diferents (índex de 

diversitat: 0.963 CI: 0.940-0.987) on els més abundants eren ST37-Philadelphia (13.85 

%, n= 9), ST23-Philadelphia (12.31 %, n= 8) i ST23-France/Allentown (6.16 %, n= 4), 
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mentre que els aïllats clínics NOS es dividien en 16 ‘fenons’ (índex de diversitat:  0.967 

CI: 0.942-0.992)  on els més abundants eren ST1-OLDA (12 %, n= 3) i ST187-NS1 (12 %, 

n= 3). 

 

 

Figura 15. Distribució dels ‘Fenons’ més representatius en el grup d’aïllats clínics L. pneumophila. 

 

 

Figura 16. Distribució dels ‘Fenons’ més representatius en el grup d’aïllats ambientals L. pneumophila. 
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Respecte als aïllats ambientals, aquests es van dividir en 52 ‘fenons’ diferents 

(índex de diversitat: 0.949 CI: 0.925-0.973), on els més abundants eren el ST1-OLDA 

(18.42 %, n= 21) i ST1-Oxford (10.52 %, n=12) (Figura 16).  

 

Anàlisis filogenètics de l’SBT 

 

L’anàlisi filogenètic dels aïllats amb els al·lels de l’SBT va classificar els 79 STs 

identificats en 131 complexos clonals i 42 “singletons” (Figura 17). Els complexos 

clonals amb més STs eren el CC1, CC2 i CC3, tots 3 amb 4 STs diferents.  

 

 

Figura 17. Relació entre els 79 STs de L. pneumophila identificats en l’estudi amb eBURST V3. La grandària dels 
punts són proporcionals al nombre d’aïllats identificats en cada ST, les línies negres marquen els complexos clonals 
(CC), els STs de color verd representen els subtipus trobats únicament associats a casos clínics, els STs negres 
representen els subtipus trobats únicament a l’ambient i els STs magenta representen els subtipus trobats tant en 
casos clínics com en l’ambient. 

 

El CC1 estava format per L. pneumophila no-sg 1, dels quals 2 STs estaven 

relacionats sempre amb casos clínics (ST 193 i ST 187), i 2 STs eren exclusivament 

ambientals (ST 242, i ST 1839). Per altra banda, el CC2 estava format per 2 STs  

identificats com a L. pneumophila no-sg 1 i per 2 STs que corresponien a L. 

pneumophila sg 1 subgrup Bellingham, que únicament es trobaven al grup ambiental.  

Els complexos clonals CC7 i CC11 també estaven formats únicament per L. 
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pneumophila no-sg 1. En el cas del complex 7, un dels STs es va trobar únicament 

implicat en casos nosocomials i la resta dels STs d’aquests dos complexos es trobaven 

únicament colonitzant l’ambient. 

El complex clonal que contenia més aïllat era el CC8, en el qual es trobava l’ST 1, 

l’ST amb més proporció d’aïllats, juntament amb l’ST 7 i l’ST 8.  

Respecte als STs més prevalents en el grup clínic (ST 23 i ST 37) es trovaben en dos 

complexos clonals diferents. L’ST 23 es trobava en el CC6 juntament amb dos STs 

només trobats en aïllats clínics, i l’ST 37 va ser situat al CC4 amb un ST només trobat en 

el grup clínic (ST 1579) i un ST només associat a l’ambient (ST 1776). 

 

Objectiu 3. Caracterització proteòmica 

Anàlisi del proteoma 

 

Es va realitzar una comparació de proteomes complets entre aïllats ambientals 

relacionats amb casos clínics (AARC) i aïllats ambientals no relacionats amb casos 

clínics (AANR) que coexistien en el mateix nínxol ecològic. Per fer aquesta comparació 

es va utilitzar la metodologia 2D-DIGE combinada amb espectrometria de masses 

(MALDI-TOF i/o LC-ESI-MS/MS).  

En la figura 18A es mostra una imatge representativa del gel de poliacrilamida. Es 

van observar més de 500 punts, dels quals 63 mostraven diferències estadístiques a 

nivell d’expressió entre els dos grups (Figura 18B). D’aquests, 27 es trobaven 

sobrerepresentats en els aïllats relacionats amb casos clínics i 36 en els aïllats 

ambientals (Figura 19). Els 63 punts van ser escindits del gel per a identificar a quina 

proteïna corresponien per MS. Es van poder identificar correctament (amb una bona 

puntuació) 31 dels punts, els quals corresponien a 23 proteïnes diferents (Taula 5). De 

les 23 proteïnes identificades, 14 corresponien a proteïnes més abundants en els 

AARC, i 8 en els AANR. Una de les proteïnes identificades estava present en ambdós 

grups i localitzada en punts diferents. 
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Figura 18. Gel 2D-DIGE. A) Imatge dels fluoròfors, les tonalitats verdes representen els punts més abundants en els 
aïllats ambientals relacionats amb casos, les tonalitats vermelles els punts més abundants en els aïllats ambientals 
no relacionats amb casos i les tonalitats grogues representen els punts comuns entre els dos aïllats. B) Imatge en 
blanc i negre del gel 2D-DIGE on es marquen els punts estadísticament diferents (p <0.05) entre els aïllats 
ambientals relacionats amb casos i els aïllats ambientals no relacionats. 
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En alguns casos dels punts identificats representaven més d’una proteïna (com per 

exemple el punt 533 on es van identificar 3 proteïnes diferents), ja que aquestes 

proteïnes tenien un punt isoelèctric (pI) i una pes molecular (MW) molt semblant. Per 

altra banda, algunes proteïnes es van identificar en més d’un punt (com la MOMP o la 

aconitat hidratasa), degut a modificacions artificials, modificacions post-traduccionals 

(PTM), per la degradació per proteases o per desaminacions artificials. 

 

 

Figura 19. Clúster jeràrquic dels punts estadísticament diferencials entre els aïllats ambientals relacionats amb 
casos i els aïllats (AARC) ambientals no relacionats (ANRC). 

 

 

Identificació i classificació de proteïnes 

 

Les proteïnes diferencials es van classificar en 5 categories: a) enzims, b)traducció, 

modificació de proteïnes, recanvi de proteïnes i xaperones, c) proteïnes d’estrès, d) 

síntesi de paret, i e) altres.  

El 40 % de les proteïnes identificades corresponien a enzims (Taula 5), els quals es 

trobaven sobrerepresentats en els AARC. Aquests estaven majoritàriament associats 

amb la producció i conversió d’energia, metabolisme de carbohidrats, aminoàcids, 

lípids i metabolisme i transport de nucleòtids. 
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Les proteïnes identificades i classificades com a enzims relacionats amb el cicle de 

l’àcid tricarboxílic (TCA) (malate dehydrogenase (gi|52843165), aconitate hydratase 

(gi|52841918), succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit (gi|52840775)), amb el 

metabolisme de nucleòtids, carbohidrats, lípids i aminoàcids (acyl CoA C-acetyl 

transferase (gi|52842052), cystathionine beta-lyase (gi|52841125), piperidine 6-

carboxylate dehydrigenase (gi|52841581), inosine 5’ monophosphate dehydrogenase 

(gi|52841951)), i amb enzims relacionats amb la producció i conversió d’energia (F0F1 

ATP synthase subunit delta (gi|54295823)) eren més abundants en els AARC. La 

aconitat hidratasa es va trobar en 2 punts (309 i 1332) amb pIs diferents. Aquestes 

dues isoformes de l’enzim corresponen a dos números d’accés diferent en la base de 

dades, i les diferències entre aquestes dues isoformes recau en la composició de 

residus aminoacídics, on 6 de 891 residus són diferents. 

Pel contrari, només la subunitat-α de l’enzim tryptophan synthase  (gi|52841536) i 

l’enzim cytidilate kinase (gi|148358951) van ser identificades com a enzims 

sobrerepresentants en els AANR. 

Les proteïnes relacionades amb la traducció, modificació i recanvi de proteïnes, i 

xaperones es trobaven estadísticament sobrerepresentats en els AARC. Les proteïnes 

que es van identificar van ser elongation factor-TU (gi|52840560), aminopeptidase N 

(gi|52843005) i oligopeptidase  A (gi|52840396). 

Quatre de les 9 proteïnes sobrerepresentades en els AANR estaven associades amb 

proteïnes d’estrès (catalase/(hydro)peroxidase KatG (gi|52840449), global stress 

protein GspA (gi|1084054) i la DnaK supressor protein (gi|52842548), juntament amb 

la subunitat proteolítica de la proteasa ATP-dependent Clp (gi|52842086)). Per altra 

banda, només una de les 15 proteïnes sobrerepresentades en els AARC estava 

associada amb proteïnes d’estrès (shot chain dehydrogenase/reductase family 

oxidoreductase (gi|52840541)). 

En tots dos grups es van identificar proteïnes de síntesi de paret i proteïnes no 

caracteritzades. En el grup dels AARC es van identificar la proteïna MraZ de divisió 

cel·lular (gi|52841148) i la plpl0048 (gi|54292954). En els AANR es van identificar la 

UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine (gi|54295450) i la proteïna hipotètica lpg2867 

(gi|52843062). 

 



 

 
 

Taula 5. Proteïnes diferencials identificades per espectrometria de masses 

 

Nº d’accés 

NCBI 

Nº 

punt 
Nom de la proteïna 

Valor 

estadístic 

(p) 

Ratio 

promig*1
 

Sobre-

representació*2
 

Valors 

teòrics 

pI/MW 

Puntuació 

(score) 

Cobertura 

de seqüència 

Mètode 

d’identificació 
Funció*3

 

gi|3978396 936 
major outer membrane 

protein precursor 
0.0011 2.791 AARC 4.9/32100 64.1 5.9 % MS/MS Altres 

gi|3978396 989 
major outer membrane 

protein precursor 
0.0003 4.018 AARC 5.01/32246 53 3 % MS/MS Altres 

gi|50658045 938 
major outer membrane 

protein 
0.0001 5.395 AARC 6.08/16150 89 48 % MS Altres 

gi|52840396 449 oligopeptidase A 0.0173 1.974 AARC 5.5/78200 237.9 8.7 % MS/MS 
PTM, recanvi 

proteic i xaperona 

gi|52840541 915 

short chain 

dehydrogenase/reductase 

family oxidoreductase 

0.0120 2.156 AARC 8.0/31700 176.4 11.3 % MS/MS 
Proteïna d’estrés, 

Enzim 

gi|52840560 936 elongation factor Tu 0.0011 2.791 AARC 5.1/43200 50.9 3 % MS/MS Traducció, Altres 

gi|52840775 915 
succinate dehydrogenase iron-

sulfur subunit 
0.0120 2.156 AARC 6.2/27400 59.6 4.2 % MS/MS Enzim 

gi|52841125 705 
cystathionine 

beta-lyase 
0.0003 3.483 AARC 6.8/41900 264.9 13.3 % MS/MS Enzim 

gi|52841148 1112 cell division protein MraZ 0.0236 1.692 AARC 5.4/18900 162 17.4 % MS/MS Síntesi de paret 

gi|52841581 533 
piperidine-6-carboxylate 

dehydrogenase 
0.0010 3.095 AARC 6.2/55200 66.7 4 % MS/MS Enzim 

gi|52841918 309 aconitate hydratase 0.0079 2.054 AARC 6.09/98660 121 20 % MS Enzim 

gi|52841951 533 
inosine-5'-monophosphate 

dehydrogenase 
0.0010 3.095 AARC 6.5/52500 90.5 5.1 % MS/MS Enzim 

gi|52842052 705 
acyl CoA 

C-acetyltransferase 
0.0003 3.483 AARC 6.5/41200 188.5 14.7 % MS/MS Enzim 

gi|52843005 341 aminopeptidase N 0.0136 2.954 AARC 5.2/99800 53.3 1.2 % MS/MS 
PTM, recanvi 

proteic i xaperona 

gi|52843165 533 malate dehydrogenase 0.0010 3.095 AARC 6.1/61900 82.6 3.8 % MS/MS Enzim 

gi|54292954 705 hypothetical protein plpl0048 0.0003 3.483 AARC 6.3/38100 53.2 2.6 % MS/MS Altres 



 

 
 

Nº d’accés 

NCBI 

Nº 

punt 
Nom de la proteïna 

Valor 

estadístic 

(p) 

Ratio 

promig*1
 

Sobre-

representació*2
 

Valors 

teòrics 

pI/MW 

Puntuació 

(score) 

Cobertura 

de seqüència 

Mètode 

d’identificació 
Funció*3

 

gi|54295823 1007 
F0F1 ATP synthase subunit 

delta 
0.0067 3.715 AARC 7.5/19900 475.7 43.9 % MS/MS Enzim 

gi|54297608 1332 aconitate hydratase 0.0180 1.623 AARC 6.13/98666 103 18 % MS Enzim 

gi|148358951 1309 cytidylate kinase 0.0111 0.605 AANR 5.97/25608 115 52 % MS Enzim 

gi|3978396 919 
major outer membrane 

protein precursor 
0.0236 0.286 AANR 4.9/32200 85 10 % MS/MS Altres 

gi|3978396 988 
major outer membrane 

protein precursor 
0.0008 0.274 AANR 4.9/32200 67 6 % MS/MS Altres 

gi|50658027 927 
major outer membrane 

protein 
0.0158 0.236 AANR 4.9/32200 108 13 % MS/MS Altres 

gi|52840449 422 
catalase/(hydro)peroxidase 

KatG 
0.0067 0.567 AANR 7.67/82863 50 1 % MS/MS Proteïna d’estrés 

gi|52840449 442 
catalase/(hydro)peroxidase 

KatG 
0.0175 0.668 AANR 7.67/82863 46 1 % MS/MS Proteïna d’estrés 

gi|52841536 893 
tryptophan synthase subunit 

alpha 
0.0037 0.708 AANR 5.35/29900 212.33 18 % MS/MS Enzim 

gi|52842086 993 
ATP-dependent Clp protease 

proteolytic subunit 
0.0278 0.710 AANR 5.56/23931 163 48 % MS 

Proteïna d’estrés ,  

PTM, recanvi 

proteic i xaperona 

gi|52842548 1093 DnaK suppressor protein 0.0458 0.787 AANR 4.99/18511 66 7 % MS/MS Proteïna d’estrés 

gi|52843062 1184 
hypothetical protein 

lpg2867 
0.0263 0.577 AANR 5.89/14942 56 6 % MS/MS Altres 

gi|54295450 831 
UDP-N-

acetylenolpyruvoylglucosamine 
0.0060 0.681 AANR 6.26/33752 86 26 % MS Síntesi de paret 

gi|54298084 1078 
global stress protein 

GspA 
0.0495 0.151 AANR 5.86/18886 92 38 % MS/MS Stress protein 

gi|54298084 1090 
global stress protein 

GspA 
0.0264 0.124 AANR 5.86/18886 84 44 % MS Proteïna d’estrés 

*1
 Ratio correspon al volum normalitzat del punt de la proteïna en els aïllats relacionats amb casos (AARC) respecte el dels aïllats ambientals; *2

 AANR: Aïllats ambientals relacionats amb 

casos; AANR: aïllats ambientals no relacionats; *3  PTM: Modificacions post-traduccionals 
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Finalment, la proteïna major de membrana externa (Major Outer Membrane 

Protein, Momp) va ser identificada en ambdós grups. Aquesta proteïna es va identificar 

en 7 punts diferents amb una distribució “particular” en el 2D-DIGE (Figura 20A). Dels 7 

punts, un d’ells no mostrava diferències estadístiques (937). Utilitzant aquest punt com 

a referència, els tres punts localitzats en la banda més bàsica (938, 936, i 989) es 

trobaven sobrerepresentats en els AARC, mentre que els altres 3 punts localitzats en la 

banda més acídica (919, 927, i 988) estaven sobrerepresentats en els AANR (Figura 

20B). 

 

 

Figura 20. A) Ampliació de l’àrea on s’ha identificat la proteïna MOMP. El punt marcar amb una fletxa blanca era el 
punt identificat com a MOMP no diferencial entre els grups (punt 937), els punts número 938, 936 i 989 eren més 
abundants identificats com MOMP en els aïllats ambientals relacionats amb casos, i els punts número 919, 927 i 988 
eren els punts més abundants identificats com MOMP en els aïllats ambientals no relacionats. B) Representació dels 
volums normalitzats dels punts identificats com MOMP en cada grup d’aïllats. Els asteriscs indiquen diferències 
estadísticament significatives. 

 

qPCR 

 

Per a realitzar la validació de les proteïnes diferencials trobades en el gel 2D-DIGE 

es va valorar l’expressió dels gens en un grup més ampli d’aïllats. Es va analitzar 

l’expressió gènica de 16 proteïnes estadísticament significatives en un grup de 55 

aïllats, dels quals 30 eren AARC i 25 eren AANR. 

Els resultats de les anàlisis de qPCR es mostren a la Taula 6. Cap de les proteïnes 

analitzades a nivell d’expressió d’ARN va mostrar diferències significatives entre els 

dos grups comparats. 
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Taula 6. Resultats de les anàlisis de qPCR 

Gen 

Mitjana 

2ΔCp 

AARC 

Mitjana 

2ΔCp AANR 
p-valor 

Ratio 

d’expressió 

malate dehydrogenase 12668.228 17723.179 0.488 0.714 

aconitate hydratase 4504.189 3576.207 0.319 1.259 

succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit 1858.151 1782.824 0.933 1.042 

F0F1 ATP synthase subunit delta 4533.419 6996.039 0.866 0.648 

acyl CoA C-acetyl transferase 33079.296 21502.020 0.465 1.538 

cystathionine beta-lyase 62858.288 103104.384 0.946 0.610 

inosine 5’monophosphate dehydrogenase 18487.571 15992.807 0.767 1.156 

piperidine 6-carboxylate dehydrogenase 9227.126 14243.533 0.295 0.648 

cell division protein MraZ 3071.501 3280.586 0.265 0.936 

elongation factor-TU 2073.191 2506.680 0.437 0.827 

oligopeptidase A 25747.229 55494.449 0.357 0.463 

aminopeptidase N 11173.802 15511.694 0.723 0.720 

short chain dehydrogenase/reductase family 

oxidoreductase 
9387.737 7304.763 0.636 1.285 

catalase/(hydro)peroxidase KatG 14221.811 21120.831 0.606 0.673 

global stress protein GspA 8650.330 7565.063 0.685 1.143 

lpg2867 3306.946 3663.373 0.298 0.903 

AARC: aïllats ambientals relacionats amb casos; AANR: aïllats ambientals no relacionats amb casos. Ratio 

d’expressió: 2
ΔCp

 AARC/2
ΔCp

 AANR 

 

Assajos Enzimàtics 

 

Com a eina complementaria a l’anàlisi d’expressió gènica es va analitzar l’activitat 

enzimàtica de l’Aconitat hidratasa i la Malat deshidrogenasa per cinètica de reacció. 

No es van trobar diferències d’activitat enzimàtica en Aconitat hidratasa ni en Malat 

deshidrogenasa entre els dos grups d’aïllats. Els resultats obtinguts de l’activitat dels 

enzims en cada grup i el valor estadístic es mostren en la taula 7 i en la figura 21.  
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Figura 21. A) Representació de l’activitat Aconitat hidratasa dels AARC i dels AANR. B) Representació de l’activitat 

Malat deshidrogenasa dels AARC i dels AANR 

 
 
Taula 7. Resultats de les activitats enzimàtiques 

Enzim Activitat en AARC Activitat en AANR p-valor Ratio d’activitat 

Aconitat 

hidratasa 

0.896 

µmols/min/mg 

0.978 

µmols/min/mg 
0.293 0.916 

Malat 

deshidrogenasa 

1616.562 mU/mg 

de proteïna 

1559.925 mU/mg 

de proteïna 
0.588 1.036 

AARC: aïllats ambientals relacionats amb casos; AANR: aïllats ambientals no relacionats amb casos. Ratio d’activitat 

representa la relació entre l’activitat de AARC /Activitat AANR 

 

 

Citopatogenicitat 

 

Es va analitzar la capacitat citopatogènica dels aïllats comparats en l’anàlisi 

proteòmic amb la finalitat de comprovar si el fet d’haver causat infecció en un moment 

puntual era degut a que la seva capacitat patogènica era més elevada que la dels altres 

aïllats que coexistien en el mateix punt. Els resultats obtinguts es van expressar en 

ufc/ml necessàries per produir un efecte citopàtic en el 50% de les cèl·lules 

hostatgeres. En la figura 22 es representen els resultats obtinguts per cada parella 

d’aïllats. No es van trobar diferències significatives en la capacitat patogènica dels 

aïllats analitzats. 
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Figura 22. Representació de l’inòcul bacterià necessari per causar efecte citopàtic en el 50 % de les cèl·lules. 
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Legionella pneumophila es un microorganisme ambiental que provoca malalties en 

humans, sent un patogen important causant de pneumònies. Els sistemes de 

distribució d’aigües i les torres de refrigeració són les principals fonts d’infecció 

implicades en casos i brots de LD. Encara que els recomptes elevats de Legionella 

poden relacionar-se amb casos o brots de legionel·losi, aquest fet no implica 

necessàriament la seva relació causal.  Per tant, els estudis epidemiològics i moleculars 

són necessaris per a establir el vincle entre els aïllats clínics i ambientals. S’han utilitzat 

un gran nombre de mètodes de tipatge per a la identificació i caracterització de 

legionel·la, com els anticossos monoclonals, ribotipatge, AFLP, mètodes basats en PCR, 

SBT i PFGE [169]. Els mètodes discriminatoris de tipatge són necessaris per a la 

determinació de les rutes de transmissió i la identificació de la font d’infecció i no 

només a nivell científic, ja que pot tenir implicacions legals. El PFGE ha sigut la tècnica 

d’elecció (gold standard) fins a la recent introducció l’any 2003 del SBT [153]. 

En la comparació de les tècniques PFGE i SBT, s’observà que aquestes tenien un 

100 % de concordança epidemiològica, permetent identificar i diferenciar l’aïllat 

responsable dels casos entre tots els aïllats ambientals a cada investigació. No obstant 

això, la concordança molecular entre aquestes dues tècniques era del 64 %. L’índex 

Ajustat de Wallace va determinar que la tècnica SBT era predit per la metodologia 

PFGE, però contràriament, l’SBT no era un bon mètode per a la predicció dels perfils 

PFGE. Aquestes discrepàncies van ser detectades en alguns aïllats que presentaven els 

mateix ST a la investigació, però que tenien un patró PFGE diferent. Aquest fenòmen 

també va ser observat en l’ST 505 detectat al Japó el qual presentava dos perfils PFGE 

que difereien en dos fragments de restricció [170]. 

Estudis preliminars van demostrar que el PFGE és un marcador epidemiològic 

discriminatori per al subtipatge de L. pneumophila [141–145], i durant els anys s’han 

descrit diversos protocols per aquesta tècnica [145–148]. La interpretació dels 

resultats del PFGE és un dels aspectes més importants per a la discriminació dels 

aïllats. Degut a que no existeix una norma general per a la discriminació dels patrons 

PFGE, cada laboratori ha d’establir els seus propis criteris per a les investigacions 

epidemiològiques. A l’hora d’intentar establir les relacions epidemiològiques entre els 

aïllats clínics i els ambientals durant una investigació de LD és imprescindible la 

utilització del criteri ‘idèntics’ per a la classificació dels aïllats, com va passar en grans 
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investigacions epidemiològiques a Holanda, Murcia i Mataró [7,11,14,171]. En 

aquestes grans investigacions es van observar patrons PFGE que només diferien d’una 

o dues bandes coexistint en les àrees epidemiològicament relacionades, subrallant la 

importància de la utilització del cirteri idèntics per a la correcta identificació del focus 

d’infecció. 

El PFGE és un mètode basat en l’anàlisi del genoma complet utilitzant una 

endonucleasa de restricció que reconeix una diana específica, veient-se les diferències 

entre aïllats quan succeixen events genètics que alteren els fragments de restricció 

com les modificacions de les dianes per mutacions puntuals o per 

insercions/deleccions de llargues seqüencies d’ADN. Per l’altra banda, l’SBT es basa en 

la seqüenciació de 7 loci donant informació de 3.5 kb d’un total de 3.5 Mb del genoma 

[172–177] i les diferències entre aïllats són degudes al canvi d’una única base de la 

seqüència analitzada. No obstant això, el PFGE era capaç de mostrar més variabilitat 

entre els aïllats. Malgrat això, l’SBT té l’avantatge de ser una tècnica estandarditzada, 

reproduïble i de fàcil intercanvi de resultats entre laboratoris. A més el seu major 

avantatge és que el tipatge dels aïllats clínics pot realitzar-se directament de 

secrecions respiratòries evadint el pas d’aïllament del microorganisme per cultiu [178]. 

Encara que el PFGE és més discriminatori que l’SBT, hi ha alguns problemes pràctics 

en l’aplicació d’aquest mètode en les investigacions de LD. D’entre els problemes 

d’aquesta tècnica trobem la manca de un protocol estandarditzat entre laboratoris, 

diferint entre ells en paràmetres crítics com l’enzim de restricció utilitzat i les 

condicions d’electroforesi utilitzades per a generar els perfils d’ADN, la qual cosa fa 

impossible la comparació de resultats [145,147,148,169]. A més, per poder comparar 

els aïllats ambientals entre ells i discernir entre els responsables del casos és necessari 

la obtenció de l’aïllat clínic com a patró de referència en cada cas, i la limitació d’avui 

dia és que la majoria de diagnòstics de legionel·losis es fan per detecció d’antigen en 

orina o test serològics sense l’aïllament del bacteri [179]. 

Els resultats obtinguts en aquest estudi suggereixen dificultats en l’aplicació de la 

tècnica SBT per a la vigilància epidemiològica i per a la investigació de brots complexes. 

Per tant, s’haurien de buscar altres gens més diversificats en L. pneumophila per tal 

d’avaluar la seva aplicabilitat en l’esquema actual de l’SBT. Tot i la necessitat de nous 

marcadors per a una millor classificació dels aïllats, en comparar aquesta tècnica amb 
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la classificació obtinguda per Seqüenciació del Genoma Complet (Whole Genome 

Sequencing, WGS), els resultats obtinguts van ser molt similars  [180]. Una altra opció 

seria la creació d’una eina per a la diferenciació dels STs amb distribució mundial com 

l’ST 1. Ena quest estudi l’ST 1 va ser responsable de la majoria dels casos 

d’incongruència entre PFGE i SBT. En aquest sentit, el ‘spoligotyping’, un mètode 

utilitzat per a la diferenciació del ST 1 [181], s’hauria d’utilitzar com a mètode 

epidemiològic complementari quan aquest tipus d’ST són els causants dels casos o 

brots. 

Els resultats d’aquest estudi van mostrar que el tipatge per MAb pot reduir el 

nombre d’aïllats a tipar per mètodes moleculars estalviant temps i diners en el procès 

de la cerca del focus d’infecció, ja que en el context d’un brot tots els aïllats amb el 

mateix PFGE o el mateix ST compartien el mateix subgrup de Dresden, encara que no 

seria una tècnica útil per si mateixa per a la identificació correcte del focus d’infecció, 

ja que diferents perfils de PFGE o STs poden presentar el mateix subgrup de Dresden. 

En aquest objectiu s’ha establert la congruència entre aquests dos mètodes, juntament 

amb el tipatge per anticossos del Panell de Dresden, per intentar comprendre 

l’aplicabilitat d’aquestes tècniques en les investigacions de LD. S’ha observat que tot i 

que totes dues tècniques moleculars són aplicables en la investigació de legionel·losis, 

la tècnica PFGE mostrava un poder discriminatori més elevat per a la classificació dels 

aïllats de Legionella pneumophila. L’existència d’STs amb diferents perfils PFGE dins 

d’un mateix context de brot suggereix la necessitat de trobar nous marcadors o 

tècniques complementàries a l’SBT en l’estudi de brots per tal de millorar els resultats. 

Per tant, la tècnica SBT per si mateixa no seria una prova suficientment discriminatòria 

per alguns STs. Per poder determinar la importància de la tècnica SBT en la nostra 

àrea, és important conèixer la distribució d’STs dels aïllats de Legionella i comprovar si 

existeixen diferències segons si són d’origen clínic o ambiental.  

En l’estudi de distribució i diversitat de poblacions la reacció positiva en front a 

l’anticòs MAb 3/1 (o MAb 2 en el panel de Jolly [132]) dels aïllats de L. pneumophila 

serogrup 1 ha estat relacionada amb la majoria dels aïllats responsables de brots de la 

comunitat [134]. Per tant és important comprendre la distribució dels aïllats MAb 3/1 

positius en l’ambient per intententar entendre com és d’important aquest epítop en la 

virulència d’aquests bacteris. La proporció d’aïllats positius pel MAb 3/1  en aquest 
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estudi és consistent amb estudis previs a on el 79.6 %, el 96.6 % i el 63.6 % dels aïllats 

clínics eren positius per aquest anticòs, mentre que els aïllats ambientals només 

presentaven aquest epítop un 12.8 %, 8.3 % i 17.1 % al Regne Unit, Anglaterra-Gal·les i 

Canadà, respectivament [182–184].  

Segons la seva adquisició, la majoria d’aïllats clínics de la comunitat (89.23 %) 

expressaven aquest epítop, mentre que només el 29.17 % dels nosocomials eren 

positius. Aquest fenomen també es va observar en estudis previs [134,184,185], i es va 

suggerir que la distribució de subgrups nosocomials estava atribuïda a la colonització 

ambiental dels sistemes d’aigua i no a les diferències en la virulència dels aïllats [134], 

ja que els casos nosocomials estan més relacionats amb pacients amb factors de risc 

acumulats per patir aquesta infecció, que no el bacteri en qüestió. Una hipòtesi 

alternativa a aquest efecte podria ser degut al infradiagnòstic de les legionel·losis 

causades per aïllats MAb 3/1 negatius, ja que els test actuals de diagnòstic per a 

pneumònies comunitàries es basen primerament en detecció d’antigen en orina, el 

qual és menys sensible per aquests aïllats [186,187]. 

Es van identificar un total de 79 STs, i només 9 STs d’ells eren compartits entre el 

grups associat i no associat a casos de legionel·losis, mostrant una diferència de 

distribució d’STs segons el grup al que pertanyien [188,189]. Els índex de diversitat del 

grup associat a casos clínics era superior que al grup no associat a casos clínics, 

comportament similar als dels altres estudis de regions entre 10 i 100 vegades més 

grans, on la diversitat dels aïllats clínics és més alta que la dels aïllats ambientals 

[184,190,191]. 

A més de diferències a nivell d’STs, el grup clínic i ambiental mostraven diversitats 

al·lèliques diferents pels gens analitzats per SBT. Tot i això, en analitzar indendenment 

els aïllats clínics AC i NOS, els STs clínics NOS mostraven una distribució similar als 

aïllats ambientals a nivell d’ST, ‘fenon’ i de patró de diversitat gènica, donant suport a 

la hipòtesi de que la incidència dels aïllats nosocomials està atribuïda al grau de 

colonització en els sistemes de distribució d’aigua i a la susceptibilitat dels pacients i no 

als trets que augmenten la virulència. 

El IOD dels aïllats ambientals era de 0.896, comparable a altres regions més grans 

com Regne Unit, Estats Units i Canadà [183,184,190]. Segons estudis de diversitat d’STs 

en ambients artificials i naturals, els ambients artificials tenen tendència a una 
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diversitat bastant més baixa (en torres de refrigeració d’un estudi al Japó la IOD era de 

0.448 [192], i en un estudi en Estats Units d’aigua potable i no potable era de 0.615 i 

0.787 respectivament [191]), en canvi, tot i que els aïllats ambientals recollits en aquest 

estudi provenen d’ambients artificials, la diversitat trobada és més alta que en la dels 

estudis anteriors d’ambients artificials. 

L’ST més prevalent entre els aïllats era l’ST 1. Aquest ST està distribuït arreu del 

món [184,185,192–195], i és l’ST més representatiu (13 %) de les entrades a la base de 

dades EWGLI (web). La representació d’aquest ST en els aïllats clínics era del 8.5 %, 

essent la majora d’aïllats de procedència nosocomial. A Estats Units l’ST 1 es va 

assumir com a un ST poc virulent, ja que només va ser aïllat de fonts ambientals i mai 

es va trobar implicat en casos clínics [191]. El fet de que aquest ST estigui en el nostre 

estudi implicat en casos nosocomials afavoriria la hipòtesi de que l’ST 1 té una baixa 

virulència. A més seria un ST molt ben adaptat a l’ambient, i només causaria malaltia 

en hostatgers amb factors de risc acumulats, com és el cas de les infeccions 

nosocomials. 

La majoria dels ST 1 identificats en aquest estudi eren MAb 3/1 negatius, Oxford i 

OLDA com en la majoria d’estudis [190,192], a excepció de dos aïllats, els quals eren 

MAb 3/1 positius identificats com a Philadelphia. Aquests dos últims aïllats estaven 

implicats en dos casos nosocomials de legionel·losis. Els aïllats ambientals identificats 

com ST 1 no relacionats amb casos eren MAb 3/1 negatius. Aquest fet suportaria la 

teoria de Amemura-Maekawa et al, on suggerien que l’epítop MAb 3/1 pot ser 

fàcilment guanyat o perdut durant l’adaptació als ambients, on no hi ha pressió per 

retenir la patogenicitat [192]. És molt probable que la pèrdua d’aquest epítop 

incrementi el seva capacitat d’adaptació a l’ambient reduint la seva habilitat d’infectar. 

Per aquesta raó, aquest ST, i la resta d’STs que només es troben colonitzant l’ambient 

serien majoritàriament negatius per aquest anticòs.  

Pel que fa als STs clínics, els més abundants, eren l’ST 23 i ST 37. L’ST 37 està molt 

relacionat amb els ST 36 i ST 35, els quals han causat nombrosos brots tant a Europa 

com Estats Units [191]. Harrison et al van suggerir que aquests tres STs corresponen a 

un grup d’STs amb una habilitat incrementada per causar legionel·losis [196]. L’ST 37 va 

ser trobat tant en aïllats clínics com en l’ambient sense causar malaltia. En les anàlisis 

filogenètiques, l’ST 37 quedava situat en el complex clonal 4 (CC4), amb l’ST 1579, el 
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qual només s’ha trobat relacionat amb casos i amb l’ST 1776, el qual s’ha trobat  com a 

colonitzador de l’ambient. La diferència entre aquests era en el gen asd respecte al ST 

clínic i el neuA respecte l’ST ambiental, veient-se lligat amb les diferències de 

diversitats entre gens trobades a cada grup (neuA  era el gen amb més variabilitat en 

els aïllats ambientals i asd  era el segon gen més variable en els aïllats clínics). L’ST 37 

va causar un dels brot a Catalunya amb molts afectats [14], i va ser el responsable del 

brot de legionel·losis amb més afectats fins ara descrit (brot de Murcia) [11]. A més de 

ser el causant del brot de 1979 a Filadèlfia [190]. Tots els aïllats ST 37 eren positius pel 

MAb 3/1 i eren subgrup Philadelphia. En canvi l’ST 23, l’ST més prevalent del grup 

d’aïllats clínics, eren positius pel MAb 3/1, però estava associat a diferents subgrups . 

L’ST 23 és un dels STs que més casos ha provocat a França, juntament amb l’ST 1 i ST47 

[197], i com passa en el nostre estudi, rarament és aïllat de l’ambient. En realitzar 

l’anàlisi filogenètic, aquest ST formava el CC6 amb l’ST 1012 i l’ST 1574, els quals 

tampoc es van trobar a l’ambient. És molt probable que aquests STs tinguin una gran 

capacitat de virulència però que la seva capacitat de persistir en l’ambient durant molt 

de temps estigui disminuïda. 

Els STs més abundants a l’ambient, a més de l’ST1 eren l’ST 284 i ST 181, i ST 87. Els 

dos primers es trobaven com a “singletons” en l’anàlisi filogenètic, i van ser identificats 

tant en el grup clínic com en l’ambient sense causar casos. Únicament l’ST 87 va ser 

aïllat només de l’ambient, formant part del CC8 amb l’ST 1836, el qual també es va 

aïllar només de l’ambient i l’ST 1362, que només es va trobar associat a casos clínics. 

En comparar els STs més abundants amb altres estudis, les distribucions dels STs són 

diferents, a excepció de l’ST 1, posant de manifest que la colonització ambiental és 

molt més heterogènia entre les regions que els STs vinculats amb la malaltia.  

Una de les limitacions d’aquest estudi poblacional, és la metodologia de selecció 

dels aïllats ambientals. Aquests provenien d’estudis epidemiològics enfocats a la cerca 

dels focus d’infecció que podrien estar relacionats amb un cas o brot. Per tant, a la 

majoria de casos només es van seleccionar els aïllats identificats com a Legionella 

pneumophila, eliminant la resta d’espècies de Legionella, i moltes vegades aquesta 

selecció també era a favor del serogrup 1, excloent la resta de serogrups i per tant la 

diversitat ambiental d’aquest estudi estaria  relacionada amb la diversitat en l’ambient 

de L. pneumophila serogrup 1. A més, la selecció d’ambients no és representatiu de 
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tota l’àrea inicialment definida, ja que la majoria de casos i fonts ambientals 

seleccionades provenen de la costa central de la regió, i no de manera equitativa a la 

resta de localitzacions. Per tant, els resultats de diversitat ambiental potser no es 

podrien extrapolar a tots els ambients aquàtics artificials de Catalunya, ja que seria una 

petita representació de zones concretes, sobretot de l’Àrea Metropolitana de 

Barcelona. 

En aquest objectiu hem pogut establir les diferències en la distribució d’STs i 

subgrups de Dresden entre els aïllats ambientals i clínics. A més també es va observar 

que els aïllats clínics només es troben puntualment en l’ambient, ja que només 9 dels 

43 STs clínics es van trobar com a colonitzadors ambientals sense causar malaltia en 

aquell moment. Aquest fenòmen podria ser degut a diferents factors com que 

l’increment de la virulència del bacteri desfavoreix la seva estabilitat en l’ambient, 

reflectit en la presència/absència de l’epitop MAb 3/1. Per altra banda, la capacitat 

d’ifectar dels aïllats nosocomials estaria més relacionada a factors externs a la seva 

pròpia virulència, com per exemple la susceptibilitat de l’hostatger i la seva abundància 

en l’ambient. 

Com s’ha descrit anteriorment, la distribució de genotips associats a soques 

clíniques és diferent de la distribució de soques ambientals. Aquest és el primer estudi 

de descripció de proteomes diferencials entre aïllats ambientals relacionats amb casos 

i aïllats ambientals no relacionats utilitzant la tècnica 2D-DIGE combinada amb 

espectrometria de masses (MALDI-TOF o LC-ESI-MS/MS). L’anàlisi global va mostrar 

que d’entre 500 punts només 63 presentaven expressió diferencial entre els dos grups. 

Les proteïnes identificades es van classificar en 5 categories. La categoria d’enzims va 

ser la més freqüentment identificada, especialment aquells enzims relacionats amb el 

TCA, catabolisme i anabolisme, i aquest es trobaven sobrerepresentades en els aïllats 

ambientals relacionats amb casos. La comparació proteòmica es va realitzar amb 

cultius en fase post-exponencial, ja que és en aquesta fase on s’expressen més factors 

de virulència en cultiu in vitro [103,198]. 

Legionel·la utilitza sucres i lípids com a font d’energia en la fase post-exponencial o 

dins de la cèl·lula hostatgera quan els aminoàcids són escassos [103,199]. A més el cicle 

del TCA està involucrat en la producció de poli-hidroxibutirat (PHB), un compost 

d’emmagatzematge d’energia bacterià [199]. Per altra banda, els enzims relacionats 
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amb el TCA tenen funció de captació de ‘metalls’, ja que molts d’ells tenen un grup de 

Fe-S (com l’Aconitat hidratasa i la Succiant deshidrogenasa). Els aïllats relacionats amb 

casos van presentar alts nivells de proteïnes involucrades en aquestes vies, d’aquesta 

manera són capaces d’explotar millor els recursos in vitro. Aquest fenomen podria 

ocórrer en els ambients aquàtics artificials, com en les torres de refrigeració, on els 

nutrients són limitats, i el bacteri necessita maximitzar el seu ús, per tal de poder 

persistir durant llarg períodes en l’ambient. 

El grup d’aïllats relacionats amb els pacients també va presentar alts nivells 

d’enzims catabòlics i anabòlics. La presència d’aquest grup d’enzims en aquests aïllats 

podria estar relacionada amb una taxa de creixement més elevada que es podria 

relacionar amb estudis previs on els aïllats responsables d’un brot es troben més 

abundants en l’ambient [200]. Tot i trobar més enzims catabòlics i anabòlics en el grup 

d’aïllats relacionats amb casos, en l’altre grup es va trobar sobrerepresentada la 

proteïna trpA. La reacció fisiològica per a la producció de triptòfan és metabòlicament 

cara [201], la qual cosa no és consistent amb els baixos nivells de proteïnes 

relacionades amb la producció d’energia comparat amb els grup d’aïllats relacionats 

amb casos. 

La categoria de proteïnes relacionades amb la traducció, modificació, recanvi de 

proteïnes i xaperona es va trobar sobrerepresentada en els aïllats relacionats amb 

casos. Legionella no és capaç de sintetitzar alguns aminoàcids [199], per tant el bacteri 

necessita maximitzar l’ús d’aquests en l’ambient. La presència de proteïnes 

relacionades amb l’escissió de pèptids permet la reutilització dels aminoàcids quan 

aquests són escassos en el medi de cultiu o ambient. Per tant, els aïllats relacionats 

amb casos serien més hàbils en la producció de noves proteïnes i en el canvi 

d’expressió de proteïnes per adaptar-se a noves condicions. Una proteïna interessant 

trobada en sobrerepresentació en el grup d’aïllats relacionats amb casos és la EF-Tu. El 

seu paper principal és la síntesi de proteïnes, tot i que també s’ha vist que pot estar 

implicada en altres funcions. Per exemple, en E. coli la proteïna EF-Tu té activitat 

xaperona i osmoprotector [201,202]; i en Mycoplasma pneumonia actua com a factor 

d’adhesió [203,204]. La proteïna no té una localització específica en el citoplasma, 

trobant-se associada a proteïnes de membrana en Lactobacillus o exposada en la 

superfície en Mycobacterium leprae i E. coli [204,205]. Es necessiten estudis més 
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focalitzats en L. pneumophila per comprendre el paper d’aquesta proteïna i determinar 

quins avantatges podria representar la sobreexpressió d’aquesta. 

En el grup d’aïllats ambientals no relacionats, més del 40 % de les proteïnes 

identificades estaven associades amb estrès (KatG, GspA, DnaK supressor protein i 

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit). Aquestes proteïnes s’indueixen 

durant molts tipus d’estrès com per exemple en presència de peròxid d’hidrogen, xoc 

tèrmic o en resposta a la formació de cossos d’inclusió [206]. En aquest estudi, els 

cultius es van realitzar en les mateixes condicions i es van recollir tots els aïllats en la 

mateixa fase de creixement, per tant, l’expressió d’aquestes proteïnes no està 

relacionada amb un xoc tèrmic o una fase de creixement diferent. Durant les 

condicions d’estrès, els bacteris sobreviuen per una resposta de persistència o de 

resistència [207], per aquesta raó, per tal de fer front a les mateixes condicions, cada 

grup d’aïllats activa diferents vies de regulació d’estrès [208]. 

En tots dos grups d’aïllats es van identificar proteïnes hipotètiques. En el grup 

d’aïllats relacionats amb casos es va identificar la proteïna plpl0048. Aquesta proteïna 

està relacionada amb el sistema CRISPR/Cas associat a la proteïna Csy3 de la 

superfamília RAMP, que compren un sistema de defensa heretable contra bacteriòfags 

i altres elements estranys d’ADN. L’adquisició d’aquests gens podria explicar la 

persistència en l’ambient dels aïllats relacionats amb casos, mentre que els aïllats no 

relacionats amb malaltia apareixen i desapareixen durant el temps [209–211]. 

En el grup d’aïllats no relacionats amb casos es va identificar la proteïna lpg2867, 

relacionada amb la degradació de xenobiòtics. Les proteïnes que pertanyen a aquesta 

via s’expressen en presència d’aquests compostos xenobiòtics, que moltes vegades 

estan produïts pel propi microorganisme [212]. Aquests compostos poden interceptar 

el creixement i l’estabilitat del bacteri, provocant una diferenciació prematura [213], i 

una disminució de la capacitat de persistència en l’ambient. 

Finalment, la proteïna MOMP es va trobar com a proteïna diferencial en ambdós 

grups. La membrana externa dels bacteris gram-negatius té un paper molt important 

en l’adaptació a l’ambient. Les proteïnes de membrana externa (OMPs) i les 

lipoproteïnes assumeixen aquest paper amb la capacitat de donar estructura i 

estabilitat a la membrana, per l’activitat passiva i activa de transport d’ions, senyals de 

transducció, defensa i catàlisi [214]. La proteïna MOMP és la proteïna de membrana 
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més abundant sintetitzada per L. pneumophila [215]. Aquesta proteïna és una porina 

que forma canals d’ions [98,215]. La proteïna MOMP està implicada en la patogènesis, 

intervenint en la fagocitosi per unió al component C3 de complement i als receptors 

dels monòcits CR1 i CR3. També pot ajudar a la fagocitosi en absència de complement 

[215,216]. En aquest estudi, la proteïna MOMP ha sigut identificada en els punts del 

2D-DIGE amb una distribució ‘característica’, suggerint la presència de modificacions 

post-traduccionals (PTM). Desafortunadament, no vam ser capaços de caracteritzar les 

modificacions d’aquesta proteïna. Curiosament s’ha descrit la glicosilació de la 

proteïna MOMP en S. flexneri i suggerida en C. trachomatis i aquestes glicosilacions 

s’han relacionat amb trets de virulència [217,218]. Es precisen estudis més exhaustius 

sobre les PTM per a determinar quins canvis provoca en pI i MW i per a determinar les 

funcions de les proteïnes modificades.  

Es necessiten investigacions més extenses per a la determinació dels canvis de pI i 

MW que provoquen les PTM i per a la seva identificació i caracterització de les 

modificacions de l’activitat proteica, amb interès particular en les proteïnes de 

membrana externa, ja que són aquestes les que podran donar més informació sobre la 

virulència, la identificació de noves dianes terapèutiques o desinfectants per a la 

prevenció de la estimulació de creixement i disseminació de Legionella, a més de la 

identificació de les soques més rellevants associades a malaltia. Aquests marcadors 

podrien ser inclosos en els criteris de prevenció de salut pública, fent que siguin més 

efectives i econòmiques les desinfeccions recurrents innecessàries. 

En aquest estudi s’ha intentat correlacionar el perfils proteics diferencials amb els 

fenotips causants de malaltia, però ha sigut una tasca complicada principalment per la 

heterogeneïtat genètica intra-grup i inter-grup. Una fracció d’aquesta variabilitat 

segurament no estava relacionada amb les diferències en la virulència, sinó amb 

l’aptitud de sobreviure en l’ambient. A més, la selecció del petit nombre d’aïllats en 

l’estudi limita la extrapolació dels resultats, els quals no poden ser validat en un grup 

més gran per l’absència d’anticossos disponibles, i la manca de correlació entre les 

proteïnes trobades i els anàlisis transcriptòmics [219], com s’ha pogut comprovar en els 

anàlisis de qPCR. A més, el nombre de punts no identificats (ja sigui per una baixa 

concentració de proteïnes, soroll de fons en l’espectre MS, o pels artefactes artificials 

produïts en el 2D-DIGE) pot dificultar la comprensió de l’estudi comparatiu. No 
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obstant, la proteòmica basada en gel és una eina potent per a la obtenció d’informació 

entre grups i és capaç d’identificar les proteïnes associades al metabolisme i estrès. 

L’adaptació bacteriana a l’ambient és clau en la supervivència, i aquest fenomen 

podria ser degut a petites modificacions que fan més fort a l’organisme en algunes 

situacions. Aquestes modificacions poden diferir entre grups i tenir el mateix efecte en 

una situació concreta, però també poden tenir una funció diferent en altres ambients 

estimulant o inhibint alguns processos. En el nostre cas, s’ha pogut comprovar que la 

capacitat citopatogènica dels aïllats ambientals no relacionats amb casos i la dels aïllats 

ambientals relacionats amb casos no presenta diferències significatives. Aquest fet 

està en acord amb que l’habilitat per infectar humans no contribueix a la selecció 

evolutiva de legionel·la, degut a que és un patogen humà oportunista, i no es transmet 

persona a persona. En comptes d’això, la selecció evolutiva podria resultar de les 

pressions del nínxol ecològic o dels protozous hostatger de legionel·la [190]. Per tant, la 

capacitat de produir infecció en humans estaria més relacionada amb la seva presència 

en l’ambient i la supervivència en els aerosols per a la seva transmissió que amb la 

seva capacitat citopatogènica. 
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Dels resultats obtinguts en aquests estudis s’extreuen les següents conclusions: 

Objectiu 1. Comparació de mètodes de tipatge en brots 

 

 Les tècniques PFGE i SBT tenen gran capacitat discriminatòria per ser aplicades 

en la investigació dels brots per a la cerca del focus d’infecció. 

 La tècnica PFGE té un poder discriminatori més elevat per a l’estudi de la 

variabilitat entre els aïllats de Legionella. 

 La tècnica SBT necessitaria trobar nous marcadors per poder millorar la 

capacitat discriminatòria i diferenciar aquells STs iguals que mostren perfils 

PFGE diferents. 

 

Objectiu 2. Anàlisis de diversitat de poblacions 

 

 La diversitat d’STs entre les poblacions d’aïllats clínics i ambientals d’una regió 

petita és molt similar a les diversitats d’STs de regions molt més grans (de 32 

000 km2 a 200 000-9 984 000 km2). 

 Existeixen diferències de distribucions d’STs i ‘fenons’ entre els aïllats clínics i 

ambientals. 

 La majoria d’aïllats clínics presenten l’epítop relacionat amb la virulència MAb 

3/1, mentre que els aïllats ambientals són majoritàriament negatius, reflectint 

que la pèrdua d’aquest epítop augmenta el seu rendiment a l’ambient, tot i que 

disminuiria la virulència dels aïllats.  

 Els ‘fenons’ ST23-Philadelphia i ST37-Philadelfia són els més predominants 

entre els causants de casos de legionel·losis en aquesta regió, suggerint una 

major virulència. 

 Els aïllats clínics nosocomials presenten un patró de diversitat d’al·lels i 

reactivitat en front dels anticossos monoclonals de Dresden similar als aïllats 

ambientals, posant de manifest que el factor de risc bacterià en casos 

nosocomials estaria relacionat amb el grau de colonització dels sistemes de 

distribució d’aigua i no a la virulència del bacteri. 
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Objectiu 3. Caracterització proteòmica 

 

 Els aïllats relacionats amb casos mostraven un increment en la producció 

d’enzims relacionats amb el metabolisme per a la generació d’energia i nous 

precursors per incrementar la taxa de creixement.  

 Els aïllats ambientals no relacionats amb casos presentaven un patró d’estrès, 

amb un increment de factors de transcripció pel canvi d’expressió de proteïnes 

per a la protecció contra l’estrès oxidatiu i parada del creixement bacterià.  

 La resistència a bacteriòfags i altres elements genètics mòbils a través del 

sistema CRISPR/Cas proporciona una resistència més alta en l’ambient. 

 Les modificacions post-traduccionals podrien provocar canvis en l’adaptació a 

l’ambient i en la capacitat de virulència dels aïllats. 
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la acceptació en el grup d’investigació en el que estic. Els meus directors de tesis, el 

Dr. Miquel Sabrià i la Dra. Marian Garcia, van fer possible la meva estada aquí, ajudant-
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me durant tots aquests anys en la recerca.  
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per fer de suport. Elles, Vanessa, Marina, i Noemí, van començar sent companyes i van 

acabar convertint-se en amigues amb les he compartit grans moments. Començant 

pels descansos o breaks de mig matí o mitja tarda, al solete torrant-nos una miqueta 

per dissimular les hores de laboratori sense que ens toqués l’aire i acabant per les 

sortides inesborrables, com a Madrid i ‘las comilonas’ o el gran ambient de 

Malgrat, els berenars de divendres, i totes les sortides i dinars i experiències que ens 

queden per viure juntes. Vosaltres em vàreu donar les forces per continuar amb tot 

això en els moments de declivi. 

I com no, no m’oblido dels inicis amb l’Eugeni i el Raül, de la Jovita, l’Alba, la 

Lucia... tots vosaltres que als inicis, sense saber gaire de mi em vau convidar a les 

vostres sortides i vàreu fer sentir com una més de vosaltres. Sou increïbles, i sempre 

estareu en la meva memòria. Això sí, espero continuar repetint sopars, sortides i bons 

moments amb tots vosaltres. 

A banda de les grans persones de la feina, també he d’agrair a persones externes 

al laboratori pel seu suport, per aguantar els moments de desesperació i tontuna 

després de laboratori. A tu, Laia, per acompanyar-me quan ho he necessitat. I a Irene i 

Tania, que encara que en menys mesura, també heu aguantat alguns moments d’

histèria. 

En definitiva, són moltes les persones que han passat per la meva vida, i que l’

han fet més agradable, com en aquesta última temporada els estudiants que han 

arribat al nostre grup. Tots tres, sense saber-ho han fet aquesta temporada més 

agradable.  

Sé que hi ha moltes més persones a les que he d’agrair, i cada cop que hi penso 

apareixen més, i això seria un no acabar mai. Encara que no surtin aquí referències 

vostres, no m’oblido de vosaltres, cada dia em venen records diferents de tothom 
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