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1. Introduccion.
El género Legionella, y la especie L. pneumophila, fue inicialmente descubierto por su
asociacion a un brote de neumonia que tuvo lugar durante la convencion de la Legion
americana celebrada en el verano de 1976 en un hotel de Filadelfia (Pensilvania). Se produjeron
221 casos, 34 de ellos con un desenlace fatal. Por esta razon, la enfermedad recibe el nombre

de legionelosis o enfermedad de los legionarios.

Se llevo a cabo una intensa busqueda sobre la posible causa, descartandose que fuera causada
por metales pesados (se analizaron mas de 30) y se testd la presencia de 77 patdgenos
conocidos. Tampoco se consiguid crecer ningiin microorganismo en los medios de crecimiento
convencionales de microorganismos o en las células hospedadoras tipicamente empleadas para
la multiplicacién de virus. Finalmente, el investigador Joseph McDade y sus colaboradores
fueron capaces de identificar un microorganismo en cobayas que habian sido expuestas a tejido
pulmonar de pacientes; se trataba de un nuevo género de bacterias que fue bautizado como
Legionella. Al ponerse a punto métodos de cultivo, y el organismo pudo ser aislado, se
pudieron desarrollar métodos de diagnostico, lo que permitid hacer estudios retrospectivos
sobre muestras histologicas de pacientes que habian mostrado sintomas clinicos de pneumonia.
Asi se pudo demostrar la presencia del microorganismo en muestras hasta de 1947. Y estudios
serologicos pudieron identificar este organismo como responsable de un brote febril (no
pneumonico) que ocurrié en 1965 en la ciudad de Pontiac que afect6 a 144 personas, aunque
ninguna murid. Esta observacion llevo a distinguir dos procesos clinico-patologicos en la
legionelosis: la fiebre Pontiac (un proceso agudo, autolimitado, con sintomas similares a una

gripe) y la legionelosis pneumonica.

No obstante, se piensa que la legionelosis ha emergido como una enfermedad
importante en la segunda mitad del siglo XX como consecuencia, en parte, de las alteraciones
del entorno producidas por el hombre. Con relativa frecuencia, se producen brotes de
enfermedad en poblaciones localizadas. Por ejemplo, en 2002, en la ciudad de Murcia se
detect6 un brote que afectd a 750 personas, se sospecho que la fuerte de la infeccion era una

torre de refrigeracion. Afortunadamente, solo se produjo un fallecimiento.

La incidencia anual de legionelosis es de 1-2 casos por 100.000 personas, aunque se

observa una tendencia al aumento de casos en los Gltimos afios.

La identificacion de Legionella pneumophila abri6 el camino para la caracterizacion de

unas 50 especies dentro del género Legionella, de las que 24 de ellas se han asociado a procesos
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patologicos en humanos (figura 1). Si bien, alrededor del 90% de los casos de legionelosis son
causados por L. pneumophila. En Australia y Nueva Zelanda, el 50% de los casos de
legionelosis son producidos por la especie Legionella longbeacheae, que se encuentra en
grandes cantidades en el estiércol que se utiliza para abonar la tierra, afectando principalmente

a las personas (jardineros y agricultores) que se encargan de estas labores.
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Figura 1. Arbol filogenético de 41 especies de Legionella. Para cada una de ellas se representa en azul el tamafio
del genoma, en lila el nimero de ORFs, en rojo el numero de efectores y en naranja el nimero de efectores tinicos.
Sacada de Burstein et al. (2015)

Es una bacteria Gram-negativa, que tiene unos requerimientos nutricionales muy
complejos, incluyendo un inusualmente alto requerimiento de hierro. Legionella esta presente
en bajo niumero en lagos, rios y suelos, formando parte de los ecosistemas microbianos
naturales (figura 2). Es relativamente resistente al calor (puede resistir temperaturas de hasta
80 °C) y a la cloracién y, por ello, también se puede distribuir a través de los sistemas de
abastecimiento de aguas. Se encuentra con frecuencia en grandes cantidades en torres de
refrigeracion y condensadores de evaporacion de los grandes sistemas de aire acondicionado.
Esto explica que la mayoria de los brotes han ocurrido en grandes edificios o sus alrededores
como hoteles, fabricas y hospitales, que cuentan con enormes sistemas de refrigeracion. Estos
sistemas producen gotas de agua contaminada que son inhaladas por las personas que pasan
por las proximidades. En resumen, es un patégeno que se transmite por el agua, normalmente

en aerosoles mas que por el agua de bebida o de recreo.



Py 1. Legionella spp.

en agua natural x
2. Distribucion

7

g
J
b

)
1)
i

Tierra contaminada

—

3. Colonizacion
gl

> =~
’ S. Aerosolizacion ~
|4 Al

fit piit

6. Exposicion humana

~ -
fay &
7a. Enfermedad 70. Fiebre de 7¢. No infeccion/
de los legionarios Pontiac Asintomatico
= Establecido i Maz susceptibic
» Establocido (agua) Ktwad Se¥ionows
——» Establecdo (bera) Maiict suscioliis

huesped de bajo nesgo
<<<<< » No establecido (tiera

Figura 2. Ruta de diseminacion de Legionella desde aguas naturales hasta el desarrollo de la enfermedad
del legionario y/o la fiebre de Pontiac. La Legionella procedente de fuentes de agua dulce (1) se distribuye en
bajas concentraciones desde los puntos de purificacion del agua (2), colonizando las redes locales de fontaneria y
los sistemas de refrigeracion, entre otros lugares (3), y se amplifica bajo condiciones ambientales favorables (4).
La posterior aerosolizacién (5) expone a la poblacion humana, que puede incluir individuos con mayor
susceptibilidad (6), lo que da lugar a un posible espectro de enfermedades. Las personas mas susceptibles (por
edad o condiciones médicas subyacentes) tienen un mayor riesgo de enfermedad del legionario que aquellas menos
susceptibles, y ambos grupos estan en riesgo de padecer fiebre de Pontiac. La via de la enfermedad del legionario
causada por suelo contaminado se comprende menos, pero también parece deberse a la exposicion a aerosoles.
Imagen creada con BioRender, a partir de Mercante & Winchell et al. (2015)

El agua es el mayor reservorio de Legionella y la bacteria se encuentra en sitios con
agua fresca de todo el mundo. En la naturaleza, Legionella se encuentra con frecuencia como
parasito de protozoarios, entre ellos numerosas especies de amebas que parecen ser el
reservorio ambiental. También puede encontrarse asociado con “biofilms” (biopeliculas). Asi,
se piensa que Legionella sobrevive dentro de biofilms en los sistemas de agua de los edificios.
Su replicacion en este habitat depende de la presencia de protozoos “comedores de bacterias”,

pues no parece tener la capacidad de replicarse de forma extracelular.

La infeccion en humanos se produce a través de gotitas de aerosoles en el aire. L.

pneumophila no se transmite de persona a persona (solo se ha reportado un caso de transmision



entre personas) y, en consecuencia, se considera sélo un patdogeno oportunista de humanos.
Multiples brotes de legionelosis tienden a ocurrir en los Gltimos meses del verano, cuando los
aparatos de aire acondicionado son extensivamente empleados. Logicamente, las personas que
se encargan de mantener los sistemas de refrigeracion en edificios tienen un riesgo aumentado
de adquirir esta infeccion. También, aunque menos frecuente, L. pneumophila se puede adquirir

junto a una infeccion con amebas cargadas con la bacteria.

Teniendo en cuenta la gran prevalencia de L. prneumophila en la naturaleza y la
destacable capacidad que tiene la bacteria para replicarse dentro de células puede llamar la
atencion de que la enfermedad de la legionelosis no sea mas frecuente. La razén es que el
sistema inmunitario de la mayoria de las personas es capaz de controlar las infecciones
producidas por los pequefios nimeros de bacterias que normalmente se encuentran en los

ambientes naturales.

La presencia constante de Legionella en ecosistemas acuaticos naturales refleja una
larga adaptacion evolutiva asociada a protozoos de agua dulce, especialmente amebas. Esta
relacion ha permitido que la bacteria desarrolle mecanismos muy eficaces para sobrevivir
dentro de vacuolas intracelulares, lo que posteriormente facilita su capacidad de infectar células
humanas. Ademas, su ciclo ambiental favorece transiciones entre formas replicativas y formas
mas resistentes, lo que le permite persistir en sistemas artificiales de agua y colonizar biofilms

con gran eficiencia.

2. Patogénesis.

Las infecciones son a menudo asintomaticas o producen sintomas leves, tal es el caso
de la dolencia conocida como fiebre Pontiac, que es una enfermedad autocurante con sintomas
similares a una gripe. Sin embargo, infecciones mas serias que desencadenan casos de
neumonia pueden ocurrir, sobre todo, en pacientes de edad avanzada o personas con problemas
de inmunosupresion. Algunos serotipos de Legionella estan estrechamente relacionados con la
produccioén de neumonia. Los procesos de neumonia tienen asociados una alta mortalidad (>
10%). En la mayoria de los casos, las infecciones por L. pneumophila permanecen confinadas

al pulmon.

L. pneumophila es un patégeno intracelular facultativo. Las bacterias sobreviven y se

multiplican en las células fagociticas en el interior de vacuolas, que no van a ser fusionadas a



lisosomas. La muerte de las células alveolares y la respuesta inflamatoria que la infeccion

produce son las causas que pueden conducir a un fallo respiratorio fatal.

El éxito de L. pneumophila como patdégeno intracelular se basa en su capacidad para
remodelar profundamente la vacuola en la que se encuentra. Tras la fagocitosis, la bacteria
transforma rdpidamente el compartimento inicial en un nicho replicativo altamente
especializado, reclutando vesiculas derivadas del reticulo endoplasmico y modulando la
actividad de organulos cercanos, como mitocondrias. Esta remodelacion se lleva a cabo
mediante una extensa bateria de proteinas que la bacteria inyecta en la célula hospedadora y
que alteran multiples procesos celulares, incluyendo el trafico vesicular, la sefalizacion, la

ubiquitinacion y la autofagia.

Durante la infeccion, la bacteria alterna entre dos estados fisiologicos: uno replicativo,
adaptado al crecimiento activo dentro de la célula, y otro transmisivo, resistente al estrés,
preparado para sobrevivir en el ambiente y volver a infectar nuevos hospedadores. Esta
diferenciacion estd estrechamente ligada a cambios metabolicos y a la disponibilidad de
nutrientes dentro de la célula hospedadora, lo que permite a la bacteria ajustar su

comportamiento en funcion del entorno.

Un aspecto clave del proceso infeccioso es la capacidad de L. pneumophila para
bloquear la maduracion del fagosoma hacia el lisosoma y evitar su degradacion. Paralelamente,
la bacteria secuestra membranas del reticulo endoplasmico para construir una vacuola con
caracteristicas similares a este organulo. Esta manipulacion simultdnea de la autofagia y del
reticulo endoplasmico crea un equilibrio funcional que facilita tanto la proteccion frente a
mecanismos celulares defensivos como la provision de nutrientes necesarios para la replicacion

bacteriana.

La infeccion es tratada con altas dosis de eritromicina. Sin embargo, L. pneumophila es
resistente a penicilinas y cefalosporinas al producir el enzima B-lactamasa. Afortunadamente,

hasta ahora, no se ha descrito ninguna cepa de Legionella con resistencia a antibidticos.

En general, una fuerte y rapida respuesta inflamatoria va a controlar la replicacion
bacteriana, mientras que una inmunidad mediada por células contribuird a la resolucion de la
infeccion y la eliminacion de la bacteria. Asi, la mayoria de las personas expuestas a L.

pneumophila permanecen asintomaticos o experimentan sélo infecciones suaves autocurantes.



Los humanos son considerados hospedadores accidentales, y punto final en la

transmision, pues no van a propagar la bacteria.

3. Métodos de deteccion y diagnostico.
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Figura 3. Tipos de muestras, pruebas diagnésticas y localizaciones anatémicas para determinar una
infeccién actual o reciente por Legionella. Algunos ensayos pueden aplicarse a varios tipos de muestras, como
el cultivo y la amplificacion de 4cidos nucleicos. En general, el éxito en la deteccion de Legionella depende de la
gravedad de la enfermedad, la integridad de la muestra, la competencia técnica del laboratorio y las caracteristicas
especificas de cada prueba. Métodos y tecnologias emergentes recientes, como la espectrometria de masas,
también pueden emplearse, aunque puede que no estén ampliamente disponibles o accesibles. La infeccioén por
Legionella en localizaciones extrapulmonares, como tejidos blandos u 6rganos (por ejemplo, bazo o corazon), es
poco frecuente. Imagen propia. Imagen creada con BioRender, a partir de Mercante & Winchell et al. (2015).

El diagndstico sera prescrito cuando el paciente muestre sintomas clinicos compatibles
con legionelosis (fiebre, mialgia, tos y pneumonia) o exista algiin brote epidemiolédgico. En la
figura 3 se ilustran los principales métodos de diagndstico. Uno de los test mas utilizados, por
su rapidez, es el de deteccion de antigeno en orina (UAT, urine antigen test). En la mayoria de
los pacientes, 2 o 3 dias después de la aparicion de sintomas se detectan antigenos de Legionella

en la orina. La deteccion se puede hacer mediante la técnica ELISA o mediante un ensayo



immunocromatografico (ICT, immunochromatographic test). La especificidad de estos

métodos es superior al 95% y sus sensibilidades varian entre el 70 y el 90%.

Otros métodos frecuentemente utilizados son el cultivo bacteriano y la deteccion de

antigenos de Legionella (o la bacteria completa) en secreciones del tracto respiratorio.

El cultivo y aislamiento de Legionella se considera la prueba diagnéstica mas concluyente
(gold standard) para el diagnostico de la legionelosis. Para el cultivo se suelen utilizar muestras

procedentes del tracto respiratorio inferior: esputos, fluido pleural y aspirado bronquial.

Los ensayos serologicos disefiados para detectar anticuerpos IgG e IgM frente a Legionella
tuvieron una gran aplicacion para determinar la etiologia del brote que tuvo lugar en Filadelfia
y se llegd a utilizar para el estudio de otros brotes posteriores. Sin embargo, no es una técnica
que tenga mucha utilidad en el diagnostico clinico habitual, por varias razones. Por un lado,
dependiendo de la edad y de la localizacion geografica, entre el 1 y el 30% de los individuos
sanos tienen titulos significativos de anticuerpos frente a Legionella. Por otro lado, no se va a
observar un incremento en los niveles de anticuerpos, que seria una prueba de infeccion activa,

hasta pasadas 4-8 semanas de la infeccion, demasiado tiempo para retrasar el tratamiento.

Las técnicas basadas en la deteccion de acidos nucleicos se vienen utilizando desde hace mucho
tiempo (mediados de los afios 80 del siglo pasado) tanto para el diagndstico como la tipificacion
de especie y cepas. Estos métodos son mas rapidos y sensibles que las técnicas basadas en el
cultivo, pero tienen la desventaja de que no permiten deducir si se trata de restos procedentes

de bacterias muertas o de bacterias viables.

Los avances recientes en técnicas diagndsticas han permitido mejorar notablemente la
identificacion de Legionella en muestras clinicas y ambientales. Las pruebas basadas en
amplificacién de 4cidos nucleicos ofrecen una alta sensibilidad y permiten distinguir entre
diferentes especies y cepas de Legionella, lo cual es especialmente util en investigaciones de
brotes. Ademas, los métodos combinados que integran cultivo, deteccion antigénica y técnicas
moleculares proporcionan un enfoque mas completo, reduciendo el riesgo de falsos negativos

y facilitando una respuesta rapida ante casos sospechosos.

Aunque el cultivo sigue siendo el método de referencia para confirmar la infeccion, su
lentitud y la exigencia de condiciones especiales han impulsado el uso creciente de pruebas

mas rapidas como el test de antigeno urinario y la PCR. Estas herramientas permiten un



diagnostico temprano que resulta crucial para iniciar el tratamiento adecuado y prevenir

complicaciones graves.

4. Legionella se multiplica dentro de una vacuola en la célula hospedadora.
La entrada en los macrdéfagos parece ser mediada por la proteina MOMP (Major outer
membrane protein) de L. pneumophila. MOMP une al componente del complemento C3b y la
bacteria es interiorizada a través de la interaccion con los receptores del complemento CR1 y

CR3.

Un microorganismo que se replica en una vacuola debe enfrentarse a tres importantes

problemas:

1. Las estructuras membranosas que se forman a partir de la superficie de la célula
normalmente entran en la red lisosomal antimicrobiana, que es un ambiente muy
inhospito.

2. Los microorganismos deben adquirir nutrientes a través de la membrana de la vacuola.

3. Los microorganismos se van a encontrar con limitacion de espacio una vez que

comienzan a multiplicarse.

L. pneumophila solventa estos problemas secuestrando y modificando este particular
compartimento de tal manera que queda fuera del trafico normal endocitico. Por otro lado, la
LCV (Legionella containing vacuole) se asocia de forma estrecha al sistema secretor celular,
que le va a proveer de nueva membrana para satisfacer las necesidades de una poblacion en

crecimiento.

En las figuras 4 y 5 se esquematizan las etapas en la formacion de vacuola y su

establecimiento como nicho de replicacion de L. pneumophila.
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Figura 4. Legionella pneumophila modula el transporte de su vacuola para establecer un nicho replicativo.
A) Formacion de la vacuola de replicacion. Tras ser ingerida por amebas diana o macrofagos, la vacuola que
contiene Legionella (LCV) evita el transporte hacia la red lisosomal y queda secuestrada en un compartimento
distinto al observado en microorganismos no patdogenos. A los pocos minutos de la internalizacion, vesiculas
derivadas del reticulo endoplasmico (RE; compartimentos amarillos) y de las mitocondrias aparecen muy
proximas a la superficie de la LCV. Las vesiculas que rodean la LCV parecen anclarse y extenderse por su
superficie, y finalmente las membranas que rodean a la bacteria adoptan una apariencia similar al RE rugoso y se
cubren de ribosomas. Dentro de este compartimento similar al RE, la bacteria se replica en grandes cantidades y
finalmente lisa la célula hospedadora. B) Ruta por defecto en el transporte de un microorganismo no patogeno.
Tras la internalizacidén bacteriana, el compartimento rodeado por membranas adquiere las caracteristicas de
endosomas tempranos y luego de endosomas tardios, antes de entrar en la red lisosomal. Imagen creada con
BioRender, a partir de Isberg et al. (2009).

Una vez que la bacteria es tomada por los macréfagos, la LCV evade el transporte hacia
la red lisosomal. Poco después de la entrada (figura 5), una serie de vesiculas derivadas del
reticulo endoplasmatico (RE) y mitocondrias se observan en estrecha proximidad a la LCV.
Existen datos que implican a la chaperonina HtpB (o HSP60) en el reclutamiento de
mitocondrias a las proximidades de la LCV. Su expresion se incrementa tras la entrada en la
célula eucaridtica y la proteina se acumula en la LCV. Ademas, la membrana de la LCV
adquiere una estructura similar al RE rugoso debido a la asociacion de ribosomas con este
compartimento. En consecuencia, este compartimento es muy rico en polipéptidos que serviran
de fuente de energia para la replicacion de la bacteria. Dentro de la LCV la bacteria se

multiplica hasta alcanzar grandes nimeros, que terminan lisando a la célula hospedadora.
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Figura 5. Rutas de transporte de Legionella pneumophila en fagocitos. La vacuola que contiene Legionella
(LCV) evita la fusion con endosomas y remodela rapidamente su membrana fagosdémica mediante interacciones
estrechas con el reticulo endoplasmico (RE), vesiculas derivadas del RE y mitocondrias, creando asi un
compartimento que se asemeja al RE y que permite la supervivencia y replicacion intracelular bacteriana. Los
efectores de L. pneumophila (representados por formas geométricas verdes) inyectados por el T4SS Dot/Icm
modulan procesos de la célula hospedadora para permitir la maduracion del fagosoma en la LCV. En fases tardias
de la infeccion, la superficie de la LCV expuesta al citoplasma se recubre de ribosomas. Imagen creada con
BioRender, a partir de Qui & Luo et al. (2017).

Todos los cambios que conducen a la formacion de la LCV, a partir de la vacuola
endocitica donde es introducida la bacteria durante la fagocitosis, es mediado por un numero
importante de moléculas efectoras que son inoculadas al citoplasma de la célula a través del

aparato de secrecion Dot/Icm.

4.1. La maquinaria Dot/Icm v el trafico vesicular de la célula hospedadora.

Para la formacion de la LCV y el crecimiento de L. pneumophila en su interior se
requiere de un complejo multiproteico constituido por unas 27 proteinas diferentes (figura 6).
Esta estructura estd evolutivamente relacionada con los sistemas de secrecion tipo 1V,

encargados de la transferencia conjugativa de DNA entre bacterias.

El sistema de secrecion tipo IV Dot/lcm de Legionella pneumophila constituye una
nanomaquina multiproteica altamente organizada, cuyo nucleo estructural esta formado por los
componentes DotC, DotD, DotF, DotG y DotH ensamblados en un complejo transmembrana
que atraviesa de manera continua la membrana interna y externa de la bacteria. La arquitectura
global del sistema revela una disposicion estratificada que incluye una cdmara periplasmica y
una region externa en forma de domo, proporcionando un armazon estable capaz de soportar
la translocacion de un amplio repertorio de efectores. La integracion precisa de sus subunidades

y la morfologia definida del canal sugieren un mecanismo de secrecion especializado, adaptado
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para facilitar el transporte eficiente de proteinas hacia el interior de la célula hospedadora

durante el proceso infeccioso.

Mutantes de L. pneumophila, que carecen de un sistema de secrecion Dot/Icm
(Defective organelle trafficking/Intracellular multiplication), tras la fagocitosis, son

conducidos a compartimentos endosomales/lisosomales en menos de 5 min.

La proteina IcmS, junto con IcmW o, alternativamente, LvgA, estad encargada de
coordinar la presentacion de muchos de los substratos de translocacién a la maquinaria de

secrecion Dot/Icm.

Las proteinas DotL-N constituyen un complejo ATPasa, encargado de aportar la

energia necesaria para el proceso de translocacion.

Cinco componentes Dot/Icm (DotC, DotD, DotF, DotG y DotH) interaccionan para

formar un canal que se extiende a través de las membranas bacterianas interna y externa.
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Figura 6. El sistema de translocacion Dot/Icm. Las ubicaciones y las relaciones topologicas de los distintos
componentes Dot/Icm en la envoltura de Legionella pneumophila se muestran basadas en un estudio de la
estabilidad de proteinas individuales en presencia de mutaciones de delecion definidas. Las letras individuales
representan nombres de proteinas Dot, mientras que las letras precedidas por una “I”” indican nombres de proteinas
Icm. Imagen creada con BioRender, a partir de Isberg et al. (2009).

Hasta el momento, unas 330 proteinas bacterianas se han postulado como candidatos a
ser transportados por este sistema de secrecion. Muchas de las proteinas bacterianas secretadas
se asocian a la membrana de la LCV, promoviendo el reclutamiento de una serie de factores
reguladores y efectores de la célula hospedadora (figuras 7 y 8). Muchas de estas proteinas
estan implicadas en la manipulacion del trafico vesicular. El trafico vesicular es el responsable
del movimiento de moléculas entre los compartimentos celulares. Este proceso, altamente

organizado, puede dividirse en dos ramas: la via secretoria que transporta lipidos y proteinas
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desde el RE hasta el aparato de Golgi a través de vesiculas que estan recubiertas por proteinas

adaptadoras especificas. La otra rama es la rama de trafico endosomal, que se encarga de llevar

material internalizado por las células al aparato de Golgi, la membrana plasmatica, los

endosomas o los lisosomas. Proteinas claves del proceso son:

Sec22b, cuya funcidn en la célula es la de dirigir las vesiculas derivadas del RE hacia
el aparato de Golgi.

Rabl, otra proteina implicada en el trafico y fusion de vesiculas es reclutada a la LCV
por su asociacion con la proteina bacteriana SidM (DrrA). Las proteinas Rab son
GTPasas pequeias que regulan procesos de transporte vesicular. Rabl estd encargada
de dirigir el trafico de vesiculas entre el RE y el aparato de Golgi. Rab1 es una de las
primeras proteinas que son reclutadas a la LCV poco después de la infeccion. Ensayos
bioquimicos han mostrado que SidM actua como GEF (Guanine nucleotide Exchange
Factor). Se ha visto que se une a la forma inactiva (unida a GDP) de Rab1, promoviendo
el rapido intercambio de GDP por GTP, lo que conduce a su activacion. SidM, ademas,
regula la actividad de Rab1 mediante ‘AMPilacion’, lo que bloquea a Rab1 en un estado
de continua activacion al impedir el acceso de las GAPs al sitio de unién a GDP/GTP.
Este estado favorece una continua adquisicion de vesiculas procedentes del RE. No
obstante, existen otras moléculas efectoras (SidD y LepB; figura 8) que se encargan de
modular este estado de activacion.

Arfl (ADP-ribosylation factor 1), una GTPasa pequefia que estd implicada en la
regulacion del transporte de vesiculas entre el RE y el aparato de Golgi es reclutada a
la LCV por RalF. Ensayos bioquimicos han mostrado que RalF actia como GEF de
Arf. La activacion de Arfl promueve el reciclaje de proteinas desde la LCV y el aparato
de Golgi de vuelta al RE, lo que permite una continua biogénesis y secrecion de

vesiculas desde el RE, y que resulta clave para la expansion de la LCV.
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Figura 7. La vacuola que contiene a Legionella. Las proteinas de Legionella secretadas mediante el sistema
Dot/Icm se asocian con la LCV y reclutan proteinas del hospedador que estan involucradas en el trafico vesicular
a través de la via secretora temprana. Sec22b, que participa en el acoplamiento de vesiculas derivadas del RE en
el Golgi, es reclutado a la LCV, aunque el mecanismo de su reclutamiento no esta claro. Rabl, otra proteina de
acoplamiento y fusion vesicular es reclutada a la LCV por la proteina SidM (también conocida como DrrA), que
funciona como factor de disociacion del GDI de Rabl (inhibidor de la disociacion de guanina) y como un factor
GEF de Rabl (factor de intercambio nucleotidico de guanina). LidA actlia junto con SidM para secuestrar Rabl
activado en la membrana de la LCV. LebP es una RabGAP (proteina activadora de Rab GTPasa) y podria estar
involucrada en la disociacion de Rabl de la membrana vacuolar. El factor 1 de ADP-ribosilacion (Arfl), que
participa en la gemacion y reciclaje vesicular en el Golgi, es reclutado a la LCV por RalF, que funciona como un
GEF de Arfl. El reclutamiento de membranas del hospedador a la LCV podria involucrar un proceso relacionado
con la autofagia, ya que también se localizan en la LCV las proteinas de autofagia Atg7 y Atg8. Imagen creada
con BioRender, a partir de Isberg et al. (2009).

Por otro lado, hay otras moléculas efectoras cuya mision es evitar que la LCV
interaccione con la via endocitica, que conduciria a la fusion de lisosomas y la destruccion de
la bacteria. Asi, por ejemplo, la proteina efectora VipD tiene actividad fosfolipasa e hidroliza
el fosfatidil-inositol-3-fosfato (PtdIns3P) de las vesiculas endociticas, lo que va a impedir que

estas se fusionen a la LCV (figura 8).
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Figura 8. Modulacion del triafico vesicular del hospedador por efectores Dot/Icm de Legionella. Los
efectores Dot/Icm de Legionella manipulan diversas GTPasas y componentes del trafico vesicular del hospedador
para remodelar la vacuola que contiene a la bacteria (LCV). Entre ellos, SidM activa y recluta la GTPasa RABI,
mientras que LidA estabiliza su union y SidD revierte su modificacion para permitir su ciclo normal. Otros
efectores como RidL, RalF, AnkX y VipD interfieren en rutas especificas del transporte vesicular (incluyendo
trafico retrogrado, reclutamiento de ARF1, modificacion de RAB1 y RAB35, y desactivacion de lipidos
sefalizadores) para desviar vesiculas hacia la LCV o bloquear el trafico celular. Ademas, la familia SidE
ubiquitina varias GTPasas asociadas al reticulo endoplasmico, modificaciéon que SidJ revierte mas tarde. En
conjunto, estos efectores reprograman las rutas de transporte del hospedador para favorecer la supervivencia de
Legionella. Imagen creada con BioRender, a partir de Qiu & Luo et al. (2017).

La proteina efectora SidK impide la acidificaciéon de LCV al inhibir la actividad de la
ATPasa vacuolar, que es una bomba de protones. La acidificacion de las vesiculas endociticas

€s un pre-requisito para su entrada en la red lisosomal.

4.1.1. Ubiquitinacion no candnica y sistemas miméticos del huésped.

Legionella pneumophila ha desarrollado un conjunto de efectores especializados
capaces de modificar el sistema de ubiquitinaciéon del huésped mediante mecanismos
completamente distintos a los que emplean las enzimas celulares. Entre ellos destaca la familia
SidE (SidE, SdeA, SdeB, SdeC), cuyo mecanismo de accion constituye un sistema de
ubiquitinacion no canonica. Estos efectores catalizan una reaccion en dos pasos que implica
primero la ADP-ribosilacién de la ubiquitina y posteriormente la transferencia del grupo
fosforibosilo-ubiquitina al sustrato, un proceso que no requiere las enzimas E1 ni E2 del
huésped. Este tipo de modificacion genera enlaces atipicos y confiere a Legionella la capacidad
de ubiquitinar proteinas del hospedador de manera independiente de la maquinaria
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convencional, alterando su funcion y su estabilidad. El uso de esta via alternativa proporciona
ventajas claras durante la infeccion, permitiendo a la bacteria introducir modificaciones rapidas
y dificiles de revertir, y creando formas de ubiquitina que no se integran en las rutas habituales

de reconocimiento y procesamiento celular.

4.1.2. Metaefectores.

En los tltimos afos se ha caracterizado un subgrupo particular de proteinas llamadas
metaefectores, que son efectores bacterianos cuyo blanco no es la célula huésped, sino otros
efectores de Legionella. Su funcion es modular, apagar o revertir la actividad de efectores
previos cuando ya no son necesarios o cuando un exceso de actividad resultaria perjudicial para

laLCV.

Un ejemplo seria LubX, una ligasa E3-U-box que se dirige especificamente a SidH,
otro efector de Legionella. LubX promueve la ubiquitinacion proteica de SidH, lo que conduce
a su degradacién por el proteasoma del huésped. Este mecanismo permite a Legionella
controlar temporalmente los niveles de SidH: LubX aparece mas tarde durante la infeccion para

“apagar” SidH cuando su actividad ya no es deseable.

Es decir, los metaefectores actian como reguladores finos dentro de la red de efectores
de Legionella, asegurandose de que la actividad de ciertos efectores no se descontrole y

mantenga un equilibrio adaptado a las diferentes fases de la infeccion.

4.2. Modulacion del sistema de autofagia por parte de Legionella.

La autofagia es un proceso celular que inicialmente se asocio a la supervivencia celular
en momentos de falta de nutrientes. Posteriormente se han ido anadiendo otras funciones
relevantes. Por ejemplo, la autofagia se considera como uno de los primeros sistemas de
defensa desarrollados por las células eucaridticas para combatir a los patdégenos intracelulares.
Asi, en los mamiferos, ya forma parte del sistema de inmunidad innata como mecanismo de
defensa frente a infecciones intracelulares. Y que conectaria la inmunidad innata con la
adquirida, dado que en el proceso de destruccion del patdogeno se generan péptidos que van a
ser presentados en el contexto de moléculas MHC-II para la activacion de linfocitos especificos

frente al patdgeno.

El reconocimiento de moléculas propias de las bacterias parece actuar de
desencadenante del proceso de autofagia. Asi, por ejemplo, el reconocimiento del

lipopolisacéarido (LPS) bacteriano por la molécula TLR4 desencadena la autofagia a través del
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reclutamiento de la proteina Beclin a determinados puntos de la membrana del RE, donde va a
interaccionar con las proteinas VPS15 y VPS34 del complejo PI3K (figura 9). La activacion
de PI3K conduce a generar un subdominio rico en PI3P llamado omegasoma. A continuacion,
la conjugacion de proteinas ATG8 (LC3-I en el ejemplo mostrado en la figura 9) al lipido
fosfatidiletanolamina (PE) va a promover la morfogénesis de la ‘copa’ autofagica, que
finalmente terminard rodeando al patdégeno invasor y cerrdndose para favorecer la subsiguiente

destruccién proteolitica del mismo.
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Figura 9. Biogénesis del autofagosoma y su inhibiciéon por Legionella pneumophila. (Izquierda)
Representacion esquematica de la biogénesis del autofagosoma. Beclin-1 se asocia con VPS15 y VPS34, del
complejo PI3K, en dominios especificos de la membrana del reticulo endoplasmatico (RE), donde genera
microdominios enriquecidos en PIP3 conocidos como omegasomas. En estos sitios se inicia la formacion de la
copa autofagica. La maduracion de la membrana aislante requiere la conjugacion de proteinas ATGS8 (conocido
también como LC3-I) al lipido fosfatidiletanolamina (PE). Para ello, la forma inactiva de ATG8 (pro-LC3) es
primero procesada por ATG4 para exponer la glicina C-terminal, necesaria para conjugarse con PE.
Posteriormente, la maquinaria de conjugacion dependiente de ATG7 y ATGS3 cataliza la union covalente de ATGS8
a PE, produciendo LC3-II, esencial para la elongacion y cierre de la membrana autofagica. (Derecha) Mecanismo
de inhibicion de la biogénesis autofagica por L. pneumophila a través del efector RavZ. Esta cisteina proteasa
bacteriana reconoce ATG8 conjugado a PE en la membrana naciente y lo escinde para generar una forma
irreversiblemente deslipidada que no puede reincorporarse al proceso de autofagia. De este modo, RavZ bloquea
la elongacion de la membrana aislante y su maduracion hacia un autofagosoma funcional. Imagenes creadas con
Biorender, a partir de Sherwood y Roy (2016).

Una busqueda intensiva de proteinas de la bacteria con capacidad para inhibir el proceso
de autofagia condujo al descubrimiento de la proteina RavZ, expresada de forma ectdpica en
células de mamifero, es suficiente para bloquear la autofagia celular durante la infeccion. Se
ha demonstrado que RavZ tiene actividad desconjugante y es capaz de retirar las proteinas
ATGS unidas a membrana mediante lipidacion (figura 9). Es una proteasa que actia de forma
muy especifica que rompe la proteina justo por arriba del punto de uniéon de ATGS a su lipido
conjugado (figura 9). RavZ solo es activa frente a las proteinas ATGS8 que estan asociadas a la
membrana mediante lipidacion, como consecuencia de la activacion de maquinaria de

conjugacion del proceso de autofagia.
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La estructura de la proteina RavZ cristalizada se ha resuelto recientemente, y en ella se
distinguen dos dominios (figura 10). El dominio de union a ATGS se localiza en la region
amino-terminal, y en la parte C-terminal se encuentra el dominio de union a PI3P. Se piensa
que es a través de este segundo dominio por el que RavZ interacciona con la membrana a través
de PI3P, experimentando entonces un cambio conformacional que permite el reconocimiento
de la proteina ATGS lipidada y que conduce a su rotura proteolitica. En resumen, RavZ es una
enzima muy sofisticada que esta disefiada para bloquear la autofagia en la célula hospedadora

a través de una desconjugacion irreversible de ATGS.

Dominio proteasa de
ATG8 Dominio de union a PI(3)P

Figura 10. La estructura cristalina de RavZ. La estructura de RavZ se muestra con la superficie que
interactiia con la membrana del reticulo endoplasmico. Los residuos cataliticos del dominio proteasa que
rompe ATGS estan coloreados en verde y los residuos del bolsillo de unién a PI(3)P en azul. Imagen adaptada de
Sherwood & Roy (2016).

Aunque la proteina RavZ, expresada de forma ectopica en las células, es capaz de
bloquear la autofagia frente a la bacteria, mutantes de L. pneumophila deficientes en RavZ son
capaces de replicarse intracelularmente. Esto sugiere que, ademas de RavZ, Legionella debe

contar con otros mecanismos para bloquear la autofagia.

Una proteina efectora, LpSpl, también se ha visto que es capaz de inhibir la autofagia
inducida por falta de nutrientes. La proteina parece estar implicada en la regulacién de los
niveles de esfingosina, molécula que actia de sefializacion para diversos procesos celulares.
Pero, de nuevo, mutantes de L. pneumophila deficientes en RavZ y LpSpl, siguen manteniendo
la capacidad de replicarse intracelularmente, lo que indica que la bacteria debe tener otras

proteinas adicionales destinadas a evadir la autofagia.
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4.3. Inhibicion de la apoptosis de la célula hospedadora.

Ademas de la modificacion del trafico vesicular y del proceso de autofagia, otra funcioén
del sistema de secrecion Dot/Icm es la de aumentar la supervivencia de la célula hospedadora.
Como el éxito replicativo de la L. pneumophila requiere de una célula hospedadora viva, la
bacteria posee mecanismos encargados de asegurar la supervivencia de la célula hospedadora
frente a los efectos deletéreos de los productos microbianos toxicos y del ataque del sistema

Inmunitario.

Se ha visto que L. pneumophila va a interferir con el proceso de muerte celular a través
de mecanismos que requieren del sistema de secrecion Dot/Icm (figura 11). Ante una infeccion
bacteriana, las cé¢lulas de mamiferos tienden a desencadenar un proceso de muerte celular como
medio de impedir la replicacion del patogeno. So6lo algunos de los factores secretados por L.
pneumophila para interferir con el proceso apoptotico han sido identificados. Uno de estos
factores es SdhA, que parece ejercer un efecto inhibidor de la apoptosis actuando a multiples
niveles. La importancia de esta proteina queda demostrada en el hecho de que un mutante
deficiente en el correspondiente gen va a inducir una muerte celular poco después de la entrada

en la célula hospedadora.

Por otro lado, a través de un efector no caracterizado, L. pneumophila va a activar al
factor transcripcional NF-kB del hospedador para promover la expresion de proteinas anti-

apoptdticas, que van a retrasar la muerte celular (figura 11).

En fases avanzadas de la infeccion, SidF inhibe la via apoptdtica interfiriendo con las

proteinas pro-apoptoticas de la familia Bel2 (en concreto, las proteinas BNIP3 y Bel-rambo).
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Figura 11. Mecanismos de Legionella pneumophila para inhibir la apoptosis de la célula hospedadora
durante la infeccion. Tras la internalizacion en la célula hospedadora, L. pneumophila establece una vacuola
replicativa (LCV) mediante su sistema de secrecion Dot/Icm. Aunque el contacto inicial con la bacteria activa
rutas celulares que amenazan con inducir muerte celular, L. pneumophila despliega diversos efectores para
contrarrestarlas y asegurar su replicacion intracelular. Durante las primeras fases de la infeccion, el efector SdhA
bloquea multiples vias proapoptoticas y contribuye al mantenimiento de la integridad de la LCV. Paralelamente,
la activacion de los receptores Nodl y Nod2 conduce a la activacion de NF-kB, lo que promueve la expresion de
genes antiapoptéticos en el nicleo y retrasa la muerte celular del hospedador. En etapas tardias, el efector SidF
interfiere directamente con proteinas pro-muerte de la familia Bel-2, como BNIP3 y Bcl-Rambo, inhibiendo la
liberacion mitocondrial de citocromo ¢ y la activacion de caspasas efectoras. De este modo, L. pneumophila
suprime tanto rutas intrinsecas como extrinsecas de apoptosis, permitiendo una prolongada supervivencia celular
y la expansion bacteriana dentro de la LCV. Imagen creada con BioRender, a partir de Isberg et al. (2009).

5. Invasion de protozoos por L. pneumophila.

El patogeno L. pneumophila se encuentra ampliamente distribuido en ambientes de
agua fresca donde se replica en el interior de protozoos de vida libre; hasta el momento se ha
encontrado que son capaces de multiplicarse en 14 especies de ameba, tal como Acanthamoeba
castellanii, y en 2 especies de protozoos ciliados. La bacteria, una vez fagocitada por protozoos
que se alimentan de bacterias, es capaz de impedir su destruccion y multiplicarse en el interior

de sus presuntos depredadores.

Cuando es inhalado por los humanos, puede replicarse dentro de macréfagos alveolares
y, si la respuesta inmunitaria no es lo suficientemente fuerte, causar una neumonia grave. Asi,
se trata de un patégeno oportunista de humanos, que probablemente evolucion6 para sobrevivir
en el interior de protozoos, y que encuentra en los macréfagos alveolares un nicho ecoldgico

similar al que tiene dentro de los protozoos.
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Dado que L. pneumophila no es capaz de expandirse de persona a persona, los humanos
no han desempefiado un parte importante en la evolucion de su virulencia. Este hecho ha
llevado a generar un nuevo precepto en microbiologia: una bacteria parasita de protozoos puede
emplear los mismos mecanismos para infectar a humanos. Asi, el crecimiento intracelular de
L. pneumophila dentro de protozoos acuaticos parece haber generado un conjunto de factores
de virulencia a lo largo de la evolucion que preadaptaron a esta bacteria para también infectar
células humanas. De hecho, los ciclos biologicos en la ameba y en los macréfagos son muy

parecidos.

En fuentes naturales de agua fresca, L. pneumophila reside fundamentalmente en
comunidades de “biofilms”, donde es presa de las amebas que se alimentan de bacterias. Una
vez ingerida, el microbio puede resistir el proceso de digestion, multiplicandose activamente
hasta provocar la muerte del hospedador, volviendo asi al medio ambiente. Como consecuencia
de este transito entre las células fagociticas y el agua, el ciclo de L. pneumophila consta de dos

formas: la forma replicativa y la forma de transmision, que es flagelada (figura 12).

Cuando las condiciones son favorables para la replicacion (la bacteria se encuentra en
una vacuola rica en nutrientes), se activan los genes implicados en la multiplicacion de la
bacteria. Cuando los nutrientes de la vacuola comienzan a escasear, las bacterias se diferencian
en la fase de transmision, donde se para la multiplicacion y se comienzan a expresar las
funciones que le van a permitir salir de la célula hospedadora y sobrevivir en el medio acuatico
(motilidad, resistencia a luz ultravioleta y presién osmdtica, etc.) hasta poder establecer de
nuevo un nicho replicativo en un nuevo fagocito (figura 12). Las formas de transmision
desarrollan un largo flagelo y presentan citotoxicidad, con capacidad de lisar las membranas
de la célula hospedadora. Dos proteinas, LepA y LepB, secretadas por el sistema Dot/Icm, se
han visto que son necesarias para la liberacion de las bacterias de los hospedadores protozoos,
pero no para la salida de los hospedadores mamiferos. Se ha sugerido que estas proteinas van
a favorecer un mecanismo exocitico (no litico) que implica la fusion de la vacuola que contiene
a L. pneumophila con la membrana plasmatica de la célula hospedadora. Esto refleja su

adaptacion evolutiva con su célula hospedora, a la que parece no querer lisar.

Las formas liberadas, conocidas como MIF (mature intracellular form), son
especialmente infecciosas para nuevos fagocitos. Si L. pneumophila no encuentra

inmediatamente un nuevo fagocito, se instala en biofilms en sistemas acuaticos y charcas,
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donde son capaces de resistir a los agentes biocidas empleados habitualmente para el

tratamiento de aguas (figura 12).

e N5 Escasez de nutrientes
- )
1. Fagocitosis por protozoos ) 3. Cambio morfoiégico a
macréfagos alveolares forma transmisiva
formacién de LCV
2. Fase replicativa- proliferacion
dentro de LCV

4. Forma intracelular madura MIF (infecciosa)
6a_Persistencia extracelular
como forma planctonica

7. Inicio de nuevo
cicinfeceioso ~—al
~—l 5. Lisis de célula huésped y

liberacién al entono

6b. Supervivencia
extracelular formando

flagelo, metabdlicamente activa

Forma transmisiva: flagelada,
“_resistente, infecciosa

Forma replicativa: intracelular, sin
' D o
-

Figura 12. Ciclo de vida de Legionella pneumophila y transicion entre sus estados morfoldégicos. Esquema
general de los eventos clave y las formas morfoldgicas adoptadas por L. pneumophila durante su ciclo de vida. 1)
La bacteria es fagocitada por protozoos o macrofagos alveolares, formandose la vacuola que contiene Legionella
(LCV). 2) Tras la internalizacion, la bacteria evita la fusion fagolisosomal y entra en una fase replicativa en el
interior de la LCV, carente de flagelo y metabdlicamente activa. 3) La escasez de nutrientes activa una respuesta
que desencadena la transicion hacia la forma de transmision 4), caracterizada por la aparicion de un flagelo, mayor
resistencia y citotoxicidad. 5) La forma madura intracelular (MIF) es capaz de lisar la membrana vacuolar y salir
al medio extracelular. Una vez liberadas, las bacterias transmisivas pueden 7) iniciar un nuevo ciclo infeccioso o
6a) persistir como forma planctonica en el ambiente. 6b) Alternativamente, L. pneumophila puede integrarse en
biopeliculas presentes tanto en habitats acuaticos naturales como en sistemas artificiales. Imagen creada con
BioRender, a partir de Olivia et al. (2009).

En medio rico, la bacteria establece una curva de crecimiento bifasico, que mimetiza
los estadios de forma replicativa (durante la fase logaritmica) y de transmision (fase
estacionaria). Las formas replicativas no son moviles y tienen una morfologia alargada. Las
formas de transmisién son mas pequefias y redondeadas, y presentan paredes celulares mas
gruesas. Estas formas no se replican, pero acumulan en su citoplasma unos granulos de poli-
hidroxibutirato (PHB, poly-3-hydroxybutyrate). El PHB es una fuente de carbono que la

bacteria utiliza para sobrevivir durante periodos prolongados en el medio ambiente.

Una molécula importante en la sefializacion para el cambio de fase es el (p)ppGpp,
conocido como alarmona. Cuando la fuente de nutrientes comienza a disminuir, L.
pneumophila acumula (p)ppGpp. En respuesta a un aumento de tRNAs no cargados, la sintasa
RelA, que esta asociada al ribosoma, convierte GTP en (p)ppGpp. También la enzima SpoT es
capaz de sintetizar esta alarmona en respuesta a la falta de acidos grasos. El (p)ppGpp, a su

vez, va a interaccionar con el factor sigma predominante o habitual (¢° o 67°), desestabilizando
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su union al “core” de la RNA polimerasa. Como consecuencia, una serie de factores sigma
alternativos (entre ellos RpoS) pueden ahora interaccionar con la RNA polimerasa, dirigiéndola
a las regiones promotoras de los genes que van a expresar los determinantes asociados a la fase

de transmision (figura 13).

Ademas, (p)ppGpp activa al sistema de dos componentes LetA/LetS, que van a inducir
la transcripcion de tres RNAs cortos (RsmZ, RsmX y RsmY), que actian como “esponjas”
para secuestrar a la proteina de unién a RNA, cuya funcién es la de reprimir la expresion de las
proteinas implicadas en los caracteres relacionados con la virulencia y la movilidad de las
bacterias (figura 13).
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Figura 13. Red reguladora de la respuesta que controla la diferenciacion de Legionella pneumophila hacia
su forma de transmision. La escasez de aminoacidos y acidos grasos activa a las proteinas RelA y SpoT, que
catalizan la sintesis del alarmon (p)ppGpp. La acumulacion de este nucleotido sefial promueve la activacion del
factor sigma de estrés RpoS y del sistema de dos componentes LetA/LetS, lo que induce la transcripcion de los
ARN pequefios reguladores RsmY, RsmZ y RsmX. Estos sSRNAs funcionan como “esponjas” que secuestran al
regulador post-transcripcional CsrA, aliviando su represion sobre factores clave de virulencia y motilidad como
RpoN, FleQ y FliA. La reorganizacion de esta red reguladora impulsa la transicion hacia el estado transmisivo de
L. pneumophila, caracterizado por un aumento de la virulencia, la capacidad de respuesta al estrés, y al quorum
sensing. Las flechas discontinuas indican interacciones propuestas, pero ain no completamente demostradas.
Imagen creada con BioRender, a partir de Oliva et al. (2018).
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http://youtu.be/swr9zW065ke [Video histérico sobre el brote de legionelosis que llevo a Ia
identificacion del agente causante]
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