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      _Resumo

Neste artigo de revisão é abordada a evolução da tipagem molecular de 

Legionella pneumophila, bactéria responsável pela Doença dos Legionários. 

São discutidas as limitações dos métodos convencionais, frequentemente 

insuficientes para estabelecer de forma robusta ligações entre casos humanos 

e fontes ambientais de contaminação, o que tem dificultado a deteção e 

subsequente investigação de surtos. Revisita-se a aplicação da sequenciação 

do genoma total (WGS) de L. pneumophila em Portugal e as suas vantagens, 

destacando-se o recente desenvolvimento de uma nova metodologia de análise 

de dados de WGS (através da bioinformática), que visa reforçar a deteção de 

surtos, a identificação de fontes de infeção e a avaliação de risco, apoiando o 

controlo atempado e efetivo de ameaças para a saúde pública a nível local e 

transfronteiriço.

      _Abstract

This ar t icle reviews the evolution of molecular typing of Legionel la pneumo-

phi la, the bacter ium responsible for Legionnai res� d isease. The l imitations of 

conventional methods are discussed, as they are of ten insuf f ic ient to robustly 

l ink human cases to envi ronmental sources of contamination, which may 

hinder outbreak detection and subsequent investigation. The appl ication of 

whole-genome sequencing (WGS) of L. pneumophi la in Por tugal is revisited, 

h ighl ighting its advantages, as wel l as the recent development of a novel 

typing approach for b io informatics analysis of WGS data. This approach aims 

to strengthen outbreak detection, source at tr ibution, and r isk assessment, 

u lt imately suppor ting more t imely and ef fective control of publ ic health 

threats at local and cross-border levels .

_Doença dos Legionários: introdução à vigilância 

laboratorial

A Doença dos Legionários é uma forma grave de pneumonia 

causada por bactérias Gram-negativas do género Legionella, 

particularmente Legionella pneumophila, as quais estão am-

plamente presentes no ambiente, sobretudo em ambientes 

aquáticos naturais e solos húmidos (1-5). A infeção humana 

ocorre principalmente por via respiratória, através da inala-

ção de aerossóis contendo gotículas de água contaminada, 

podendo, mais raramente, resultar da aspiração pulmonar de 

água contendo a bactéria (1-5). O quadro clínico da doença 

caracteriza-se por febre, tosse e mialgias, podendo também 

incluir cefaleias, dispneia, expetoração, anorexia, náuseas e 

diarreia (1-5). A letalidade varia aproximadamente entre 5% 

e 15%, podendo ultrapassar 40% em casos mais graves ou 

em indivíduos com fatores de risco associados (4,6,7). Entre 

estes destacam-se a idade avançada, o tabagismo, a imunos-

supressão e a presença de doenças crónicas, como diabe-

tes ou patologias pulmonares. A crescente incidência desta 

doença tem sido detetada por vários sistemas de vigilância in-

ternacionais e notif icada pelo Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC) e pelo European Centre for Disease Preven-

tion and Control (ECDC), o que reforça a importância da vigi-

lância epidemiológica e laboratorial contínua (7,8).

Entre as fontes ambientais associadas à ocorrência de doença 

humana destacam-se, sobretudo, sistemas aquáticos artificiais, 

como instalações de aquecimento de água (por exemplo, cilin-

dros e caldeiras, bem como torneiras e chuveiros), sistemas de 

ar condicionado com recirculação de água, torres de arrefeci-

mento, dispositivos de evaporação e humidificadores (1,3). Para 

além da sua ampla distribuição ambiental, a L. pneumophila 

possui uma elevada capacidade de adaptação e sobrevivência 

numa grande amplitude de condições de temperatura e humi-

dade. A sua capacidade de formar biofilmes estruturados em 

superfícies aquáticas artificiais constitui um fator determinan-

te para a sua persistência prolongada nestes sistemas, dificul-

tando a sua eliminação e aumentando o risco de exposição 
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humana (9-11). Como consequência, embora os casos de 

Doença dos Legionários ocorram maioritariamente de forma 

esporádica, podem também ocorrer sur tos devido à exposi-

ção de indivíduos a uma mesma fonte ambiental (3,5,12-14). 

Historicamente, muitos dos grandes sur tos desta doença 

têm sido associados a sistemas complexos de água, tais 

como torres de arrefecimento industriais (12-14).

Em Por tugal, a Doença dos Legionários foi identif icada pela 

primeira vez em 1979 e passou a integrar a l ista de doenças 

de declaração obrigatória em 1999 (15). Em 2004, foi imple-

mentado o Programa de Vigi lância Epidemiológica Integra-

da da Doença dos Legionários, que ar ticula investigação 

epidemiológica, ambiental e laboratorial (16,17). Neste con-

texto, o Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge 

(INSA) coordena a componente laboratorial da vigi lância, 

sendo responsável pela caracterização e comparação ge-

nética de estirpes humanas, no âmbito do Laboratório Na-

cional de Referência (LNR) do Depar tamento de Doenças 

Infeciosas, e de estirpes ambientais analisadas pelo Labo-

ratório de Microbiologia de Águas do Depar tamento de 

Saúde Ambiental. Adicionalmente, o INSA integra atual-

mente o consórcio do Laboratório de Referência da União 

Europeia para Legionel la (EURL-PH-LEGI) (18), contr ibuindo 

para o desenvolvimento e harmonização de metodologias 

laboratoriais e de vigi lância a nível europeu. Esta integração 

permite apoiar a investigação epidemiológica e identif icar 

potenciais fontes ambientais associadas a casos esporádi-

cos ou sur tos, contr ibuindo, assim, para a implementação 

atempada de medidas de controlo e prevenção. Ao longo 

das últimas duas décadas, vários sur tos de Doença dos Le-

gionários foram identif icados em Portugal (14,19), com par-

ticular destaque para o ocorr ido em 2014 na região de Vila 

Franca de Xira, um dos maiores sur tos registados mundial-

mente (14,20). Este sur to originou mais de 400 casos de 

doença e 14 mortes, tendo sido uma torre de arrefecimen-

to industr ial apontada como provável fonte de contamina-

ção (14,20,21). Acresce que este sur to constituiu também 

um marco científ ico, tendo sido a primeira vez em Por tugal 

que a sequenciação do genoma total (Whole-Genome Se-

quencing, WGS) de L. pneumophila foi aplicada na investi-

gação e resolução de um sur to. Esta abordagem laborato-

r ial permitiu conf irmar a l igação genética entre isolados hu-

manos e ambientais, bem como identif icar características 

genéticas potencialmente associadas à persistência e evo-

lução da estirpe no meio ambiente (20). No contexto deste 

sur to foi ainda descrito um caso possível de transmissão 

pessoa-a-pessoa da doença, identif icado através da análi-

se comparativa do genoma completo de isolados bacteria-

nos provenientes de dois doentes com contacto próximo e 

em que um deles não foi exposto à fonte de contaminação 

ambiental na região de Vila Franca de Xira (22). Estudos 

posteriores demonstraram que a estirpe responsável pelo 

sur to de 2014, identif icada como L. pneumophila ST1905, 

se manteve no ambiente ao longo dos anos seguintes, 

tendo vindo a ser associada a novos casos de doença em 

diferentes localizações geográf icas, evidenciando a sua ca-

pacidade de dispersão e persistência para além do epicen-

tro inicial do sur to (23).

_Métodos convencionais de tipagem molecular

A investigação de surtos de Doença dos Legionários depen-

de da integração de dados epidemiológicos, ambientais e la-

boratoriais, sendo a caracterização (tipagem) e comparação 

microbiológica das estirpes um elemento essencial para es-

tabelecer ligações entre casos humanos e potenciais fontes 

de infeção (24). Durante mais de duas décadas, o método de 

tipagem mais utilizado para L. pneumophila foi o Sequence-

-Based Typing (SBT) (25,26), uma variante da metodologia de 

Multilocus Sequence Typing (MLST) que analisa sete genes 

para definir o designado Sequence Type (ST) de um dado iso-

lado bacteriano (27). Desenvolvido no início dos anos 2000 

pelo European Society of Clinical Microbiology and Infectious 

Diseases Study Group for Legionella Infections (ESGLI), o 

SBT tornou-se o método de referência para a caracterização 

genética de isolados desta bactéria, permitindo identif icar 

isolados com o mesmo ST e estabelecer semelhanças gené-

ticas entre eles de suporte à investigação epidemiológica de 

surtos (28). Para amostras clínicas, uma das principais vanta-

gens da técnica SBT é a possibilidade de gerar informação 

genética relevante mesmo na ausência de isolamento bacte-

riano por cultura, um processo frequentemente desafiante 
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para L. pneumophila, moroso e com taxas de sucesso limita-

das (29). Esta característica do SBT continua a ser particular-

mente útil e vantajosa em contexto de investigação de surto, 

quando a obtenção de respostas rápidas é essencial para 

apoiar a implementação de medidas de saúde pública. Con-

tudo, a experiência acumulada ao longo dos anos demons-

trou que este método apresenta limitações importantes, uma 

vez que uma proporção signif icativa de casos está associa-

da a um número relativamente reduzido de STs predominan-

tes, o que limita a sua capacidade para distinguir estirpes 

sem ligação epidemiológica, mas pertencentes ao mesmo ST 
(30,31). Acresce que, o SBT é uma metodologia tecnicamente 

trabalhosa e apresenta baixo poder discriminatório para dife-

renciar isolados geneticamente muito próximos, o que limita 

a sua util idade em análises epidemiológicas de maior resolu-

ção, como estudos mais detalhados de persistência ambien-

tal ou na investigação de persistência de casos associados à 

mesma fonte de infeção (23,30,31).

_Sequenciação do genoma total (WGS)

O desenvolvimento e aumento do acesso à tecnologia de 

WGS abriu novas possibilidades para a vigilância laboratorial 

e epidemiológica de L. pneumophila, oferecendo um poder 

discriminatório significativamente superior ao das metodolo-

gias convencionais. Ao dar informação ao nível do genoma 

completo, e não apenas baseada em sete genes como é o 

caso do SBT, esta abordagem permite estabelecer ligações 

mais precisas entre isolados humanos e ambientais, melho-

rando a capacidade de identificação de fontes de infeção e 

apoiando a implementação de medidas de controlo durante 

surtos (20,23,32,33). No entanto, a implementação e aplicação 

da WGS na rotina laboratorial continua a apresentar desafios 

operacionais significativos, especialmente no que diz respei-

to à análise bioinformática do enorme volume de informação 

produzido pelas tecnologias de sequenciação de nova gera-

ção (Next-Generation Sequencing, NGS). Por exemplo, a aná-

lise comparativa de isolados baseadas em Single Nucleotide 

Polymorphisms (SNPs) (i.e., “mutações”) é uma abordagem 

que oferece uma elevada resolução. Contudo, além de reque-

rer fluxos de análise bioinformática complexos e dependen-

tes da escolha de genomas de referência, esta abordagem é 

menos adequada para a comparação sistemática de grandes 

coleções com uma grande diversidade de isolados, como é 

o caso das coleções nacionais de L. pneumophila. Assim, a 

aplicação de uma abordagem de SNPs em L. pneumophila (e 

outras bactérias) tem estado reservada à investigação num 

contexto de surto ou identificação de fontes ambientais onde 

o número de isolados é reduzido e a sua diversidade é menor, 

não sendo aplicada à vigilância contínua, que requer uma 

visão mais ampla de todas as estirpes em circulação indepen-

dentemente da sua proximidade genética. Neste contexto, a 

análise por core-genome MLST (cgMLST), que é uma metodo-

logia conceptualmente semelhante ao SBT, mas baseada num 

maior número de genes, pois assenta na utilização de dados 

de WGS, apareceu como alternativa. Esquemas de cgMLST 

previamente desenvolvidos para L. pneumophila, como o es-

quema de 1521 genes (32) ou a alternativa baseada em 50 

genes (33), contribuíram para melhorar a resolução em alguns 

contextos epidemiológicos. Ainda assim, estes esquemas 

apresentam limitações relacionadas com a representatividade 

genómica, a dependência de plataformas específicas ou a in-

suficiente capacidade discriminatória (32-34). Estas limitações 

evidenciam a necessidade de desenvolver abordagens genó-

micas mais robustas, escaláveis e harmonizadas que possam 

ser aplicadas de forma consistente na vigilância laboratorial 

continuada.

_Nova metodologia na vigilância genómica

Neste contexto, foi recentemente estabelecido o grupo de 

trabalho internacional Legionella International Typing (LIT ), 

com o objetivo de desenvolver e disponibil izar um novo es-

quema de tipagem genómica para L. pneumophila basea-

do numa abordagem combinada de core- e whole-genome 

MLST (cg/wgMLST). Este trabalho, recentemente disponibil i-

zado à comunidade científ ica (35), foi co-liderado pelo INSA 

em colaboração com o LNR de França (Hospices Civils de 

Lyon) e o CDC dos Estados Unidos da América, e resultou 

no desenvolvimento de um esquema cg/wgMLST baseado 
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na divers idade genética de mais de 9600 genomas de 

L. pneumophila, capaz de analisar rapidamente o per f i l ge-

nético de 4707 genes desta bactéria. Esta abordagem per-

mite capturar uma maior diversidade genómica da espécie 

e melhorar signif icativamente a resolução na comparação 

entre isolados bacterianos. Uma característica central deste 

sistema é a sua arquitetura em dois níveis: um esquema 

cgMLST estático (2009 genes par ti lhados por quase toda 

a população de L. pneumophila), adequado para compara-

ção padronizada em cenários de vigilância laboratorial, e um 

componente wgMLST dinâmico que permite análises de ele-

vada resolução em clusters (grupos de isolados identificados 

por cgMLST como geneticamente próximos) específicos de 

potencial interesse epidemiológico (35). Nesta análise dinâmi-

ca, o número de genes usado para comparação dos isolados 

é ampliado, pois, além dos 2009 genes, são também conside-

rados os restantes genes do esquema que, apesar de não es-

tarem presentes na grande maioria da população da espécie, 

estão presentes em todos os isolados do cluster (35). Esta es-

tratégia de “ampliação” genómica (“zoom-in”) é automatizada 

com o recurso à ferramenta ReporTree (36), na qual a análise 

inicial identifica potenciais clusters de estirpes relacionadas, 

que são posteriormente investigados pela inclusão automática 

de genes específicos, aumentando o poder discriminatório. A 

aplicação do esquema LIT demonstrou ganhos substanciais 

na capacidade de discriminar isolados epidemiologicamente 

relacionados, prevendo-se que venha permitir o reforço da ca-

pacidade laboratorial para deteção de surtos, identificação de 

fontes ambientais e rastreio de cadeias de transmissão (35). 

Para além do aumento de resolução, o novo esquema cg/wg-

MLST foi concebido para facilitar a sua implementação em 

redes de vigilância internacionais. A compatibilidade com fer-

ramentas bioinformáticas amplamente util izadas, como o sof-

tware chewBBACA (37) e ReporTree (36), e a disponibilização 

pública do esquema acompanhado de guidelines de imple-

mentação e util ização (38) contribuem para promover a har-

monização das metodologias de análise entre laboratórios a 

nível local e global. Esta padronização é particularmente rele-

vante num contexto em que a vigilância baseada em WGS se 

torna progressivamente central para a resposta a surtos de 

Doença dos Legionários. A adoção de abordagens genómi-

cas harmonizadas permitirá reduzir disparidades na análise e 

interpretação de dados entre diferentes instituições e países, 

facilitando a comparação internacional de isolados e o ras-

treio de clusters transfronteiriços. Por f im, apesar destes im-

portantes avanços na área da análise de dados genómicos 

(bioinformática), a implementação de WGS na vigilância de 

L. pneumophila continua a enfrentar desafios, nomeadamen-

te a dependência do isolamento bacteriano em cultura. Neste 

contexto, o investimento futuro na adoção de abordagens que 

permitam a realização de WGS diretamente a partir de amos-

tras biológicas, já implementadas com sucesso no INSA para 

outras bactérias patogénicas (39-42), constitui um passo natu-

ral para continuar a reforçar e expandir a vigilância integrada 

da Doença dos Legionários, promovendo uma identif icação 

mais rápida e fiável das fontes de infeção e contribuindo para 

respostas de saúde pública mais efetivas.
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