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Resumen

Objetivo: Analizar los resultados de las muestras de agua procesadas en el Laboratorio de Salud Publica de Gipuzkoa para la
deteccidn de Legionella spp. en instalaciones de riesgo para la proliferacion y dispersion de la bacteria.

Método: Se estudiaron 13 493 muestras de agua tomadas entre 2005 y 2024. El andlisis sigui6 la norma ISO 11731:2017. La
identificacion de serogrupos se realizé mediante inmunoaglutinacion con latex, y la caracterizacién fenotipica para la identificacion
de subgrupos de L. pneumophila serogrupo 1 mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales de Dresden.
El andlisis estadistico incluyd un estudio descriptivo, una regresion logistica univariante y un modelo multivariable para identificar
asociaciones entre muestras positivas y variables geograficas, temporales o estructurales de las instalaciones.

Resultados: Legionella spp. se detectd en el 12,5 % de las muestras, predominando L. pneumophila (87 %). El serogrupo 2-14 fue
el mas frecuente (45,7 %), sequido de serogrupo 1 (38,7 %). De las 252 muestras L. pneumophila serogrupo 1 tipificadas el 74,6 % se
clasificaron como MAb 3/1 negativo y 24,6 % como MADb positivo.

La presencia de Legionella spp. varié segiin comarca, tipo de instalacion, estacion del afo y aino del muestreo.

Conclusiones: La variabilidad en la prevalencia de Legionella spp. observada sugiere una influencia de factores ambientales y
operativos en su proliferacion. El predominio de cepas no relevantes clinicamente (MAb negativo) resalta que identificar las cepas es
tan importante como cuantificar la bacteria para aplicar estrategias de control mas especificas.

Palabras clave: Legionella; L. pneumophila; serogrupo, microbiologia del agua; vigilancia ambiental; salud publica; evaluacién del
riesgo; Espafia.
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Resumo

Objetivo: Analisar os resultados das amostras de dgua processadas no Laboratério de Satide Publica de Gipuzkoa para a dete¢do
de Legionella spp. em instalagOes de risco para a proliferacdo e dispersao da bactéria.

Método: Estudaram-se 13 493 amostras de agua recolhidas entre 2005 e 2024. A andlise seguiu a norma ISO 11731:2017. A
identificacdo de serogrupos foi realizada por imunoaglutinacdo com latex, e a caracterizagao fenotipica para a identificacao de
subgrupos de L. pneumophila serogrupo 1 foi feita por imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais de Dresden. A
analise estatistica incluiu um estudo descritivo, uma regressao logistica univariada e um modelo multivaridvel para identificar
associagdes entre amostras positivas e varidveis geograficas, temporais ou estruturais das instalagées.

Resultados: Legionella spp. foi detetada em 12,5 % das amostras, predominando L. pneumophila (87 %). O serogrupo 2-14 foi o
mais frequente (45,7 %), seguido do SG1 (38,7 %). Das 252 amostras de L. pneumophila serogrupo 1 tipificadas, 74,6 % classificaram-
se como MAD 3/1 negativo e 24,6 % como MADb positivo.

A presenca de Legionella spp. variou conforme a comarca, o tipo de instalacdo, a estacdo do ano e o ano de recolha.

Conclusoes: A variabilidade na prevaléncia de Legionella spp. observada sugere uma influéncia de fatores ambientais e
operacionais na sua proliferacdo. O predominio de estirpes clinicamente néo relevantes (MAb negativo) aponta que identificar as
estirpes é tdo importante quanto quantificar a bactéria para aplicar estratégias de controlo mais especificas.

Palavras-chave: Legionella; L. pneumophila; serogrupo; microbiologia da dgua; vigilancia ambiental; saide publica; avaliacédo de
risco; Espanha.

Abstract

Objective: To analyze the results of water samples processed at the Gipuzkoa Public Health Laboratory for the detection of
Legionella spp. in facilities at risk for the proliferation and spread of the bacterium.

Methods: A total of 13,493 water samples from facilities in Gipuzkoa were studied between 2005 and 2024.The analysis followed
ISO 11731:2017 standards. Serogroup identification was performed using latex agglutination, and phenotypic characterization
for the identification of L. pneumophila serogroup 1 subgroups was carried out by indirect immunofluorescence with Dresden
monoclonal antibodies. Statistical analysis included a descriptive study, univariate logistic regression, and a multivariable model to
identify associations between positive samples and geographic, temporal, or structural variables of the facilities.

Results: Legionella spp. was detected in 12.5 % of samples, with L. pneumophila predominating (87 %). Serogroup 2-14 was the
most frequent (45.7 %), followed by SG1 (38.7 %). Among the 252 L. pneumophila serogroup 1 samples typed, 74.6 % were classified
as MAb 3/1 negative and 24.6 % as MAb positive. The presence of Legionella varied by region, facility type, season, and sampling year.

Conclusions: The observed prevalence variability of Legionella spp. suggests that environmental and operational factors
influence its proliferation. The predominance of clinically non-relevant strains (MAb-negative) highlights that the identification of
strains is as important as quantifying the bacteria when implementing more targeted control strategies.

Keywords: Legionella; L. pneumophila; serogroup; water microbiology; environmental monitoring; public health; risk assessment;
Spain.

INTRODUCCION Legionella spp. puede colonizar sistemas de agua
artificiales como las redes de distribucion de agua, circuitos
de refrigeracion, y otros, donde encuentra condiciones
Optimas para su supervivencia y multiplicacion; como
presencia de materia orgdnica, temperaturas entre 20 °C
y 50°C (6ptima 35 °C), formacion de un biofilm, materiales

que favorecen su crecimiento, etc.

Legionella spp. es una bacteria gramnegativa de origen
ambiental causante de la legionelosis, que se encuentra
de forma ubicua en medios acuéticos naturales y suelo.
Es capaz de parasitar protozoos, en particular amebas
de vida libre. Se han identificado mas de 70 especies de
Legionella. En Europa, Legionella pneumophila serogrupo

1 (SG1) estd asociado, al menos con el 80 % de los casos
de legionelosis declarados. Sin embargo, las pruebas
de diagnoéstico estandar apuntan a que la prevalencia
de otros serogrupos pueda estar subestimada'. Sin
embargo, en Australia y Nueva Zelanda, un 40 % de los
casos estan causados por Legionella longbeachae y se
asocian con la manipulacion de tierra y de compost en
labores de jardineria.
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La transmision de la enfermedad se produce por
inhalacién de aerosoles de agua contaminados con
la bacteria. El periodo de incubacién varia entre 2 y 10
dias después de la exposicion. La infecciéon denominada
legionelosis puede manifestarse de dos formas clinicas:
la “fiebre de Pontiac”’, que es la forma no neumodnica,
leve y autolimitada, que cursa con un sindrome febril,
y la “enfermedad del legionario”, forma mas grave y
neumonica, que requiere tratamiento antibidtico y en
la mayoria de los casos hospitalizacién. La probabilidad
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de contraer la enfermedad depende de la concentracion
de Legionella en la fuente de agua, de la produccion y
dispersion de aerosoles, de factores propios de la persona
y de la virulencia de la cepa de Legionella de que se trate®.
La enfermedad afecta a personas de todas las edades,
aunque es excepcional en menores de 15 afnos, las tasas
de morbilidad y mortalidad son mas altas en adultos

mayores, personas con enfermedades pulmonares
crénicas, sistemas inmunolégicos debilitados vy
fumadores®.

En la Unidn Europea, en 2022 se observd la tasa
anual de notificacién de legionelosis mas alta hasta la
fecha, con 2,6 casos/100 000 habitantes®. En Espaia, la
tasa de incidencia de legionelosis en 2023 se situé en
4,66 casos/100 000 habitantes, siendo la tendencia de
la enfermedad creciente. Los casos siguieron un patrén
estacional con un ciclo anual, concentrandose la mayor
parte de los casos entre los meses de junio y noviembre,
con un pico de incidencia en septiembre. En Gipuzkoa, la
incidencia promedio anual (periodo 2011-2023) se situd
en 5,3 casos/100 000 habitantes y como en Espaia, el
mayor porcentaje de casos se produjo entre los meses de
junio y noviembre’,

El marco normativo en materia de prevencion
de legionelosis en Espafa ha evolucionado desde
el primer Real Decreto 909/2001, que fue pronto
derogado vy sustituido por el Real Decreto 865/20032.
Este ultimo establecia los criterios higiénico-sanitarios
para la prevencién y control de legionelosis, en las
instalaciones que utilicen agua en las que Legionella es
capaz de proliferar y diseminarse a través de aerosoles
diferenciando instalaciones de mayor riesgo (torres de
refrigeracion, sistemas de distribucion de agua caliente y
spas) y otros dispositivos de menor riesgo. Actualmente,
el marco normativo es el Real Decreto 487/2022, de 21
de junio, que establece los requisitos para la prevencion
y control de legionelosis, sin diferenciar las instalaciones
por riesgo®.

El objetivo de este estudio fue analizar los resultados
de las muestras de agua procesadas en el Laboratorio
de Salud Publica de Gipuzkoa, para la determinacion
de Legionella spp. en instalaciones consideradas de
riesgo para la proliferacion y dispersién de la bacteria,
inspeccionadas y muestreadas en Gipuzkoa durante el
periodo 2005-2024.

MATERIALY METODOS
1. MUESTREO

Los datos utilizados en este estudio se obtuvieron de
las muestras de agua recogidas durante las inspecciones
comarcales en Gipuzkoa a las instalaciones incluidas en el
programa de prevencién de Legionella del Departamento

de Salud del Gobierno Vasco, y durante la investigacion
ambiental tras la notificacién de casos de legionelosis
confirmados por el Servicio de Epidemiologia del mismo
departamento™.

Las comarcas de salud publica de Gipuzkoa
presentan diferencias geograficas y de infraestructura
de abastecimiento de agua que podrian influir en
la prevalencia de Legionella spp. En nuestro estudio,
se definen las comarcas segun la estructura del
Departamento de Salud del Gobierno Vasco', salvo la
comarca San Sebastidan que se refiere exclusivamente al
municipio de San Sebastian.

En total, se analizaron 13 493 muestras de agua
recogidas entre los aflos 2005 y 2024. La distribucién
segun el tipo de instalacion fue la siguiente:

« Agua Fria de Consumo Humano (AFCH): 83 muestras

« Sistemas de Agua Caliente Sanitaria (ACS): 9 230 muestras
+  Areas de juegos recreativos con agua (ARA): 22 muestras
« Circuitos de Refrigeracion (CRF): 2 396 muestras

«  Fuentes Ornamentales (FOR): 673 muestras

« Sistemas de Lavado de Vehiculos (LVH): 201 muestras
«  Spasy similares (SPA): 753 muestras

« Otros elementos susceptibles de producir
aerosoles, como vehiculos de limpieza viaria (LCA),
nebulizadores, humidificadores, agua no sanitaria
(OTROS): 135 muestras

Las muestras de agua se recogieron siguiendo un
proceso normalizado', consistente en la toma de un litro
de agua en envase estéril con el neutralizante. A partir
de 2012 se incorporaron neutralizantes especificos para
biocidas distintos del cloro, mientras que previamente se
utilizaba tiosulfato como neutralizante general. Durante
la investigacion de casos notificados se recogieron
muestras ambientales en los lugares de exposicién: se
tomaron 10 muestras con torunda en puntos terminales
de ACS de domicilios. Estas muestras se procesaron por
separado y se integraron en el andlisis global. Dado que
representan Unicamente el 0,55 % del total, su influencia
potencial sobre las estimaciones de prevalencia es
minima.

En el caso de AFCH y ARA, las muestras se tomaron en
grifo, en ACS se recogieron un minimo de tres muestras
por circuito en caso de disponer de acumulacién y
retorno (acumulador, retorno y punto terminal), en CRF y
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FOR se tomaron en la balsa, bandeja o en la recirculacién
del agua cuando fue posible, y en LCA, LVH y SPA se
obtuvieron de los depésitos, boquillas y vaso del spa.

2. ANALISIS MICROBIOLOGICO

Las muestras de agua recogidas se analizaron en el
Laboratorio de Salud Publica de Gipuzkoa, acreditado
para el andlisis de Legionella por la Entidad Nacional de
Acreditacién (ENAC). La caracterizacion fenotipica se
llevé a cabo en el laboratorio del Instituto de Salud Carlos
lll, perteneciente al Centro Nacional de Microbiologia
(CNM-ISCII ™.

El andlisis microbiolégico para la deteccién y
cuantificacién de Legionella spp. se llevo a cabo mediante
cultivo, de acuerdo con lanorma SO 11731:2017, edicion
actualmente vigente'. Asimismo, se identificaron los
serogrupos de Legionella pneumophila SG1 y SG2-14
mediante inmunoaglutinacién con latex.

Un total de 252 cepas de Legionella pneumophila SG1
aisladas de muestras de agua recogidas entre 2010y 2024
fueron enviadas al CNM-ISCIIl para su caracterizacion
utilizando el panel de Anticuerpos Monoclonales de
Dresden (AcMo)™6,

3. ANALISIS ESTADISTICO

A partir de un total de 13 493 observaciones, se realizd
un analisis descriptivo mediante el calculo de frecuencias
absolutas y relativas, asi como porcentajes para todas
las variables presencia de Legionella, comarca, tipo de
instalaciéon, mesy ano, acompafado de representaciones
graficas.

El tratamiento de datos censurados (< LOQ:
limite de cuantificacion) se llevd a cabo siguiendo
las recomendaciones de Helsel (2011)", aplicando
el estimador de Kaplan-Meier, los valores > LOQ se
consideraron observaciones exactas.

Se realizd6 un andlisis de regresion logistica
univariable para evaluar la asociacién de cada variable
independiente (afio, mes/estacién, comarca y tipo de

instalacion) con la presencia de Legionella. Las variables
con p<0,05 se incluyeron en un modelo multivariable
mediante seleccion hacia adelante (forward stepwise).
Para mejorar la estabilidad, el tipo de instalaciéon se
recodificd en 6 categorias agrupando en la categoria
OTROS las instalaciones de baja frecuencia (ACS, CRF,
FOR, SPA, LVH y OTROS) y la variable mes se transformo
en estaciones del afo. En el modelo de regresién logistica
multivariable incluimos como covariables el tipo de
instalacion, la estacidn (variable derivada del mes), el
ano y la comarca, a fin de ajustar por estacionalidad y
diferencias territoriales. Se compararon cuatro modelos
multivariables que combinaban afo vs. periodos de cinco
anos y mes vs. estacion. Dado que las variaciones fueron
minimas, se seleccioné el modelo con “afio y estacién’,
por ofrecer mejor interpretabilidad. La colinealidad
entre los predictores se evalué con VIF y tolerancia,
obteniéndose valores dentro de rangos aceptables
(VIF < 1,1; tolerancia > 0,99).

El andlisis estadistico se realizé6 con SPSS® v.25.0 y
Microsoft® Excel® (elaboracién de los graficos).

RESULTADOS

1. EsTUDIO DESCRIPTIVO

Entre 2005 y 2024, se analizaron 13 493 muestreos,
con 1687 (12,5 %) resultados positivos para Legionella
spp. La distribucién del muestreo varié entre comarcas:
San Sebastian concentré el mayor nimero de muestras
(3 980; 29,5 %), mientras que Alto-Bajo Deba registré
el mayor nimero absoluto de positivas (528; 17,3 %)
(tabla 1).

Los sistemas de ACS, con 9 230 muestras recogidas
(2309 en acumulador, 2 135 en retorno y 4 789 en punto
terminal), representan el 68,4 % de todas las muestras del
periodo. A pesar de su volumen, presentan un 11,2 % de
positividad frente a Legionella spp. (1,2 % en acumulador,
3,4 % en retornoy 6,5 % en punto terminal) en el periodo
estudiado. En contraste, los sistemas de CRF con 2 396
muestras recogidas, la positividad es la mayor (21,3 %)
(figura 1A). Los ACS concentran la mayor actividad de
muestreo en mayo, junio y noviembre, el porcentaje

Tabla 1. N° de muestras positivas y porcentaje de muestras positivas

San Sebastian 3980 29,5% 307 7.7 %
Bidasoa 1621 12,0 % 156 9,6 %
Alto-Bajo Deba 3053 22,6 % 528 17,3 %
Urola 2087 15,5% 241 11,6 %
Tolosa-Goierri 2752 20,4 % 455 16,5 %
Total periodo 13493 100 % 1687 12,5 %
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Figura 1. A. NUmero de muestras por instalacién y porcentaje de positividad (2005-2024). B. Nimero de
muestras mensuales y porcentaje de positividad en ACS y CRF (2005-2024)
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de mayor positividad se encuentra en enero (12,8 %)
y noviembre (14,4 %). Los CRF con una distribucion
mensual de muestras mas homogénea, muestran picos
marcados de positividad en julio (29,9 %) y octubre
(27,7 %) (figura1B). Su distribucion por comarcas es
menos homogénea que la de ACS. Se concentra sobre
todo en Tolosa, que aporta el 29,2 % del muestreo de
la comarca y registra un 40,9 % de positivos en CRF. Le
siguen Alto-Bajo Deba (23,9 % del muestreo; 29,7 % de
positivos) y Bidasoa (23,0 %; 53,8 %).

En la distribucion anual 2024 acumulé el mayor
numero de muestras (1 052; 7,8 %). El mayor porcentaje
de muestras positivas por afio se obtuvo en 2006 (22 %),
disminuy6 por debajo del 15 % a partir de 2010, con un
pico puntual en 2020 (16,6 %) (figura 2).

Respecto a las concentraciones, los recuentos
positivos de Legionella spp. oscilaron entre 1y 1x107
UFC/L. La mediana fue de 780 UFC/L (IC del 95 %: 686—
874), la media de 36 297 UFC/L (IC del 95 %: 17 841
—-54754), el percentil 25 en 150 UFC/L, el 50 en 780 UFC/L
yel75en 5300 UFC/L.

La actividad de muestreo mensual fue relativamente
estable, aunque enero, agosto y diciembre tuvieron
menos muestras, coincidiendo con periodos vacacionales
y cierres temporales. Los porcentajes de positividad
fueron mas elevados en enero (15,68 %) y octubre
(15,12 %). La estacidon con mayor proporcién de positivos
fue el otofo (tabla 2).

Tabla 2. Resultados por mes y estacion

enero 574 4,3 % 90 15,7 %
febrero Invierno 1260 9.3 % 3196 23,7 % 153 12,1 % 393 123 %
marzo 1362 10,1 % 150 11 %
abril 1029 7,6 % 140 13,6 %
mayo Primavera 1469 10,9 % 4026 29,8 % 170 11,6 % 497 123 %
junio 1528 11,3% 187 12,2%
julio 1149 8,5 % 124 10,8 %
agosto Verano 861 6,4 % 3123 23,2% 79 9,2 % 338 10,8 %
septiembre 1113 8,2 % 135 12,1 %
octubre 1210 9% 183 15,1 %
noviembre Otono 1360 10,1 % 3148 23,3% 201 14,8 % 459 14,6 %
diciembre 578 43% 75 13%

2. DISTRIBUCION DE SEROGRUPOS DE LEGIONELLA SPP. Y
CARACTERIZACION DEL SG1

De la tipificacion microbiolégica de los cultivos,
se observd que, de las 1 687 muestras positivas, 217
muestras (12,9 %) se identificaron como Legionella spp.,
y 1470 (87 %) como L. pneumophila.

De las muestras identificadas como L. pneumophila, la
distribucién por serogrupos fue la siguiente: 534 (31,6 %)
correspondieron al SG1, 652 (38,7 %) a los SG2-14 y en
118 (7 %) se identificaron SG1y SG2-14. En 166 muestras
(9,7 %) no se pudo identificar el serogrupo (figura 3).

Al analizar los datos por periodos de cinco afios, se
observé que, excepto en el primer periodo (2005-2009),
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donde predomind L. pneumophila SG1, en los periodos
posteriores L. pneumophila SG2-14 fue el mas frecuente.

En 2010, de las 127 muestras positivas tipificadas,
71 (56 %) correspondieron al SG2-14, siendo el aflo con
mayor numero absoluto de aislamientos de este grupo
(tabla 3).

A partir del afo 2010 se realizé la tipificacion fenotipica
en el CNM-ISCIIl de algunos aislados de L. pneumophila
SG1.De un total de 252 muestras tipificadas, 188 (74,6 %),
se clasificaron como pertenecientes al subgrupo (MAb
3/1-), 62 (24,6 %) al subgrupo (MAb 3/1 +) y con ambos
2 (0,8 %) (figura 4). El subgrupo Olda OLDA resulté ser
el mas frecuente con 81 aislados (32,14 %) y 19 aislados
identificados como Olda OLDA-Olda Oxford (7,54 %)
(tabla 4).
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Figura 3. Resultados segun especie y serogrupo (SG) de Figura 4. L. pneumophila SG1.Tipificacién
Legionella. Aflos 2005-2024
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40 20%
20 10%
o m Mab 3/1- Mab 3/1+ 0%
m Mab 3/1 2 188 62
-0 0,8% 74,6% 24,6%
SG1-MAb 3/1

= L. spp = L. pneumophila m L.pn. SG1 = L.pn. SG2-14 = L.pn. SG1y214

Tabla 3. Identificacion de especie y serogrupo de L. pneumophila

2005 5 0 21 0 0 26
2006 15 4 43 0 0 62
2007 10 1 55 0 0 66
2008 30 0 64 0 0 94
2009 7 8 26 49 2 92
2005-2009 67 13 209 49 2 340
2010 14 7 27 71 8 127
2011 4 11 10 40 2 67
2012 4 3 13 43 8 71
2013 10 5 31 36 7 89
2014 12 4 27 34 8 85
2010-2014 44 30 108 224 33 439
2015 8 8 43 34 15 108
2016 8 7 26 41 10 92
2017 11 9 30 45 3 98
2018 2 33 36 21 18 110
2019 1 52 16 37 3 109
2015-2019 30 109 151 178 49 517
2020 3 9 15 53 15 95
2021 7 2 1 43 6 69
2022 4 0 9 26 4 43
2023 31 0 17 25 3 76
2024 32 3 14 54 6 109
2020-2024 77 14 66 201 34 392

Rev. Salud ambient. 2026; 26(1):13-26



20 Prevalencia de Legionella spp. y su asociacion con factores geograficos, estructurales y temporales en instalaciones de riesgo en Gipuzkoa (2005-2024)

Tabla 4. Identificacion Subgrupo L. pneumophila SG1'y % de Mab 3/1(+/-)

Pontiac 13 52%
Pontiac Allentown / France 8 32%
Pontiac Allentown / France - Pontiac Benidorm 1 0,4 %
Pontiac Benidorm 12 4,8%
Pontiac Knoxville 1 4,4 %
Pontiac knoxville - Pontiac Philadelphia 1 0,4 %
Pontiac Philadelphia 6,4 %
e
Olda o Bellingham 42 16,7 %
Bellingham 15 6,0 %
Bellingham 1 0,4 %
Bellingham 1 0,4 %
Olda 7 2,8%
Olda 1 0,4 %
Olda 81 32,1%
Olda 19 7.5 %
Olda 21 8,3 %
LpneumophilasGl  Ambos %
Bellingham - Pontiac Benidorm 1 0,4 %
Olda OLDA - Pontiac Allentown / France 1 0,4 %
Total 252 100 %

Se analizaron las 13 instalaciones que contaban con tipos del marcador MAb 3/1. Por otro lado, al analizar los
al menos resultados de 5 muestras tipificadas (7 ACS, 4 subgrupos se observé una clara diversidad de cepas en
CRF, 1SPA 'y 1 LCA). En la mayoria de ellas se observé el  cada instalacion (figuras 5y 6).
mismo patron del MAb 3/1. Solo en 3, aparecieron ambos

Figura 5. Instalaciones con mas de 5 muestras tipificadas. MAb 3/1

MAb 3/1 +/-
—
& 20
= 18
= 16
@ 14
= 12
@ 10
3
8
£
o 6
o a4
0
ACS1|ACS2|ACS3|ACS4|ACS5|ACSE|ACS7|CRF1|CRF2|CRF3|CRF 4| LCA | SPA
B MAb3/1+ 5 2 1 1 10 B
B MAb3/1- 19 8 11 13 5 7 51 12 5 6
B Ambos 1
Instalacién
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3. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

En el analisis univariable, las cuatro variables
analizadas demostraron asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Legionella (p<0,007)
(tabla 5).

El modelo de regresiéon logistica multivariable
elegido mostré un buen ajuste y los resultados fueron
confiables. La prueba émnibus mostré que el modelo
fue significativo (Chi cuadrado de Pearson ()(2) =441,529;
p<0,001) y clasificé correctamente el 87,5 % de los casos.
La prueba de Hosmer-Lemeshow utilizada para evaluar la
bondad del ajuste, indic6 que las predicciones del modelo
se ajustaron correctamente a los datos observados
(p=0,084). La capacidad discriminativa del modelo,
medida mediante el drea bajo la curva fue moderada
(AUC=0,655). Los coeficientes de determinacion
ajustados R? de Cox y Snell (0,032) y R? de Nagelkerke
(0,061) fueron bajos, lo que indica que el modelo explicé
solo una parte de la variabilidad del evento. No obstante,
todas las variables incluidas resultaron significativas, lo
que respalda la validez del modelo.

La presencia de Legionella spp. mostré diferencias
estadisticamente significativas en funcién de la comarca,

el tipo de instalacion, el mes y el afio de muestreo.
Entre las comarcas, Alto Bajo-Deba presenté la mayor
probabilidad de deteccidn frente al resto de las comarcas
(OR: 1,403 p=0,000) seguido de Tolosa-Goierri (OR: 1,375
p=0,000).

Los circuitos de refrigeracion (CRF) se asociaron con
mayor probabilidad de positividad (OR:2,161 y p=0,007).

El andlisis indicd una mayor probabilidad de presencia
de Legionella en otoio (categoria de referencia) seguido
del invierno (OR:0,830 p=0,015), la primavera (OR:0,827
p=0,009) y el verano (OR: 0,804 p=0,006).

Respecto a la variable afo, entre 2006 y 2010, se
observé un aumento significativo en la probabilidad
de presencia de Legionella en comparacién con 2024.
El mayor incremento se registré6 en 2006 (OR:1,885;
p=0,001), lo que indica que la probabilidad casi se duplicé
con respecto a 2024. El afo 2020 también mostrd un
aumento significativo (OR:1,429; p=0,021).

En el periodo 2011-2019, los cambios fueron menores
y no significativos. A partir de 2021 se observé una
disminucidn significativa, con una reduccion del 30 % en
la probabilidad de presencia con respecto a 2024 (tabla 6).

Tabla 5. Univariables - categorias significativas (p<0,05)

Comarca 205,72 < 0,001 Urola (Ref.) 1,00 -
Deba 1,60 (1,36-1,89) < 0,001
San Sebastian 0,64 (0,54-0,77) < 0,001
Tolosa 1,52(1,28-1,79) < 0,001
In:ig;‘:; . 218,32 <0,001 Otros (Ref) 1,00 -
CRF 2,69 (1,71-4,21) < 0,001
FOR 0,50 (0,28-0,87) <0,014
Mes 36,64 < 0,001 Diciembre (Ref.) 1,00 -
Agosto 0,68 (0,49-0,95) 0,023
Ao 113,74 < 0,001 2024 (Ref.) 1,00 -
2005 1,60 (1,00-2,53) 0,048
2006 2,44 (1,73-3,44) < 0,001
2007 1,81 (1,30-2,52) < 0,001
2008 1,91 (1,41-2,57) < 0,001
2009 1,53 (1,13-2,05) 0,005
2010 1,60 (1,21-2,10) 0,001
2015 1,38(1,04-1,84) 0,025
2020 1,72 (1,28-2,31) < 0,001
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Tabla 6. Regresion logistica multivariable: coeficientes B, errores estandar, estadistico Wald, significacion, odds ratio
(Exp(B)) e intervalos de confianza. La constante refleja la odds basal del modelo (categorias de referencia)

Tipo Instalacion OTROS (Ref.) 121,945 0,000
ACS 0,173 0,230 0,565 0,452 1,188 0,758 1,864
CRF 0,770 0,233 10,948 0,001 2,161 1,369 3,41
FOR -0,587 0,292 4,041 0,044 0,556 0,313 0,985
SPA 0,036 0,260 0,019 0,891 1,036 0,622 1,725
LVH -0,098 0,329 0,089 0,765 0,906 0,475 1,728
Ao 2024 (Ref.) 82,561 19,000 0,000
2005 -0,053 0,243 0,048 0,827 0,948 0,589 1,528
2006 0,634 0,183 12,004 0,001 1,885 1,317 2,697
2007 0,515 0,172 8,953 0,003 1,673 1,194 2,343
2008 0,460 0,156 8,668 0,003 1,584 1,166 2,152
2009 0,302 0,155 3,787 0,052 1,352 0,998 1,832
2010 0,415 0,143 8,419 0,004 1,514 1,144 2,004
2011 -0,057 0,167 0,116 0,733 0,945 0,682 1,31
2012 0,068 0,165 0,170 0,68 1,07 0,775 1,479
2013 0,113 0,155 0,537 0,464 1,12 0,827 1,517
2014 -0,063 0,155 0,164 0,685 0,939 0,693 1,273
2015 0,180 0,147 1,496 0,221 1,197 0,897 1,597
2016 0,074 0,154 0,233 0,629 1,077 0,797 1,456
2017 -0,060 0,150 0,158 0,691 0,942 0,702 1,264
2018 0,100 0,146 0,465 0,495 1,105 0,83 1,471
2019 0,106 0,146 0,523 0,47 1,112 0,835 1,48
2020 0,357 0,154 5,367 0,021 1,429 1,057 1,934
2021 -0,371 0,163 5179 0,023 0,69 0,502 0,95
2022 -0,286 0,191 2,243 0,134 0,751 0,516 1,092
2023 -0,231 0,159 2,109 0,146 0,794 0,581 1,084
Comarca Urola (Ref.) 112,543 0,000
Bidasoa -0,266 0,112 5,682 0,017 0,766 0,616 0,954
Alto-Bajo Deba 0,339 0,086 15,476 0,000 1,403 1,185 1,661
San Sebastian -0,363 0,093 15,218 0,000 0,696 0,58 0,835
Tolosa 0,318 0,089 12,735 0,000 1,375 1,154 1,638
Estacion Otono (Ref.) 10,555 0,014
Invierno -0,187 0,077 5,937 0,015 0,83 0,714 0,964
Primavera -0,191 0,073 6,882 0,009 0,827 0,717 0,953
Verano -0,219 0,079 7,632 0,006 0,804 0,688 0,938
Constante -2,212 0,265 69,742 0 0,11
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DISCUSION

1. VARIABILIDAD GEOGRAFICA

Se observaron diferencias entre comarcas en
la proporcién de muestras positivas. Parte de esta
variabilidad puede deberse a la composicién del
muestreo, ya que algunas comarcas se muestrearon mas
CRF (Tolosa-Goierri) y otras mas ACS (San Sebastian).
Sin embargo, estas diferencias persistieron en el
modelo ajustado donde CRF conservé una asociacion
independiente con la positividad tras controlar por
estacion, afno y comarca.

Esto sugiere la influencia de factores ambientales
y operativos propios de cada zona. Entre estos factores
pueden encontrarse las caracteristicas de la red de
abastecimiento y de la hidrologia'®', la configuracién
de las redes, la calidad del agua® y diversas condiciones
ambientales?!, previamente asociados con un aumento
de casos de legionelosis.

2. FACTORES OPERATIVOS DE LAS INSTALACIONES

Las instalaciones de ACS y, especialmente, los CRF
concentraron el mayor nimero de muestras positivas;
ademas el analisis de regresién multivariable confirma
que el tipo de instalacion (en particular los CRF) mantuvo
una asociacion independiente con la positividad,
coincidiendo con estudios que las sefalan a estos
sistemas como criticos por sus condiciones favorables
para la multiplicacion bacteriana®?2¢,

El disefilo complejo de los CRF, su uso en ocasiones
intermitente - que favorece el estancamiento del agua -,
junto con la antigliedad de la instalacion y la calidad
del agua, son factores que facilitan la colonizacion
bacteriana?’*. La acumulacién de materia orgdnica,
la formacién de biofilms y la interaccion con otros
microorganismos incrementan la supervivencia de
Legionella, especialmente en épocas calidas, cuando las
condiciones ambientales y la mayor disponibilidad de
nutrientes favorecen su proliferacion. Todo ello refuerza
la importancia de un mantenimiento adecuado?'.

3. VARIABILIDAD ESTACIONAL

Se observa un patrén estacional con mayor
riesgo en otofio, con una tendencia descendente en
invierno, primavera y verano. Aunque parte de esta
estacionalidad se debe al calendario operativo del
muestreo (por ejemplo, mayor presencia de CRF en
primavera-otofo), incluso tras ajustar por instalacién
persisten las variaciones estacionales.

Varios estudios han identificado tendencias similares,
aunque con variaciones segun el tipo de instalacion
y el clima local. Se han relacionado estos patrones con
temperaturas mas altas del agua en verano, con el
estancamiento durante el periodo vacacional y con
la posterior reactivacién de estos sistemas?'. Algunos
estudios sugieren la influencia de la alta temperatura
ambiente, del agua de suministro por encima de 20 °C*
o de mayores variaciones diarias de la temperatura
(diferencia entre maxima y minima), factores asociados a
una mayor frecuencia de deteccidn de Legionella®.

Otros trabajos plantean que, la estacionalidad podria
deberse mas a factores operativos, como el bajo caudal,
la presencia de biofilm y el bajo nivel de desinfectante en
sistemas clorados que con un aumento de la temperatura
del agua®. Estos hallazgos subrayan la importancia
de considerar variables ambientales y operativas en el
disefo de estrategias de vigilancia.

Gipuzkoa posee un clima ocednico humedo, con
temperaturas moderadas todo el afio (media anual:
13-15 °C), escasa oscilacion térmica diurna (6-8 °C de
diferencia entre maximas y minimas) y alta pluviosidad
(1 200-2 000 mm/ano)*. Este clima de tipo oceanico
podria contribuir a las diferencias con estudios realizados
en climas mediterraneos o continentales®®, donde la
estacionalidad suele ser mas marcada; sin embargo, no
contamos con evidencia directa que permita atribuir a
este factor las diferencias observadas.

La mayoria de los estudios relacionan los casos
de legionelosis con condiciones climéaticas durante el
periodo de incubacion (2-10 dias antes del diagnéstico),
especialmente temperatura, humedad y precipitaciones?.
En Espana, los casos de legionelosis suelen concentrarse
entre finales de verano y principios de otofo, lo que se
relaciona con una mayor temperatura ambiente en julio
y agosto y con la mayor humedad ambiental en otofio.
El desfase de dos meses con respecto a la temperatura
ambiente podria explicarse por el lento crecimiento de la
bacteria (mas prolongado en su medio natural), junto con
el tiempo de incubacion y las demoras en el diagndstico y
hospitalizacion®373,

Sin embargo, la evidencia actual sobre estacionalidad
en la enfermedad del legionario indica que son muchos
los factores que se combinan y estos pueden variar segun
la regién o pais?'.

4. TENDENCIAS TEMPORALES

El analisis mostré6 un mayor riesgo en el periodo
inicial (2006-2010) y un incremento puntual en 2020,
posiblemente relacionado con el cierre prolongado de
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instalaciones durante la pandemia de COVID-19, que
favorecié el estancamiento del agua y el crecimiento de
Legionella®#, El descenso observado en 2022 podria
deberse a variaciones operativas en la planificacion del
muestreo y no a cambios epidemiolégicos o ambientales
documentados.

La tendencia descendente posterior podria reflejar
tanto mejoras en las medidas de control y una mayor
exigencia normativa como cambios en la composicion del
muestreo, en particular el descenso notable del nimero
de CRF muestreados en los ultimos afos (instalaciones
con mayor probabilidad de positividad segun el anélisis
por tipo y afo).

Este descenso contrasta con el aumento de casos
clinicos observados en Espafa, especialmente en
regiones del norte; dicho aumento podria estar influido
por factores ambientales compartidos (temperatura,
humedad o pluviosidad) y por mejoras en la notificacion
y la vigilancia epidemiolégica®®*'.

En Gipuzkoa, al igual que en muchos otros paises, la
mayoria de los casos de legionelosis han sido esporadicos
y de origen comunitario, sin que se lograra identificar la
fuente ambiental?' y solo se notificé un brote asociado a
un balneario en 2011,

En Europa y Espafna, la incidencia continda
aumentando, con una breve disminucion en 2020,
durante la primera fase de la pandemia COVID-19°. La
pandemia no modificé sustancialmente la epidemiologia
de la enfermedad, que probablemente se deba a que
no se transmite de persona a persona, por lo que las
medidas de distanciamiento social no tuvieron un
impacto relevante en la epidemiologia, lo que subraya
la necesidad de identificar las fuentes ambientales para
mejorar la prevencion.

5. DIVERSIDAD DE SEROGRUPOS

L. pneumophila fue la especie mas prevalente,
consolidando su papel como principal patégeno. Se
observé un predominio de los serogrupos SG2-14 frente
a SG1, un patrén que coincide con estudios que muestran
menor frecuencia de SG1 en vigilancia ambiental®'. La
deteccion de ambos serogrupos en varias instalaciones
sugiere la coexistencia de distintas subpoblaciones
circulantes y, por tanto, una mayor diversidad genética
dentro de los sistemas hidricos estudiados.

Diversos estudios han demostrado que solo algunas
cepas de L. pneumophila estan asociadas al marcador
de virulencia MAb 3/1 positivo (responsables de la
mayoria de las infecciones comunitarias), mientras que
en sistemas ambientales predominan las cepas MAb 3/1
negativas*“¢. En nuestro estudio, la mayoria de las cepas
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tipificadas fueron MAb 3/1 negativas, lo que coincide
con estudios nacionales'. Este hallazgo podria explicar
la ausencia de brotes asociados a estas instalaciones en
Gipuzkoa y plantea dudas sobre el papel de estas cepas
ambientales en los casos esporadicos y brotes.

LIMITACIONES:

Muestreo: El muestreo no fue uniforme por mes ni
por comarca segun el tipo de instalacion, lo que podria
haber contribuido a parte de las diferencias geograficas y
estacionales observadas. Aun asi, tras ajustar la regresion
logistica multivariable por estacién, afo y comarca, el tipo
de instalacién corroboré una asociacién independiente
de los CRF con la positividad.

Los neutralizantes especificos se incorporaron en
2012; antes se utilizaba tiosulfato. Sin embargo, el
periodo 2005-2010 fue el que mostré mas positividad,
por lo que este cambio en el método no parece explicar
la tendencia observada, si bien debe tenerse en cuenta al
comparar periodos.

Datos censurados: La asignacién de valores
censurados introduce cierto grado de incertidumbre en
las estimaciones, lo que debe considerarse al interpretar
los resultados

Recodificacion de variables: La recodificacién de
categorias de baja frecuencia mejoré la robustez del
analisis, pero pudo reducir la especificidad de algunos
hallazgos.

Variables no evaluadas: El modelo explica solo una
parte de la variabilidad, lo que indica que existen otros
factores relevantes no incluidos (p.ej., temperatura y
caracteristicas fisico-quimicas del agua, desinfectante
residual, biopelicula, disefio y mantenimiento de las
instalaciones o las condiciones meteoroldgicas).

Tipificacion parcial: La ausencia de tipificacién en
mas de la mitad de las muestras de L. pneumophila SG1
no enviadas al CNM-ISCIII limita la generalizacion de los
resultados para este grupo.

CONCLUSIONES

La deteccion de Legionella spp. en muestras
ambientales mostro variaciones temporales, geograficas
y estructurales. La probabilidad de positividad fue mayor
en otono, en determinadas comarcas y en CRF.

La tendencia descendente observada tras 2020 debe
interpretarse con cautela: puede reflejar tanto mejoras de
control como cambios en la composicion del muestreo
(menor peso de CRF).
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La diversidad de serogrupos (predominio de SG2-
14 frente a SG1) y la alta proporcién de cepas MAb 3/1
negativas (menos asociadas a virulencia) sugiere un
riesgo bajo de brotes y un papel limitado en los casos
esporadicos en Gipuzkoa.

RECOMENDACIONES

Reforzar la vigilancia basada en riesgo estacional,
priorizando los CRF, el otofio y las dreas con mayor carga.

Profundizar en el analisis incorporando variables
ambientales y operativas (meteorologia, diferencias
geograficas entre comarcas, pardmetros del agua de
aporte, desinfectante residual, indicadores de biofilm,
disefio y mantenimiento) para mejorar la capacidad
explicativa y predictiva.

Incorporar la identificacion de subgrupos de SG1,
especialmente MAb 3/1+ para mejorar la evaluacion
del riesgo, ya que aporta informacién util sobre qué
cepas pueden llegar a causar enfermedad, y asi dirigir la
vigilancia y las medidas de control hacia las instalaciones
con mayor riesgo.

Ampliar la investigacién de otras posibles fuentes de
transmision de Legionella para mejorar la prevenciényy el
control.
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