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La Iégionelle dans tous ses états

Epidémiologie et résistance
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Evolution de l'incidence des cas de
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Malgré de multiples
réglementations, le nombre de
cas ne diminue pas en France

v' Sources non maitrisées ?

v’ sources non connues /
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Evolution de l'incidence ?

2018 +31% vs 2017
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Number of cases
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1 0N cases

—a— Notification rate metropolitan France

X Santé
+@_e publique
oo France

1988 1980 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Notification rate per 100 000 population

600

500

300

200

100

Juin 2018

min-max 2005-2016
= = mean
2017
2018

Apr

May June July Aug Sept Oct Nov  Dec



Forte augmentation en Juin 2018

v’ Situation similaire dans plusieurs pays européens
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Impact du climat / météorologie sur l'incidence des cas ?

* lien entre une augmentation de l'incidence des cas et
e taux d’humidité relative élevé et température élevée (Beauté J et al. 2016, Brandsema PS et al. 2014)
 fortes précipitations +++ :
2310 jours avant début des symptomes (T. Braeye 2020, Fisman et al. 2005)
* Entre 1 et 2 semaines (Hicks LA 2007, Garcia-Vidal C 2013, Chen NT 2014, Halsby KD 2014)

e Cas en France de 2008 — 2015 (étude de Santé publique France)
* |a durée d’un taux d’"humidité relative élevé (>80%) est associée au taux d’incidence de
|égionellose

* des temperatures moyennes d’environ 17°C (sur la journée) sont associés a un risque
d’augmentation de cas de légionellose dans les semaines suivantes



Number of cases and notification rate, France 1988 - 2020
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v’ 2020: 1328 cas (-27% vs 2019)
v’ Caratéristiques similaires

v Méme gradient Ouest - Est

v’ case fatality rate: 10%

Number of LD cases by month, France, 2010-2020
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Risk factors of LD cases, France 2013-2020
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Risk exposures of LD cases in France, 2013-2020
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2013-2019 2020 p

N =10796 N= 1328
Community acquired 6 727 (62%) 890 (67%) p<0.001
Travel 2049 (19%) 179 (13%) p<10-6

v" Moins de cas
v" Plus de cas communautaires
v' = moins de cas liés au voyage




Sous-diagnostic de légionellose en 2020 ?

Contact des labos : tests urinaires réalisés en
Mars 2020 vs Mars 20197

\
g‘\ 59 laboratoires d’hopitaux (47 villes)
Mars 2019 Mars 2020
-18%
LD cases LD cases
_
n=79 n=65

+2.5-fold, IQR: [1.6-2.8] in March 2020

Tests de detection des Ag dans les urines vendus
aux laboratoires francais?

e Contact de 6 principaux distributeurs

* En Mars 2020 vs Mas 2019: +2.1-fold, IQR:
[1.52-14.8]

* En 2020 vs 2019: +1.3-fold

=> pas de sous-diagnostic de la légionellose en 2020 comparé a 2019




Co-infection de Legionella et SARS-CoV-2 ?
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> Emerg Infect Dis. 2021 Sep 1;27(11). doi: 10.3201/eid2711.202150. Online ahead of print.

Co-infection with Legionella and SARS-CoV-2,
France, March 2020

Camille Allam, Alexandre Gaymard, Ghislaine Descours, Christophe Ginevra, Laurence Josset,
Maud Bouscambert, Laetitia Beraud, Marine Ibranosyan, Camille Golfier, Arnaud Friggeri, Bruno Lina,
Christine Campese, Florence Ader, Sophie Jarraud, COVID-19 diagnosis HCL consortium1

PMID: 34469708 DOI: 10.3201/eid2711.202150

Cases (n=7) Legionella and SARS-Cov-2 Co-infected patients

Median age 72y
_ elderly patients
Sex ratio 6/1
mostly men
LD risk factors 417 co-morbidities
COVID-19 risk factor 6/7 all admitted to ICU
o higher case fatality rate than patients without
ICU admission i SARS-Cov-2 co-infections
Mortality rate 29%

= severe LD = severe COVID >> SARS-CoV2-negative LD (9%)

15



En 20217

Mise a jour le 05/10/2021

Nombre de cas de légionellose notifiés en France de 1988 a 2020
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Sources de contamination ?

Expositions a risque ? (questionnaires)

Cas de 2005-2017 (N=17703)

Expositions n %
Ets de soins 1200 7
Thermes 6 <1
Maison de retraite 767 4
Voyage 3329 19
Autre exposition 1367 8
Total 724
- 60 % : pas

d’exposition
particuliere !




Sources de contamination ?

Expositions a risque ? (questionnaires)

Cas de 2005-2017 (N=17703)

Expositions n %

Ets de soins 1200 7

Thermes 6 <1

Maison de retraite 767 4

Voyage 3329 19

Autre exposition 1367 8

Total 724
- 60 % : pas
d’exposition Place du domicile ?
particuliere !




Sources de contamination ?

Expositions a risque ? (questionnaires)

Cas de 2005-2017 (N=17703) 7% de cas nosocomiaux (= 100 cas /an)
Expositions n %
Ets de soins 1200 7 . , .
Thermes ; 1 v enlien avec la réglementation de 2002
Maison de retraite 767 4
Voyage 3329 19 v’ Diagnostic exhaustif des cas ?
Autre exposition 1367 3 v C \
asalLpl
Total 724 v P Nosocomiaux
Cas Lp nhonsgl et non Lp

- 60 % : pas

d’exposition

particuliere !




Démarche du diagnostic ?

1ERE INTENTION
(= diagnostic)

v Si suspicion +++

v/ Siimmunodéprimé

@ Antigénurie B et/ ou ' PCR respiratoire @ ’

v rapide (< 1h) v tout échantillon respiratoire bas

v non invasif v détection toutes espéces et sg de Lp (attention
v sensibilité > PCR (pour Lp1) dépendant des kits)

v non influencé par ATBthérapie v sensibilité > Ag urinaire (toutes les Legionelloses)
X limité a Lpl v outils de suivi

X sensibilité faible pour les cas nosocomiaux X sensibilité < Ag urinaire pour Lp1 (80-85%)

(méme Lp1l)

’ des cas a Legionella non-Lp1 +++

20



Démarche du diagnostic ?

1ERE INTENTION
(= diagnostic)

Antigénurie et/ ou PCR respiratoire

Recommandé
+++
2EME INTENTION Culture sur échantillon
(= épidémiologie) respiratoire

|

Typage par NGS



ISOLAT CLINIQUE

Genre Legionella

Légionellose

> 60 especes

: L. non
{ L. pneumophila J L hil J
‘ pheumophiia \ Chez les immunodéprimés +++

99 % 1% 2%

, A
o

l ! _\ Biais cultural et diagnostic initial par AgU

N=4336 isolats

Données CNR, souches cliniques de 2012 a 2019

% 2% 2%

m Legionella dumoffii

m Legionella micdadei

® Legionella longbeachae
m Legionella anisa

® Legionella tucsonensis
m Legionella gormanii

m Legionella bozemanii

m Legionella feelei

m Legionella cincinatiensis
m Legionella wadsworthii
m Legionella sainthelensis

m Legionella maceachernii



ISOLAT CLINIQUE

{ Genre Legionella
_______________________________________________________________________________________________________________ 60 >
\\\\\\\\ > 60 especes
= [ L. pneumophila J
. [ Sérogroupe 1 J ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 16 sérogroupes
O
3 \\\\\\\\\\ Profile antigénique du LPS
3
P Sequence Type J ””””” \\\\\\\\\\ ””””””” ~ 3000 ST
l Séquence nucléotidique de 7 alleles (3500 pb)
v STs majoritaires

8 STs majoritaires = 50% des isolats cliniques  ST23, ST1, ST47, ST62, ST259, ST40, ST701, ST146



ISOLAT CLINIQUE

{ Genre Legionella
_______________________________________________________________________________________________________________ 60 >
\\\\\\\\ > 60 especes
= [ L. pneumophila J
. [ Sérogroupe 1 J ------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 16 sérogroupes
O
3 \\\\\\\\\\ Profile antigénique du LPS
3
P Sequence Type J ””””” \\\\\\\\\\ ””””””” ~ 3000 ST
l Séquence nucléotidique de 7 alleles (3500 pb)
v STs majoritaires

8 STs majoritaires = 50% des isolats cliniques STZB@ ST47,ST62,ST259, ST40, ST701, ST146



Sources de contamination ?

Expositions a risque ?
(questionnaires)

Cas de 2005-2017 (N=17703)

Expositions n %
Ets de soins 1200 7
Thermes 6 <1
Maison de retraite 767 4
Voyage 3329 19
Autre exposition 1367 8
Total 724
- 60 % : pas
d’exposition
particuliere !

Investigation avec comparaison génomique

Cas de 2008-2019 (N=17 253) Comparaison : N=648 cas (4% des cas)

Sites Profils de % Total of

souches comparisons
identiques

Collectivité de personnes agees 26 93 28

Etablissement hospitalier 110 74 148 Eau

Domicile 111 70 159  sanitaire

Etablissement de tourisme 63 70 90

Autre * 73 66 111

Tar 8 7 112

Total 391 60 648

* spa, lieu de travalil , loisirs ...
PFGE, SBT, WGS



Souches ST1

distribution mondiale

tres frequente dans environnement

Cas / mortalité élevée

association avec (analyse multivariée)
e transmission nosocomiale
e corticothérapie
e cancer

* maladies hématologiques

Lawrence C. JCM 1999

Cassier et al. 2014 ; Ginevra et al. 2009



Apport du Whole Genome Sequencing (WGS)

Génotypage par WGS

Génotypage par SBT
(cgMLST 50)

Seules les données de WGS

> 50% des isolats cliniques
appartiennent a 9 ST (ST23, ST1,

permettent de discriminer
ces souches

ST62, ST259, ST47...)

Souches CNR




Souches ST1

e analyse phylogéographique (SNPs) : 229 ST1

* hopitaux 17 pays

* Ccas nosocomiaux et communautaires

e Diversité au sein d'un méme hospital : micro-evolution

service dépendant

* WGS permet de soutenir une origine nosocomiale
* Mais niveau de “soutien” depend de I'importance de

I’échantillonnage

* les hopitaux ont été ensemencés par Lpl ST1 via une
propagation locale et internationale.

David et al. CID 2017

BT he Wesley
‘Hospital

Country of isolation
= Australia === France === |srael == Morocco === Sweden = USA

= Austria mmm Germany === ltaly —= Netherlands === Switzerland === Other (cruise ship)
mmm Denmark —= Greece mmm Japan = Spain = United Kingdom

mAb subgroup Context

=== Allentown/France === Heysham === Pontiac/Knoxville === From/linked to a hospital

=== Benidorm mmm Oxford/OLDA  wmmm NA (non-sg1) mmm Not from/linked to a hospital
mmm Camperdown == Philadelphia == Unknown == Unknown

Source Cases

=== Clinical 1—28

40 SNPs

mmm Environmental



Tree scale: 0.01 ~

SNPs

—— LG-1118-1044 88
' LG-1139-1124 104
HL-0036-4001 36
. Hospital A A - HL-0102-3034 36
HL-0101-3003 35
(] Hospital B . 01023035 36 Transmission of Legionnaires’ Disease through Toilet Flushing
B Hospital C - LG-0713-5007 37
HL-0131-3039 36 .
[ Hospital D HL-0051-1015 36 Couturier Jeanne et al. EID 2020 : Hopitaux
— LG-0713-5006 36 Unlvers;fcl_res
L Paris-2001-I-n2 38 Est Parisien
LG-0940-4015 39
HL-0311.1005 15 SAINT-ANTOINE
Souches ST1 HL-0230-4015 44
LG-1101-1012 49
LG-1020-3012
LG-1019-1002
LG-1416-4007

100
LG-1416-4008

109 LG-0918-2005
LG-0918-2002
LG-1427-4009
LG-1427-4010
—————  LG-1105-4025

LG-0725-3022
Tug— HL-0337-3012
% LG-0725-3019

016130287701

U 5 016130251301
4016130255301
016114436801

L 016130246701
* 016130248801

99

15 Cold-water network inlet
4 Room 1 - toilet water

1 Room 1 - toilet water

0 Patient 2

0 Room 1 - toilet water

0 Room 1 - toilet water

016130283901 22  Cold-water network inlet
016130275101 14 Office ward
017159139201 41 Cold-water network inlet (March)
016008700201 19 Patient 1

3 016130278701
100016130281401

17 Room 2 - toilet water
17 Room 2 - toilet water
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Résistance de Legionella aux antibiotiques 7



Hypotheses sur ['lacquisition de résistance ?

Sub-inhibitory antibiotic
concentrations

Under therapy

Before infection

Inhibitory antibiotic
concentrations

Antimicrobials in the
environment



Résistance de Legionella aux antibiotiques 7

Sélection de mutants résistants
experimental in vitro
cmi

. FQ -> X 512
* - de haut niveau | macrolides -> X 4096

Rifampicine -> X 60 000

e tres facile

Resistance
Mlevel =

h level

Antibiotic

Low level :
concentrations




Résistance de Legionella aux antibiotiques 7

Sélection de mutants résistants Mécanismes
experimental in vitro
> - i 1,2,6
e tres facile cMmI * Fluoroquinolones
: FQ ->X'512 > gyrA, gyrB, parC
* = de haut niveau | macrolides -> X 4096 gy. » gyre, p
Rifampicine -> X 60 000 * Macrolides!3
Re\slistalnce » 23S rRNA, rpID (L4), rpIV (L22)
eve ': —
= . N8 * Rifampicinel4>
,.)z
=™ [~ High level > rpoB
- Mdderate
- - level
Antibiotic
Low level :
concentrations

I Nielsen et al. DMID 2000, 2Almahmoud | et al. JAC 2009, 3 Descours G et al. AAC 2017, % Nielsen K et al. AAC 2000, > Billy
PA Unpublish data, ®Almahmoud et al., JAC 2009



Détection chez les patients ? dans I'environnement ?

Acquisition “naturelle” de
resistance ?

e dans le monde:

» 1 seul isolat clinique résistant a
bas niveau aux fluoroquinolones

» mutation de gyrAl

> Pas d’isolats environnementaux

1 Bruin et al. JAC 2014

Méthodes de detection ?

(phénotypiques)

* besoin de standardization
européennne?

e Etest sur BCYE : non recommandé

* CMI en milieu liquide

» Nouvelles recommandations
EUCAST (groupe ESGLI)

2 Portal, Descours et al. JAC 2021



Distribution des CMI : WT vs résistants sélectionnés in vitro
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Distribution des CMI : WT vs résistants sélectionnés in vitro

Distribution bimodal
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Distribution des CMI : WT vs résistants sélectionnés in vitro

Number of strains
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Distribution bimodal
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Number of strains

Azithromycin MICs (mg/L)

Sensibilité diminuée
v’ Souches avec Pompe a efflux LpeAB
v’ surexprimée a des concentrations subinhibitrices de
macrolide
v' ST1 ou ST701/259 clusters

Massip et al., JAC, 2017 ; Descours et al. AAC 2017

% Epidemiological cut-off values (ECOFFs)




Surveillance de |a résistance aux antibiotiques basée sur
le WGS de L. pneumophila

Workflow

»llumina WGS Legionella isolates
e 2015-2021: ~3000 isolates
e 2019-2021: All isolates (clinical, environmental)

»Read mapping on the 7 genes linked to antibiotic resistance (gyrA, gyrB, parC,
23S rRNA, rpID (L4), rplV (L22), rpoB)

»Variant calling on position related to mutations linked to antibiotic resistance



Surveillance de |a résistance aux antibiotiques basée sur
le WGS de L. pneumophila

In 2021

* 8 Lplisolates harbor A2052G mutation in 23S rRNA
» Mutation on the 3 copies of the rRNA

* All Lp1 were isolated from an hotel water network.

* High level of resistance toward macrolides (erythromycin and azithromycin) for
the 8 isolates



Surveillance de |a résistance aux antibiotiques basée sur
le WGS de L. pneumophila

In 2021

e 8 Lpl isolates harbor A2052G mutation in 23S rRNA
» Mutation on the 3 copies of the rRNA

* All Lp1 were isolated from an hotel water network.

* High level of resistance toward macrolides (erythromycin and azithromycin) for
the 8 isolates

These 8 strains are the first “naturally” highly resistant L. pneumophila ever
‘ described worldwide



. S V1 lini résistant aux fluoroquinolones |
En resume 1 isolat clinique résistant aux fluoroq / Monde entier

e v'1isolat environnemental (8 d’1 mé&me réseau) [ v ++ années de recherche
> résistant aux macrolides |




En réSU me v'1 isolat clinique résistant aux fluoroquinolones ,
v' Monde entier

ISOLATS v'1isolat environnemental (8 d’1 méme réseau) [ v ++ années de recherche
resistant aux macrolides B

Sous-estimation de |la résistance ? isolat clinique disponible dans =~ 25% des cas

A partir d’échantillons pulmonaires ?

6 PCRs Sanger s_equenCing

El'l A ;"'\.'\l, I \.“."Lﬂﬂ nﬂ N'. W M
AR L
| % Ou  NGS sur le produit de
- . Resistant PCR
rrl (2611) - *‘\\ A
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» 2 cases by NGS of gyrA QRDR (shadoud et al., EBioM., 2015)

Day of sampling % of gyrA83 mutant

(DO= diagnosis) alleles
Patient #2 DO 29%

D4 94 % —
Patient #4 DO 1.05 %

D3 75 %

D5 85 % D




Conclusion -1

* Incidence des légionelloses associée aux conditions climatiques
* Quel est I'impact direct sur le mode / sources de contamination

 Quel role des contaminations a domicile ?

 Favoriser la détection de toutes les légionelles - apport de la PCR

* Favoriser la culture : analyses phylogénétiques



Conclusion -2

* Résistance de Legionella aux antibiotiques : exceptionnnelle

* 1 cas résistance quinolones / 1 environnement aux macrolides

* Pas de relation entre évolution péjorative et résistance aux
antibiotiques

* Nécessité de surveillance +++
* Apport du whole genome sequencing
* Apport de méthode standardisée en microdilution
* Etude directement sur prélévement (en absence de souches)
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