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Diphtherie — Labor — Jahresbericht
2021

Zusammenfassung

Im Jahr 2021 wurden an der Nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie - Labor fiinf Pro-
ben, davon vier humaner Herkunft, untersucht. In vier Proben (3 humane Proben und 1
Probe tierischer Herkunft) konnte Corynebacterium diphtheriae nachgewiesen werden.
Eine Probe zeigte kein Wachstum von Korynebakterien. In zwei Proben, alle beide huma-
ner Herkunft, verlief ein molekularbiologischer Toxingen-Nachweis positiv. Die Toxinpro-

duktion konnte in beiden Fallen mittels Elek-Test bestatigt werden.

Summary

In 2021, five biological specimens were tested at the National Reference Centre for Diph-
theria — Laboratory, four of them were specimens from humans. Four samples, three of
human origin were positive for Corynebacterium diphtheria, one tested negative for Cory-
nebaterium sp. Toxigenic Corynebacteria were detected in two samples, both of human

origin.
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Einleitung

Korynebakterien sind grampositive, fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende Stabchen-
bakterien. Die meisten Vertreter dieser Gruppe sind opportunistische Keime (d.h. nur un-
ter speziellen Bedingungen ,krankmachend”). Die groRte klinische Bedeutung haben to-
xinbildende Stamme von Corynebacterium (C.) diphtheriae; diese toxinbildenden C. diph-
theriae-Stamme sind die klassischen Erreger der Diphtherie. Auch toxigene Stamme von
Corynebacterium ulcerans (die manchmal den Nasen-/Rachenraum von Mensch und Tier
besiedeln) oder von Corynebacterium pseudotuberculosis konnen Diphtherie verursachen.
Der Mensch ist das einzige Reservoir von C. diphtheriae. Die Ubertragung erfolgt haupt-
sachlich aerogen in Form von Tropfchen, oder durch direkten Kontakt mit respiratorischen
Sekreten oder Wundexsudaten. Auch Erbrochenes oder kontaminierte Lebensmittel (z.B.
Milch) und Gegenstinde haben in der Vergangenheit eine Rolle bei der Ubertragung ge-
spielt. Die klassische Diphtherie ist eine oft schwer verlaufende Infektionskrankheit, die
ohne adaquate Therapie letal enden kann. In den entwickelten Landern ist die Inzidenz
der Erkrankung sehr niedrig. Die Diphtherie ist aber in vielen Regionen der Welt, wie etwa
in Fernost und im Nahen Osten, in Sidamerika und in Afrika, endemisch. Die diagnostische
Methode der Wahl ist die Anzucht des Erregers aus klinischem Untersuchungsmaterial wie
etwa Abstrichen von entziindeten Stellen (Nase, Rachen, Gaumenmandeln, Wunden) oder
aus abgetragenem Membranmaterial. Darlber hinaus kénnen je nach klinischem Verdacht
auch andere Materialien (z.B. Blut) nach Absprache mit dem Labor eingesandt werden.
Nach Anzucht von Korynebakterien ist der Nachweis der Toxinproduktion fiir die Diagno-
sesicherung erforderlich. Die Therapie soll so friih wie moglich (bereits bei vorlaufiger kli-
nischer Diagnose) eingeleitet werden und erfolgt simultan mit Antibiotika-Gabe und — so-

fern verfiigbar — mit Gabe von Diphtherieantitoxin (Diphtherieserum).

In Osterreich war Diphtherieantitoxin (Diphtherieserum) 2011 bis 2015 nicht erhaltlich.
Seit 2016 ist die 4. Med. Abteilung mit Infektionen und Tropenmedizin (Abteilung Hr. Pri-
marius Doz. Dr. Wenisch) der Klinik Favoriten, Kundratstrasse 3, A-1100 Wien (Tel:
01601912401) die Auskunftsstelle beziiglich Verfiigbarkeit von Diphtherieantitoxin in Os-

terreich.

Die Pravention beginnt im Kindesalter und besteht in einer aktiven Immunisierung mit ei-
nem Toxoid-Impfstoff (inaktiviertes Diphtherietoxin). Nach der Grundimmunisierung sollte
alle zehn Jahre aufgefrischt werden (in Kombination mit Tetanus-, Pertussis- und Polio-

Schutzimpfung), ab dem vollendeten 60. Lebensjahr alle 5 Jahre [2]. Im Jahr 2014 waren in
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Osterreich erstmals nach 20 diphtheriefreien Jahren wieder zwei Fille von Wunddiphthe-
rie registriert worden [2]. Seitdem werden immer wieder Falle von Wunddiphtherie regis-
triert. Soweit erhebbar, hatten bisher alle Patienten eine positive Reiseanamnese. Falle

einer Rachendiphtherie wurde bisher nicht mehr diagnostiziert.

Ergebnisse

Im Jahr 2021 wurden insgesamt fiinf Proben (eine davon tierischen Ursprungs) zur Uber-
prifung eines Diphtherieverdachts an die Nationale Referenzzentrale fiir Diphtherie - La-
bor Gibermittelt (Tabelle 1). Es handelte sich um Wundabstriche (n=4; 3 humane, 1 tieri-

sche Probe) und um Material aus einer Larynx Biopsie (n=1).

In einem Fall wurde das Primarmaterial eingesendet, in vier Fédllen die bereits zuvor ange-

zlichtete Reinkultur (Isolat).

Die funf Einsendungen verteilten sich auf das gesamte Jahr (Auswertung nach Eingangsda-
tum der Isolate in der nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie - Labor). Zwei Einsen-
dungen stammten aus Salzburg, eine aus Niederosterreich, eine aus Oberdsterreich und
eine aus Wien. Drei Patienten waren mannlich, eine Patientin weiblich. In einem Fall

stammte das Material von einem Lama. Die Patienten waren zwischen 3 und 18 Jahren alt.

In drei Einsendungen konnte Corynebacterium diphtheriae ssp. mitis/belfanti nachgewie-
sen werden. Der Stamm nicht-humanen Ursprungs konnte als Corynebacterium diphthe-
riae ssp. gravis identifiziert werden. In einem Fall konnte kein Wachstum von Korynebak-

terien nachgewiesen werden.

Zwei der vier Isolate bildeten Diphtherietoxin, alle beiden stammten aus humanem Pro-

benmaterial.
Eine Zusammenfassung der als positiv/toxigenic bestatigten Proben, die in den Jahren

2010-2021 an der Nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor eingesandt wurden
ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Alle vier kultivierbaren Isolate wurden in vitro mittels E-Test (Biomerieux, Marcy-I'Etoile;
Frankreich) auf die Empfindlichkeit gegenliber sechs Antibiotika getestet: Penicillin G,
Clindamycin, Rifampicin, Vancomycin, Ciprofloxacin und Linezolid. In Ermangelung von
Spezies-spezifischen Breakpoints des European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) flir Corynebacterium diphtheriae wurden die EUCAST-Breakpoints fur Co-
rynebacterium spp. fur die Interpretation der in vitro-Empfindlichkeit herangezogen. Alle
Isolate waren empfindlich gegentiber Linezolid, Ciprofloxacin, Vancomycin und Rifampicin.
Ein Isolat war resistent gegeniiber Clindamycin, zwei gegentiber Penicillin G. Die Ergeb-

nisse der in vitro Empfindlichkeitstestung sind in Abbildung 2 wiedergegeben.

Tabelle 1: Einsendungen von als positiv getesteten humanen Proben an die Nationale

Referenzzentrale fiir Diphtherie - Labor, Osterreich 2021

# Eingangs- Alter Einsen- Probenart Symptome/Er- Kulturergebnis PCR-Toxin-
datum der krankung nachweis
(Subunit
A und B)
1 18.02.2021 18 Uniklini-  Wundab- multiple, C. diphtheriae A+B positiv
kum strich fibrinbelegte mitis/belfanti ELEK-Test:
Salzburg Daumen Hautulzeratio- POSITIV
nen
2 27.09.2021 3 Uniklini-  Wundab- Ulcus cruris C. diphtheriae A+B negativ
kum strich Wade mitis/belfanti
Salzburg
3 02.11.2021 16 Landes-  Wundab- Fieber und C. diphtheriae A+B positiv
klinikum  strich superinfizierte var mitis ELEK-Test:
Wiener Unterbauch  Scabies POSITIV
Neu-
stadt

Abkulrzungen: C.: Corynebacterium; A: Diphtherietoxin Subunit A; B: Diphtherietoxin Subu-
nit B

Nationale Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor Seite 7



16
14
12

10

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

N~ O

m C. diphtheriae (non toxigenic) ® C. ulcerans (non toxigenic)

M toxigenic C. diphtheriae m toxigenic C. ulcerans

Abbildung 1: Als C. diphtheriae bzw. C. ulcerans identifizierte (n=82) und als toxigen
(n=11) bestatigten Isolate (von insgesamt 104 Einsendungen), die in den Jahren 2010-2021
an die Nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie - Labor eingesandt wurden.
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Abbildung 2: Ergebnisse der in vitro Empfindlichkeitstestung von vier Corynebacterium
diphtheriae-Isolaten aus dem Jahr 2021; Interpretation nach EUCAST-Empfehlungen fiir

Corynebacterium spp. (R: resistent; |: sensibel bei erhdohter Exposition; S: sensibel).
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Diskussion

In mikrobiologischen Laboratorien in Europa werden Rachen-/Nasenabstriche in der tagli-
chen Routine im Regelfall nicht mehr mittels Selektiv- oder Indikatoragar-Platten (z. B.
Hoyle’s Agar) auf potentiell toxinogene Korynebakterien untersucht; lediglich auf spezielle

Anforderung hin wird gezielt nach toxinbildendem Corynebacterium diphtheriae gesucht.

Eine retrospektive Analyse der zwischen 2000-2009 im europdischen Raum gemeldeten
Daten ergab eine kontinuierliche Abnahme der Inzidenz der Erkrankungsfalle durch toxige-
nes Corynebacterium diphtheriae, wahrend zunehmend toxinbildende Stamme von Cory-
nebacterium ulcerans als Erreger identifiziert werden [3]. Von 2014 bis 2018 wurden in der
EU/EWR 254 Fille von Diphtherie gemeldet, 139 davon verursacht von C. diphtheriae. Die
meisten Diphtherie-Falle (Fall/100.000 EW) wurden in diesem Zeitraum in Deutschland (69
Falle) registriert. Im Jahr 2018 wurden in der EU/EWR 63 Félle von im Labor bestatigter
Diphtherie gemeldet. Die Anzahl der Falle, die auf C. diphtheriae zuriickzufiihren sind, hat
in den letzten Jahren wieder zugenommen, insbesondere die der importierten Hautdiph-
therie (neun von zehn importierten Fallen in 2017) [5]. Im Jahr 2016 verlief in Belgien ein
Fall von Rachendiphtherie bei einem 3-jahrigen nicht geimpften Kind toédlich [6]. Im Jahr
2015 war ein todlicher Fall von Rachendiphtherie bei einem 6-jahrigen nicht geimpften
Kind in Spanien dokumentiert worden [7]. In Venezuela und Jemen wurde 2017 lber epi-

demisches Auftreten von Diphtherie mit mehreren hundert Fallen berichtet [8].

Fiir Osterreich konnte in den letzten zehn Jahren eine tendenzielle Zunahme der an die
Nationale Referenzzentrale fiir Diphtherie - Labor eingesandten Proben festgestellt wer-
den. Seit 2018 ist zudem auch wieder eine kontinuierliche Zunahme von C. diphtheriae-
Isolaten an allen eingesendeten Proben zu beobachten. Der Anteil von Toxin-bildenden

Stammen bleibt hier allerdings auf einige wenige Falle beschrankt (vgl. Abb. 1).

So wurden im Jahr 2014 in Osterreich - erstmals nach {iber 20 diphtheriefreien Jahren —
wieder zwei Falle von importierter Wunddiphtherie diagnostiziert worden. Beide Infektio-
nen stammten aus Afrika und wurden durch Corynebacterium diphtheriae ssp. mitis verur-
sacht. 2016 konnte ein toxinbildendes Corynebacterium diphtheriae ssp. mitis/belfanti lso-
lat aus einem Wundabstrich eines 60-jahrigen Patienten mit Panaritium nach einer Rick-
kehr aus einem einmonatigen Urlaub in der Demokratischen Sozialistischen Republik Sri
Lanka angeziichtet werden. Auch im Jahr 2020 konnte ein toxinbildendes Corynebac-
terium diphtheriae ssp. mitis/belfanti aus dem Wundabstrich eines 14-jahrigen Migranten

aus Afghanistan nachgewiesen werden.
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Im Februar bzw. im November 2021 wurden toxinbildende Corynebacterium diphtheriae
ssp. mitis/belfanti bzw. Corynebacterium diphtheriae var. mitis in Wundabstrichen zweier
mannlichen Migranten aus Afghanistan nachgewiesen. Ein vom WHO Reference Centre for
Diphtheria and Streptococcal Infections at Public Health England (PHE) durchgefiihrter
ELEK-Test bestétigte die Toxinproduktion. (vgl. Tab. 1). Auch in anderen europdischen Lan-

dern wird tber das Vorkommen von Hautdiphtherie berichtet [4,20].

Wahrend die klassische Diphtherie, verursacht durch toxigene Stamme von C. diphtheriae
var. gravis, intermedius, mitis oder belfanti, ausschliefSlich von Mensch zu Mensch tber-
tragen wird, ist bei C. ulcerans auch ein tierisches Reservoir méglich. Im Jahr 2011 ist das
erste Mal eine molekularbiologische Bestitigung der erfolgten Ubertragung von toxige-
nem C. ulcerans vom Haustier auf den Menschen gelungen [9]. Im Jahr 2014 wurde in
Frankreich ein todlicher Fall von Wunddiphtherie verursacht von C. ulcerans bei einer
achtzigjahrigen Patientin mit unklarem Impfstatus registriert. Auch in diesem Fall konnte
die Ubertragung von einem Tier auf den Menschen nachgewiesen werden [10]. Die Mehr-
zahl (75%) der im Erwachsenenalter auftretenden Diphtherie-ahnlichen Infektionen mit C.
ulcerans betreffen Personen nach einem kompletten oder inkompletten Diphtherie-Impf-
zyklus [11].

In Osterreich wurde im Jahr 2013 aus dem Wundabstrich einer 84-jihrigen Patientin ein
toxinbildendes C. ulcerans angeziichtet. Im Jahr 2016 wurde, ebenfalls in Osterreich, ein
toxinbildendes C. ulcerans aus dem Wundabstrich eines 81-jahrigen Patienten, ohne Diph-
therie-Symptomatik, nachgewiesen; der Diphtherie-Impfstatus des Patienten konnte nicht
ermittelt werden. Zudem konnte im Jahr 2020 aus einem Wundabstrich eines 61- jahrigen
Mannes ein Toxin-A-bildendes C. ulcerans nachgewiesen werden. Auch hier bestatigte ein
vom WHO Reference Centre for Diphtheria and Streptococcal Infections at Public Health

England (PHE) durchgefiihrter ELEK- Test den Toxinnachweis.

Nicht-toxigene Stamme von Corynebacterium diphtheriae werden seit den spaten 1990er
Jahren in mehreren Landern der Welt zunehmend als Ursache fiir schwere invasive Er-
krankungen, wie Endokarditis, Fremdkorperinfektion, Gelenkinfektion und Bakteriamie,
beschrieben. Alkoholismus, Obdachlosigkeit, intravendser Drogenkonsum oder Zahnkaries
gelten als Risikofaktoren [12,13].

Im Mérz 2015 wurden vom WHO Reference Centre for Diphtheria and Streptococcal Infec-

tions at Public Health England (PHE), London, Colindale neue Richtlinien fir die mikrobio-

logische Diagnostik veroffentlicht [14]. Darin sind vom deutschen Konsiliarlabor evaluierte
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Nachweismethoden zum Toxinnachweis mittels real-time PCR angefiihrt [15] sowie Me-
thoden zur Speziesdifferenzierung mittels Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight (MALDI-TOF) Massenspektrometrie [16]. Im Jahr 2021 wurde eine neue Ver-
sion des WHO Manuals zur Diagnostik von Diphtherie herausgegeben [17]. Darin werden
Aspekte der Identifizierung, Toxin Nachweis, Antibiogramm und molekularbiologischer Ty-

pisierung sowie serologische Testung und Qualitatsmanagement behandelt.

Der Erregernachweis mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde an der Nationalen
Referenzzentrale fir Diphtherie-Labor in Wien im Jahr 2011 implementiert. Die Untersu-
chung von Corynebacterium diphtheriae-lsolaten auf Toxigenitat erfolgt an der Referenz-
zentrale seit 2012 mittels PCR. Die zeitgleich mit der Umstellung auf den PCR-Nachweis
durchgefiihrte Abschaffung des diagnostischen Tierversuches an der Nationalen Referenz-
zentrale fur Diphtherie - Labor steht im Einklang mit der Verordnung des Bundesministers
flr Wissenschaft und Forschung zur Durchfiihrung des Tierversuchsgesetztes 2012 (Tier-
versuchs-Verordnung 2012 — TVV 2012).

Positive Toxin-PCR-Testergebnisse werden zur Bestatigung mittels Elek-Ouchterlony-Im-

mundiffusionstest an das WHO Reference Centre for Diphtheria and Streptococcal Infec-
tions, PHE Colindale gesandt. Die 6sterreichische Referenzzentrale fir Diphtherie — Labor
steht in enger Kooperation mit dem WHO Referenzlabor und hat erfolgreich an allen bis-

herigen externen Qualitatssicherungstests, organisiert von UK NEQAS, teilgenommen.

Das European Diphtheria Surveillance Network (ESDN) organisierte im Auftrag des ECDC
bis 2012 regelmaRig Treffen von europdischen und nicht-europdaischen Vertretern der na-
tionalen Referenzzentren sowie von Vertretern des offentlichen Gesundheitsdienstes. Seit
2012, als die finanziellen Ressourcen sowohl fiir die externen Qualitatssicherungstests
(EQAs), als auch fiir Trainingsaktivitaten reduziert wurden, sind die diagnostischen Kapazi-

taten in vielen europaischen Landern zuriickgegangen.

Eine vom Europaischen Zentrum fiir die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten
(ECDC) im Jahr 2016 im Auftrag gegebene Analyse zeigte erhebliche Liicken innerhalb der
EU/EWR betreffend die diagnostische Kapazitat von mikrobiologischer Diphtherie-Diag-
nostik. Nur sechs von 30 Mitgliedstaaten erfillten die Mindestkriterien fir die spezielle La-
bordiagnostik und verfiigten tiber ausreichendes Fachwissen in Bezug auf die Uberwa-
chung der Diphtherie [18]. Diese Analyse unterstreicht die Notwendigkeit eines liickenlo-

sen Gesundheitsmanagements in diesem Bereich. Auf diese Weise wird dem Umstand be-
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gegnet, dass europdische Referenzlaboratorien zwar sporadisch Einzelfédlle von Diphtherie-
erkrankungen durch toxigene Stamme von Corynebacterium diphtheriae oder Corynebac-
terium ulcerans identifizieren, andererseits aber aufgrund der Seltenheit von Fallen die
praktische Erfahrung der Sanitdtsbehorden im Risikomanagement auf nationaler Ebene
sehr begrenzt ist.

Im Jahr 2021 wurde eine Studie Uber die genetische Diversitat von klinischen C. diphthe-
rige Isolaten, die zwischen 2011 und 2019 in Osterreich isoliert wurden, publiziert. 57 Iso-
late wurden Ganzgenom sequenziert. Die Analyse der Resistenz Gene zeigte eine hohe
Diskrepanz zwischen der phaenotypischen und genotypischen Testung von Penicillin, was
die Bedeutung der Entwicklung von C. diphtheriae spezifischen Breakpoints heraus-
streicht. Die Analyse des Toxin-gens zeigte eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnis-
sen der PCR und in der Verwandtschaftsanalyse zeigte sich eine hohe genetische Diversitat
[19].

Der Nachweis von toxinbildendem C. diphtheriae stellt in Osterreich unveriandert ein sehr
seltenes Ereignis dar. Wir weisen darauf hin, dass Reisen in und aus Landern, in denen

Diphtherie endemisch ist, immer noch ein Risiko fiir das Wiederauftreten der Krankheit

darstellen kann, was die Bedeutung der Diphtherieimpfung unterstreicht.
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