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ZUSAMMENFASSUNG

Im Jahr 2017 wurden an der Nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor sechs
humane Proben untersucht. In vier Proben konnte Corynebacterium diphtheriae
nachgewiesen werden. Es wurden keine toxigenen Korynebakterien nachgewiesen.

SUMMARY

In 2016, six human samples were tested at the National Reference Centre for Diphtheria—
Laboratory. Four samples were positive for Corynebacterium diphtheriae. Toxigenic
corynebacteria were not detected.

EINLEITUNG

Korynebakterien sind grampositive, fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende
Stabchenbakterien. Die meisten Vertreter dieser Gruppe sind opportunistische Keime (d. h.
nur unter speziellen Bedingungen , krankmachend”). Die groRRte klinische Bedeutung haben
toxinbildende Stamme von Corynebacterium (C.) diphtheriae, 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 kénnen Diphtherie verursachen. Der Mensch ist das einzige Reservoir
von C. diphtheriae. Die Ubertragung erfolgt hauptsichlich aerogen in Form von Trépfchen,
oder durch direkten Kontakt mit respiratorischen Sekreten oder Wundexsudaten. Auch
Erbrochenes oder kontaminierte Lebensmittel (z. B. Milch) und Gegenstande haben in der
Vergangenheit eine Rolle bei der Ubertragung gespielt. Die klassische Diphtherie ist eine
schwere Infektionskrankheit, die ohne addaquate 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 Fernost und Naher Osten, Stidamerika und Afrika,
endemisch. Die diagnostische Methode der Wahl ist die Anzucht des Erregers aus klinischem
Untersuchungsmaterial: Abstriche von entziindeten Stellen (Nase, Rachen, Gaumenmandeln,
Wunden) oder abgetragenem Membranmaterial. Darliber hinaus kdnnen je nach klinischem
Verdacht auch andere Materialien (z. B. Blut) nach Absprache mit dem Labor eingesandt
werden. Nach Anzucht von Korynebakterien ist der Nachweis von Toxinproduktion fiir die
Diagnosesicherung erforderlich. Die Therapie soll so friih wie moglich (bereits bei vorlaufiger
klinischer Diagnose) eingeleitet werden und erfolgt simultan mit Antibiotika und — sofern
verfligbar — mit Diphtherieantitoxin (Diphtherieserum). Die Pravention beginnt im
Kindesalter und besteht in einer aktiven Immunisierung mit einem Toxoid-Impfstoff, einem
inaktivierten Diphtherietoxin. Die Immunisierung sollte alle zehn Jahre aufgefrischt werden
(in Kombination mit Tetanus, Pertussis und Polio), ab dem vollendeten 60. Lebensjahr alle 5
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Jahre. Im Jahr 2014 waren in Osterreich erstmals nach 20 diphtheriefreien Jahren zwei Fille
von Wunddiphtherie registriert worden [1,2,3,4,5].

RESULTATE

Im Jahr 2017 wurden insgesamt sechs humane Proben zur Uberpriifung eines
Diphtherieverdachts an die Nationale Referenzzentrale fir Diphtherie-Labor (ibermittelt
(Tabelle 1). Es handelte sich um fiinf Isolate aus Wundabstrichen (n=3), aus Abszessmaterial
(n=1), aus einem Nasenabstrich (n=1) sowie um einen Rachenabstrich. Die sechs
Einsendungen verteilten sich auf sechs Monate (Auswertung nach Eingangsdatum der Isolate
in der nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor). Zwei Einsendungen stammten aus
Salzburg, und jeweils eine Einsendung kam aus Vorarlberg, Karnten, Wien und der
Steiermark. Finf Patienten waren mannlich. Im arithmetischen Mittel waren die Patienten
39,3 Jahre alt, im Median 34 Jahre (Spannweite 18-77 Jahre). Epidemiologisch und klinisch
relevante Daten sind in der Tabelle 1 zusammengestellt.

In zwei Einsendungen konnte kein Corynebacterium diphtheriae nachgewiesen werden. Vier
Stamme konnten als Corynebacterium diphtheriae ssp. mitis/belfanti identifiziert werden.
Keines der vier Isolate bildete Diphtherietoxin.

Alle vier Corynebacterium diphtheriae-lsolate wurden in vitro mittels Blattchendiffusionstest
auf Empfindlichkeit gegentiber 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) fur Corynebacterium diphtheriae wurden die EUCAST-Breakpoints fiir
Corynebacterium sp. fir die Interpretation der in vitro-Empfindlichkeit herangezogen. Alle
Isolate waren empfindlich gegeniiber Linezolid, Vancomycin und Rifampicin. Ein Isolat war
resistent gegentiber Clindamycin, ein weiteres Isolat war resistent gegentiber Ciprofloxacin.
Drei der vier Isolate waren in vitro resistent gegenliber Penicillin G. Die Ergebnisse der in
vitro Empfindlichkeitstestung sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Tabelle 1: Einsendungen von humanen Proben an die Nationale Referenzzentrale fiir
Diphtherie — Labor, Osterreich 2017

PCR-Toxin
Nachweis

. Ei d
Patient ISender Symptome/ Kultur-

(Erreger isoliert | Probenart

(Alter) in...

Erkrankung | Ergebnis

(Subunits
A und B)e

Krankenanstalt C.
Rudolfstiftung  Isolat aus Epiduralabsz diphtheria A: negativ
01.02.17 43 m  Wien (Institut fir  Abszess ess nach e ssp. B: negativ
Pathologie und material Trauma mitis/belfa g
Mikrobiologie) nti
. C.
Langszlﬁ;:é:um Isolat aus diphtheria A: negativ
21.07.17 18 m . . Nasenabst Rhinitis e ssp. $nes .
(Institut ftr . . B: negativ
. rich mitis/belfa
Pathologie) .
nti
Salzburger C.
Landeskliniken  Isolat aus Ulkus diphtheria A: negativ
04.09.17 20 m (Med.-Chem.  Wundabst VorfuR e ssp. B: negativ
Zentrallaboratori rich mitis/belfa J
um) nti
Med. Universitat C
Grazl_|(lnis:::t 2l Isolat aus Exulzerieren diphtheria A: negativ
19.10.17 54 m . yg. - Wundabst de multiple e ssp. - neg ;
Mikrobiologie . . o, B: negativ
und rich Basaliome mitis/belfa
nti

Umweltmedizin)

Quelle: Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Ernéhrungssicherheit (AGES)

Abk.: C.: Corynebacterium; A: Diphtherietoxin Subunit A; B: Diphtherietoxin Subunit B; ssp.:
Subspecies
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Abbildung 1: Ergebnisse der in vitro Empfindlichkeitstestung von vier Corynebacterium
diphtheriae-Isolaten des Jahres 2017; Interpretation nach EUCAST-Empfehlungen fiir
Corynebacterium sp. (R: resistent; I: intermediar; S: empfindlich).
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Quelle: Osterreichische Agentur fiir Gesundheit und Ernéhrungssicherheit (AGES)

DISKUSSION

In mikrobiologischen Laboratorien in Europa werden Rachen-/Nasenabstriche in der
taglichen 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.
Die Osterreichische Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor hat erfolgreich an allen bisherigen
externen Qualitatssicherungstests organisiert von European Laboratory Network for
Diphtheria (EUDIPLab-Net) teilgenommen.

Eine retrospektive Analyse der zwischen 2000-2009 im europdischen Raum gemeldeten
Daten ergab eine kontinuierliche Abnahme der Inzidenz der Erkrankungsfalle durch
toxigenes Corynebacterium diphtheriae, wahrend zunehmend toxinbildende Stamme von
Corynebacterium ulcerans als Erreger identifiziert werden [6]. Von 2010 bis 2014 wurden in
der EU/EWR 131 Fille von Diphtherie gemeldet, 76 davon laborbestatigt. Die meisten
Diphtherie-Falle wurden in Lettland (38 laborbestétigte Falle) und bei nicht-geimpften
Personen, bzw. bei Personen mit unbekannten Impfstatus registriert [7]. Im Jahr 2016 verlief
in Belgien ein Fall von Rachendiphtherie bei einem 3-jahrigen nicht geimpften Kind tédlich
[8]. Im Jahr 2015 war ein tédlicher Fall von Rachendiphtherie bei einem 6-jahrigen nicht
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geimpften Kind in Spanien dokumentiert worden [9]. In Venezuela und Jemen wurde 2017
Uber epidemisches Auftreten von Diphtherie mit mehreren Hundert Fallen berichtet [10].

Wahrend die klassische Diphtherie, verursacht durch toxigene Stamme von C. diphtheriae
var. gravis, intermedius, mitis oder belfanti, ausschlielRlich von Mensch zu Mensch
Ubertragen wird, ist bei C. ulcerans auch ein tierisches Reservoir méglich. Im Jahr 2011 ist
das erste Mal eine molekularbiologische Bestitigung der erfolgten Ubertragung von
toxigenem C. ulcerans vom Haustier auf den Menschen gelungen [11]. 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 vom Tier auf den Menschen nachgewiesen werden [12]. Die Mehrzahl (75%)
der im Erwachsenenalter auftretenden Diphtherie-dhnlichen Infektionen mit C. ulcerans
betreffend Personen nach einem kompletten oder inkompletten Diphtherie-Impfzyklus [13].
In Osterreich wurde im Jahr 2013 aus dem Wundabstrich einer 84-jahrigen Patientin ein
toxinbildendes C. ulcerans angeziichtet. Im Jahr 2016 wurde, ebenfalls in Osterreich, ein
toxinbildendes C. ulcerans aus einem Wundabstrich eines 81-jahrigen Patienten, ohne
Diphtherie-Symptomatik nachgewiesen; der Diphtherie-Impfstatus des Patienten konnte
nicht ermittelt werden [14]. Zudem wurde 2016 ein toxinbildendes Corynebacterium
diphtheriae ssp. mitis/belfanti Isolat aus einem Wundabstrich eines 60-jahrigen Patienten
mit Panaritium nach einer Riickkehr aus einem einmonatigen Urlaub in der Demokratischen
Sozialistischen Republik Sri Lanka angeziichtet [14].

Fiir Osterreich konnte in den letzten fiinf Jahren, im Vergleich mit den Jahren davor, eine
Zunahme der an die Nationale Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor eingesandten Proben
festgestellt werden [1-5,14].

Nicht-toxigene Stamme von Corynebacterium diphtheriae werden seit den spaten 1990-er
Jahren in mehreren Landern der Welt zunehmend als Ursache fiir schwere invasive
Erkrankungen, wie Endokarditis, Fremdkorperinfektion, Gelenkinfektion und Bakteriamie,
beschrieben [15,16]. Alkoholismus, Obdachlosigkeit, intravendser Drogenkonsum oder
Zahnkaries gelten als Risikofaktoren. Im Jahr 2014 waren in Osterreich - erstmals nach tber
20 diphtheriefreien Jahren - zwei Falle von importierter Wunddiphtherie diagnostiziert
worden. Beide Infektionen stammten aus Afrika und wurden durch Corynebacterium
diphtheriae ssp. mitis verursacht.

Im Marz 2015 wurden vom WHO Reference Centre for Diphtheria and Streptococcal
Infections at Public Health England (PHE), London, Colindale neue Richtlinien veroffentlicht
[17]. Darin sind vom deutschen Konsiliarlabor evaluierte Nachweismethoden zum
Toxinnachweis mittels real-time PCR angefiihrt [18] sowie Methoden zur
Speziesdifferenzierung mittels Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
(MALDI-TOF) Massenspektrometrie [19]. Der Erregernachweis mittels MALDI-TOF-
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Massenspektrometrie wurde an der Nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor in
Wien im Jahr 2011 implementiert. Die Untersuchung von Corynebacterium diphtheriae-
Isolaten auf Toxigenitat erfolgt an der Referenzzentrale seit 2012 mittels PCR. Positive Toxin-
PCR-Testergebnisse werden zur Bestatigung mittels Elek-Ouchterlony-Immundiffusionstest
an das WHO Reference Centre for Diphtheria and Streptococcal Infections, PHE Colindale
gesandt.

Das European Diphtheria Surveillance Network (ESDN) organisierte im Auftrag des ECDC bis
2012 regelmaRig Treffen von europaischen und nicht-europaischen Vertretern der
nationalen Referenzzentren sowie von Vertretern des 6ffentlichen Gesundheitsdienstes. Seit
2012, als die finanziellen Ressourcen sowohl fiir die externen Qualitatssicherungstests
(EQAs), als auch fir Trainingsaktivitdten reduziert wurden, sind die diagnostischen
Kapazitaten in vielen europdischen Landern zuriickgegangen.

Eine vom Europdischen Zentrum fiir die Pravention und die Kontrolle von Krankheiten
(ECDC) im Jahr 2016 im Auftrag gegebene Analyse zeigte erhebliche Licken innerhalb der
EU/EWR betreffend die diagnostische Kapazitdt von Diphtherie. Nur sechs von 30
Mitgliedstaaten erfillten die Mindestkriterien fir die spezielle Labordiagnostik und
verfiigten (iber ausreichendes Fachwissen in Bezug auf die Uberwachung der Diphtherie
[20]. Diese Analyse unterstreicht die Notwendigkeit eines liickenlosen
Gesundheitsmanagements in diesem Bereich. Auf diese Weise wird dem Umstand begegnet,
dass europaische Referenzlaboratorien zwar sporadisch Einzelfdlle von
Diphtherieerkrankungen durch toxinogene Stamme von Corynebacterium diphtheriae oder
Corynebacterium ulcerans identifizieren, andererseits aber aufgrund der Seltenheit von
Fallen die praktische Erfahrung der Sanitatsbehorden im Risikomanagement auf nationaler
Ebene sehr begrenzt ist.

Die zeitgleich durchgefiihrte Abschaffung des diagnostischen Tierversuches an der
Nationalen Referenzzentrale fiir Diphtherie-Labor steht im Einklang mit der Verordnung des
Bundesministers fir Wissenschaft und Forschung zur Durchfiihrung des
Tierversuchsgesetztes 2012 (Tierversuchs-Verordnung 2012 — TVV 2012).

Der Nachweis von toxinbildendem C. diphtheriae stellt in Osterreich unverindert 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 einer geeigneten Diphtherieimpfung unterstreicht.

In Osterreich war Diphtherieantitoxin (Diphtherieserum) 2011 bis 2015 nicht erhiltlich. Seit
2016 ist die 4. Med. Abteilung mit Infektionen und Tropenmedizin (Abteilung Hr. Primarius
Doz. Dr. Wenisch) des SMZ-Siid, Kundratstrasse 3, A-1100 Wien (Tel: 01601912401) die
Auskunftsstelle beziiglich Verfiigbarkeit von Diphtherieantitoxin in Osterreich.
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