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Nahodny zachyt toxickeho kmena Corynebacterium diphteriae

Martina Dobrikova
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Diftéria patrila v minulosti k hlavhym pri¢indm detskej chorobnosti a imrtnosti. Toxické kmene Corynebacte-
rium diphteriae stale cirkuluju vo svete vratane Eurépy, Severnej a Juznej Ameriky, Indie, Afriky, Juznej Azie a vy-
chodného Stredomoria. Po zavedeni ockovania sa celosvetovo podarilo znizit pocty pripadov ochorenia. Avsak
vplyv na rozvinutie ochorenia ma i strata imunity po ockovani, zhorSovanie socioekonomickych podmienok, po-
kles preockovanosti populacie, ¢i ,antivakcinacny” trend. V sicasnosti by lekari mali brat do Givahy aj moznost
jej zavle€enia migrujucim obyvatel'stvom a uteencami z oblasti s endemickym vyskytom, hlavne z rozvojovych
krajin, kde je vyssie percento bezpriznakového nosi¢stva v populacii. Vzhladom na narast migracie a turizmu je
potrebné udrzat vysoku preockovanost a dosledne monitorovat toto ochorenie.
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Accidental capture of the toxic strain Corynebacterium diphteriae

In the past diphtheria belonged to one of the main causes of childhood morbidity and mortality. Toxigenic strains
of Corynebacterium diphteriae are still present worldwide, including Europe, North and South America, India, Af-
rica, South Asia and the Eastern Mediterranean. After the introduction of vaccination, worldwide cases of the
disease have been reduced. However, the loss of immunity after vaccination, deterioration of socio-economic
conditions and a decrease in vaccination rate or ,anti-vaccination” trend can also have an impact on disease de-
velopment. Nowadays, the clinicians should consider the possibility of spreading toxigenic strains from areas
with endemic prevalence, especially from developing countries with a higher percentage of asymptomatic car-
riage in the population and its connection with migration and refugees. Due to the increase of migration and tour-

ism, it is necessary to maintain a high vaccination rate and to monitor diphtheria consistently.
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Uvod

Epidemioldgia

V predvakcinacnej ére bola diftéria jednou z najcastejSie
sa vyskytujucich infekénych ochoreni u deti s vysokou umrt-
nostou. Po vytvoreni toxoidovej vakciny v r. 1923 a nasled-
ne po zavedeni povinného ockovania v roku 1946 sa toto
ochorenie podarilo prakticky celosvetovo eliminovat®™. Av-
Sak na konci 80. rokov vypukla vo velkych mestach v Rusku
rozsiahla epidémia, ktora sa do roku 1995 rozsirila do vSet-
kych postsovietskych krajin. Celkovo bolo zaznamenanych
157 000 pripadov s 5000 Umrtiami. Pri¢inami boli jednak
environmentalne faktory, ako migracia obyvatel'stva a po-
kles socioekonomickych podmienok, ale aj chyby v o¢kova-
com programe a v zasobovani ockovacimi latkami®. VAcsi-
na z nakazenych pacientov dosiahla vek viac ako 15 rokov.
Klacové bolo spojenie dvoch faktorov, a to velky pocet nei-
munizovanych dospelych a nedostato¢na vakcinacia u deti.
Medzi pacientov s tazkym priebehom patrili dospeli vo ve-
ku 40 az 49 rokov, u ktorych sa v ich detskom veku vakcina-
cia DTP (diphteria — tetanus — pertussis) este len zavadzala.
U mladsich pacientov sa predpoklada, ze zlyhala tzv. imuno-
logicka pamat, k Comu prispel aj vekovy posun preockovania,
z0 6 na 9 rokov. Po celoplosnej imunizacii obyvatelov s odlis-
nym rezimom aplikacie vakciny sa dosiahlo znizenie vysky-
tu ochorenia koncom roka 2001 na 12 % a nasledne na 0,2 %
koncom roka 2015®.

V stcasnosti sa Umrtnost na diftériu napriek adekvatnej
lieCbe pohybuje medzi 5 — 10 % u deti mladsich ako 5 rokov
a u 0s6b nad 40 rokov dosahuje az 20 %. U nelieCenych pa-
cientov je umrtnost az u polovice pripadov®. Odhaduje sa,
Ze celosvetovo sa rocne vyskytuje priblizne 5000 pripadov
ochoreni®. Na Slovensku bol posledny pripad ochorenia za-
znamenany v roku 1980@.

Pévodca ochorenia a jeho klinické prejavy

Povodcom nakazy je vylu¢ne ludsky patogén Corynebac-
terium diphtheriae, grampozitivha fakultativne anaerébna,
pleomorfnd baktéria (obrazok 1). Mikroskopicky je charakte-
risticka palisadovitym usporiadanim s metachromatickymi
granulami v cytoplazme, ktoré mozno dokazat farbenim pod-
I'a Alberta alebo Neissera. Rastie na beznych pddach s pri-
mesou krvi alebo séra s tvorbou hemolyzy (obrazok 2). Podla
vzhl'adu koldnii rozliSujeme Styri biotypy: gravis, mitis, inter-
medius a belfanti®. Na selektivno-diagnostickych pédach so
solami teldru tvori v désledku jeho redukcie ¢iernohnedé ko-
I6nie so sivou zénou (obrazok 3).

Nosicstvo tejto baktérie v nosohltane alebo na kozi sa vy-
skytuje priblizne u 3 — 5 % ludi, avSak v populacii s dosta-
to¢nou hygienou a postvakcinacnou imunitou zriedkavo vy-
volava ochorenie. Baktéria méze prezivat tyzdne v prachu
a na kontaminovanych predmetoch. Zdrojom nakazy je cho-
ry Clovek, ktory sa infikuje vdychovanim kontaminovaného
vzduchu. Ochorenie s inkuba¢nou dobou 2 az 5 dni moze
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postihovat v§etky mukdzne sliznice, avéak Corynebacterium
diphteriae prevazne infikuje respiracny trakt a ¢asta je i koz-
na forma®. Klinicky obraz zavisi od stavu imunity hostite-
la a miesta vstupu infekcie. M6Ze prebiehat od asympto-
matickej kolonizacie cez mierne respiracné ochorenie az po
fulminantnu diftériu s rozvojom myokarditidy, polyneuritidy
a toxickej nefritidy®. NajCastejSim miestom vstupu baktérie
do organizmu su horné dychacie cesty, kde sa tvoria typic-
ké pseudomembrany z fibrinu, nekrotickych buniek a leuko-
cytov (obrazok 4). Pseudomembrany vznikajlce na sliznici

Obrazok 3. Corynebacteriae diphteriae na Claubergovej p6de
s obsahom teldru

Obrazok 4. Difterické pseudomembrany v tonzilach

zdroj: https://en.wikipedia.org/wiki/File:Dirty_white_pseudomem-
brane_classically_seen_in_diphtheria_2013-07-06_11-07.jpg

dychacich ciest sa m6zu uvolnit so vznikom mechanickej
obstrukcie s naslednym dusenim a zakrvacanim. Ochorenie
je sprevadzané vyraznym zdurenim lymfatickych uzlin a vy-
sokou teplotou. Kozna forma diftérie sa vyskytuje prevazne
v tropickych krajinach, pricom klinicky obraz variruje od koz-
nych eflorescencii az po chronické nehojace sa vredy. Bak-
térie sa postupne uvolfuju z lézii, ktoré slizia ako rezervo-
ar pri Sireni infekcie. Infekciozita pacienta s koznou formou
trvd dlhsSie ako pri respiraénej forme. Tato forma diftérie po-
stihuje prevazne fudi s nizs§im socioekonomickym statusom.

Hlavnym faktorom patogenity je diftericky toxin, kédovany
tox génom, ktory sa Siri prostrednictvom beta-bakteriofagu®.
Na molekulovej Grovni je toxin zloZeny z dvoch podjednotiek
(polypeptid A a B). Polypeptid B sa viaze na cytoplazmatic-
kd membranu bunky a umoznuje polypeptidu A prechod do
cytoplazmy s naslednou blokadou proteosyntézy na ribozé-
moch®. Produkcia toxinu sa in vitro dokazuje precipitacnou
reakciou s protilatkami, tzv. Elekovym testom a in vivo na
morcatach. PCR test sluzi len na dékaz pritomnosti génu, nie
vsak tvorby toxinu®.
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Terapia a prevencia diftérie

V priebehu dvadsiatych rokov 19. storocia bola diftéria kli-
nicky vyclenena od inych foriem anginy. V roku 1883 Klebs
dokazal, ze Corynebacterium diphteriae je vyvolavatelom di-
ftérie, o rok neskoér ju Loeffler vykultivoval z nazofaryngeal-
nej dutiny. V roku 1888 Roux a Yersin dokazali, ze hlavnym
faktorom patogenity je diftericky exotoxin®. V roku 1923 bo-
la vynajdena vakcina proti zaskrtu, ktora sa vo velkom zacala
pouzivat v USA a ostatnych industrializovanych krajinach®.

LieCbou akutnej infekcie je podanie antitoxinu a antibiotic-
ka lieCba. Antitoxin neutralizuje volny cirkulujuci toxin, avSak
neposobi na toxin naviazany na bunky®. Antibioticka liecba
eliminuje baktérie, a tym zabranuje dalSej produkcii toxinu.
Liekmi volby su penicilin a erytromycin®. U pacientov s aler-
giou na penicilin alebo netolerujucich erytromycin sa odpo-
rdca rifampicin a klindamycin. Po 48 hodinach antibiotickej
terapie sa pacient uz nepovazuje za infekcného(9,

Imunitu mozno ziskat o¢kovanim alebo prekonanim ocho-
renia sposobeného toxickym kmenom. Ockovanie nechrani
pred osidlenim samotnou baktériou, ale brani vzniku a rozvo-
ju ochorenia. Podla Statistik vyraznejsi Ustup ochrany po o¢-
kovani nastava po $tyridsiatke, najohrozenejsi su patdesiat-
nici®M. Ockuje sa difterickym toxoidom, o je toxin upraveny
formalinom, pri ktorom dochdadza k strate toxicity a zacho-
vaniu imunogenity. Toxoid vyvoldva tvorbu neutralizujicich
protilatok. Hladiny neutralizacnych protilatok mozno stanovit
z periférnej krvi. V minulosti sa pouzival kozny Shickov test,
pri ktorom sa intradermalne podavalo malé mnozstvo difte-
rického toxoidu so sledovanim erytému a zdurenia v mies-
te vpichu.

Prva davka ockovacej latky sa podava detom v kombinacii
s o¢kovacou latkou proti dalSim piatim ochoreniam (tetanus,
Cierny kasel, virusova hepatitida B, hemofilové invazivne in-
fekcie, detska obrna). Zakladné ockovanie sa sklada z troch
davok vakciny, podanych v 3., 5. a 11. mesiaci veku dietata.
Na dosiahnutie ochrannej hladiny protilatok az do dospelos-
ti je potrebné preockovanie deti v 6. a 13. roku zivota. Dvoj-
kombinaciou oCkovacej latky proti tetanu a zaskrtu sa preoc-
kovavaju dospelé osoby kazdych 15 rokov(2.

Kazuistika

Pri kultivacnom vySetreni materidlu z hornych dychacich
ciest (vyter z nosa) u 14-roéného pacienta s diagnézou akut-
nej sinusitidy bol zaCiatkom decembra v roku 2018 zachy-
teny a identifikovany metédou hmotnostnej spektrometrie
(MALDI-TOF, Bruker, Nemecko) kmen Corynebacterium diph-
teriae. Pre verifikaciu identifikacie a zistenie produkcie toxinu
bol kmen dra 11. 12. 2018 zaslany do Narodného referenc-
ného centra pre diftériu (NRC) v Kosiciach. Toxicita kmena
bola testovana na bunkovej linii Vero, ¢o su bunkové linie

Tabulka 1. Citlivost kmeria Corynebacterium diphteriae na anti-
biotika diskovym difiiznym testom, podla EUCAST 20719(¥

vjsledok vjsledok
Cc Cc

ziskané z epitelidalnych buniek obli¢iek opic druhu makak.
S vysledkom kultivatného vySetrenia bol oboznameny
obvodny pediater a regionalny epidemioldg. VySetrenim kva-
litativnej antibiotickej (ATB) citlivosti difiznym diskovym
testom (obrazok 5) sa zistila citlivost kmena na sledované
antibiotika, t. j. penicilin, klindamycin, ciprofloxacin, gentami-
cin, tetracyklin a linezolid (tabulka 1).

Dna 27.12. 2018 bol doruceny vysledok vySetrenia z NRC
pre diftériu s potvrdenou identifikaciou: Corynebacterium
diphteriae biotyp gravis, s produkciou toxinu.

0d obvodného pediatra a epidemioléga bola doplnena so-
cialna, rodinna a cestovatel'ska anamnéza. Ide o 14-rocného
chlapca rémskeho pévodu s razStepom podnebia, u ktoré-
ho dochddza k ¢astym recidivam akutnej sinusitidy. V na-
Som laboratériu boli u tohto pacienta opakovane kultivacne
identifikované Streptococcus pyogenes a Moraxella catharra-
lis s dobrou citlivostou na testované antibiotika. Na zéklade
poskytnutych informdcii od pediatra je pacient riadne oc¢ko-
vany podla oc¢kovacieho kalenddra, Comu zodpoveda aj plne
ochrannd hladina protilatok doplnena vysetrenim v NRC pre
diftériu s hodnotou 0,65536 IU/ml. Pacient byva v obci Bre-
kov (okres Humenné) s dvoma sestrami, rodi¢mi a so starou
matkou v dobrych socialnych podmienkach. Do Humenného
dochadza k svojmu obvodnému pediatrovi. Kontakt s mig-
rantmi epidemiolég nepovaZzuje za mozny zdroj infekcie, ke-
dZe pacient nepochadza priamo z Humenného a cesta na
stanicu sa nenachdadza v blizkosti azylového centra. Kontak-
ty v Skole v Strazskom epidemiolég nepresetroval vzhladom
na chybajice klinické symptémy typické pre diftériu, ktoré
sa nezistili ani pri otorinolaryngologickom a neurologickom
vySetreni. V cestovatelskej anamnéze pacient neudava po-
byt na Ukrajine, uvddza v§ak vycestovanie s rodinou do Spo-
jeného kralovstva pred Styrmi rokmi. Kultivacné vysSetrenia
ostatnych ¢lenov rodiny boli negativne. Matka a stard mat-
ka sa nepodrobili vySetreniu z dévodu nespoluprace. Napriek

Obrazok 5. Antibioticka citlivost diskovou difiznou metédou

penicilin gentamicin
klindamycin (o tetracyklin Cc
ciprofloxacin C linezolid C
C - citlivy
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tomu, Ze kultivacné vySetrenie sestier pacienta bolo negativ-
ne, epidemioldgovia predpokladaju, Ze ide o nosi¢sky kmen
ziskany v Skolskom prostredi. Kontrolné kultivacné vysetre-
nia pacienta po prelieCeni antibiotikami boli opakovane ne-
gativne.

Diskusia

U viacerych nachylnych os6b sa vyvinie skér prechod-
né nosic¢stvo v nazofaryngu ako samotné ochorenie, 0 com
sved¢i opisovany pripad. Bez pdsobenia antibiotik preziva
vacsina mikroorganizmov v nosohltane priblizne dva tyzdne,
pri¢om chronicki nosi¢i mo6zu vylu¢ovat Corynebacterium sp.
az 6 mesiacov. Asymptomatické nazofaryngealne nosic¢stvo
je pravdepodobne vzhladom na lepsi skriningovy program
viac zdokumentované v endemickych regiénoch ako v oblas-
tiach, kde sa diftéria vyskytuje len sporadicky. Avsak aj pri
podozreni na diftériu moze byt laboratérna diagnostika ob-
tiazna. Je to zapriCinené tym, Ze Corynebacterium diphteriae
je tazko rozpoznatelna na beznom krvnom ¢i ¢okoladovom
agare. NavySe vytery z dychacich ciest od asymptomatic-
kych nosi¢ov mézu obsahovat len malé mnozstvo bakté-
rii, ktoré su po kultivacii prekryté beznou bakterialnou flérou
hornych dychacich ciest(". Preto sa tato baktéria bezne ne-
zachytdva, co moze skreslovat realny epidemiologicky stav
na Slovensku.

Imunita indukovana vakcinou v priebehu zivota klesa a pri
nedostatocnom preockovani poCet vnimavych oséb stupa.
Na zaklade sérologickej Studie bolo zistené, ze 20 — 60 %
svetovej populdcie ma protilatky proti diftérii pod minimal-
nou ochrannou hladinou®®. V pripade, Ze dojde k nérastu
poctu takto nachylnych obyvatelov, existuje redlne nebezpe-
¢enstvo vypuknutia epidémie. Aby sa tomu zabranilo, je ne-
vyhnutnd dobrd a rychla spolupraca klinickych lekarov, epi-
demioldgov a socialnych pracovnikov. Ti by mali kooperovat
v rychlej diagnostike a manazmente jednotlivych pripadov
ochorenia, vo vySetreni osob, ktoré boli v kontakte s pacien-
tom a imunizacii vybranych skupin obyvatelstva s cielom
predist sekundarnym nakazam?®,

Hrozbou pre zdravie populdcie okrem toxickych kme-
nov su kmene, ktoré nesu tox gén, avSak neprodukuju toxin.
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K expresii tohto génu nedochadza v dosledku delécie ale-
bo inzercie nukleotidu na A podjednotke(”. Za urcitych okol-
nosti moze byt bakteriofag neaktivny (vysoka koncentracia
Zeleza), respektive nemusi dojst k expresii tox génu (inzercia
bakteridlnej DNA v géne difterického toxinu). Po expozicii ly-
zatu dvoch inych netoxigénnych kmerov sa moze stat taky-
to kmen toxigénnym v dosledku rekombinacie jeho DNA. To
znamena3, Ze pritomnost netoxigénnych kmenov v populacii
predstavuje redlne nebezpecenstvo pre ich moznu konverziu
na toxigénne kmene('®,

Dalsim zdrojom nebezpeénej infekcie mézu byt druhovo
pribuzné patogény zvierat, akymi su Corynebacterium pseu-
dotuberculosis a Corynebacterium ulcerans. Oba druhy mézu
obsahovat beta-bakteriofag s tox génom, ktory je schopny ly-
zovat vSetky tri druhy a nasledne infikovat netoxické kmene
Corynebacterium diphteriae.

V stcasnosti okrem toxickych kmenov, ktoré mézu byt do
nasej krajiny zavlecené z endemickych regiénov vratane kra-
jin vychodnej Eurépy, narasta vyskyt netoxickych, ale invaziv-
nych kmernov napriek vysokej zaoCkovanosti. Takéto kme-
ne s schopné vyvolat endokarditidu, artritidu, bakteriémiu
Ci osteomyelitidu. Na rozdiel od toxickych kmenov za vys-
Siu invazivitu netoxickych kmenov nie su zodpovedné bak-
teriofdgy nesuce gén, ale génové lokusy na chromozéme
baktérie. Preto je potrebné sledovanie molekulovych zmien
v cirkulujucich kmenoch, v ktorych méze narastat invazivita
a patogenita. Na zaklade tychto poznatkov by bolo mozné
nasledne vyvinit novu vakcinu proti netoxickym, avsak inva-
zivnym kmenom?,

Zaver

Zachyteny kmen Corynebacterium diphteriae izolovany
z nazofaryngu maloletého pacienta bol identifikovany NRC
pre diftériu ako toxicky. Na zaklade diagndzy a epidemio-
logickej analyzy bol tento pripad vyhodnoteny ako vyskyt
asymptomatického nosi¢stva. Vzhladom na to, Ze ide o rizi-
kového pacienta s razStepom podnebia, s pravdepodobnym
kontaktom s osobami z endemickych oblasti a moznou kle-
sajlicou postvakcina¢nou imunitou, je vhodné sledovat toh-
to pacienta aj v buducnosti.
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