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ABSTRACT

BACKGROUND. Despite the fact that the last cases of fully-symptomatic diphtheria were
recorded in Poland in 1996 and 2000, infections caused by non-toxin-producing strains of
Corynebacterium still occur. According to the epidemiological reports from ECDC in the
second half of 2022, there was an increase in the number of diphtheria cases in European Union
countries. As a result, the current issue becomes the appropriate preparation of microbiological
laboratories for the diagnosis of Corynebacterium microorganisms.

OBJECTIVE. Reidentification of diphtheria bacilli isolated from clinical samples and to
assess the drug susceptibility of C. diphtheriae strains isolated in Poland.
MATERIAL AND METHODS. The subject of the research were 18 strains isolated from
clinical samples in Poland in 2023. Microbiological and genetic methods were used for the
reidentification of the strains. Drug susceptibility was assessed using the disk diffusion method,
following the new EUCAST recommendations effective from 2023.

RESULTS. It was confirmed that all examined strains belonged to the genus Corynebacterium.
It was demonstrated that C. diphtheriae strains proved to be susceptible to increased exposure
to benzylpenicillin and cefotaxime. Results obtained using ciprofloxacin allowed categorizing
the strains into the intermediate susceptibility category WZE, except for one strain which was
resistant to this antibiotic. All tested bacterial strains were susceptible to erythromycin. The C.
ulcerans strain exhibited a similar antibiotic resistance profile to penicillin, cefotaxime, and
ciprofloxacin, with additional detection of resistance to clindamycin. The toxigenicity of the
tested strains was excluded.

CONCLUSIONS. Based on epidemiological data regarding the emergence of new cases of
infections caused by Corynebacterium strains, it is advisable to prepare theoretically and
practically laboratories for diagnostics to detect potentially toxigenic diphtheria bacilli.
Effective methods for the microbiological diagnosis of diphtheria bacilli are available. It is
recommended to monitor the susceptibility to antimicrobial agents in all C. diphtheriae isolates

Keywords: antibiotic susceptibility, microbiological diagnostic, diphtheria, Corynebacterium

diphtheriae



INTRODUCTION

Diphtheria is an infectious disease caused by toxin-producing strains of
Corynebacterium diphtheriae bacteria, and less commonly by other closely related species such
as Corynebacterium ulcerans and Corynebacterium pseudotuberculosis, which can also
produce diphtheria toxin. Production of the protein exotoxin is dependent on bacterial infection
by the B bacteriophage, as only lysogenic strains are capable of toxin production (1,2).

The disease was already described in the 5th century BC by Hippocrates, and its name
is owed to the French physician Pierre Bretonneau, who in 1826 named the disease diphtérite
from the Greek word diphthera (*'skin™) due to the occurrence of false membranes in the throats
of infected individuals (3). The reservoir of C. diphtheriae is humans, and transmission occurs
through droplets or direct contact with skin lesions and objects used by the infected patient
(4,5). C. ulcerans and C. pseudotuberculosis are transmitted to humans through contact with
infected animals or consumption of unpasteurized milk of dairy products (2). Symptoms most
commonly affect the respiratory system or skin, less frequently the ear, conjunctiva, vulva, and
vagina. In the classic form of respiratory diphtheria, false membranes form in the throat and/or
on the tonsils, neck lymph nodes are enlarged, and damage to the heart muscle and peripheral
nerves occurs. The most common cause of death is airway obstruction, myocarditis, and
neurological complications (4,6). In the cutaneous form of diphtheria, lesions may resemble
lichen, eczema, or ulcers covered with gray exudate. Skin changes usually occur on exposed
limbs, especially the legs. The cutaneous form is rarely the cause of toxic complications but
plays an important epidemiological role as a reservoir of bacteria and a source of infection (2,6).
Non-toxigenic strains of C. diphtheriae can cause mild throat inflammation, but also invasive
disease in the form of bacteremia, endocarditis, and myocarditis (1).

Analysis of clinical, laboratory, and epidemiological criteria allows for the classification
of diphtheria cases for the purposes of epidemiological surveillance. Every person meeting the
clinical criteria for respiratory diphtheria meets the criteria for a possible case. As a probable
case, each person meeting the clinical and epidemiological criteria is defined. A confirmed case
is considered to be any person meeting the clinical and laboratory criteria (7). Laboratory
diagnosis of diphtheria involves isolating C. diphtheriae, C. ulcerans, or C. pseudotuberculosis
from clinical material and determining the toxigenicity of the bacterial strain. The toxigenicity
of the strain must be confirmed phenotypically by the Elek test (4,5). According to the
regulation of the Minister of Health dated June 24, 2020, regarding the reporting of test results
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for biological agents pathogenic to humans, the prerequisite for reporting the test result to the
State Sanitary Inspection is the isolation of diphtheria toxin-producing corynebacteria from
clinical material.

The aim of the study was to re-identify diphtheria corynebacteria isolated from clinical
material samples and retrospectively assess the drug susceptibility of C. diphtheriae strains
isolated in Poland in 2023.

MATERIAL AND METHODS

Samples for analysis: The subject of the study were 18 strains isolated from clinical
material samples in Poland in 2023, sent for re-identification as C. diphtheriae — 17 strains, and
C. ulcerans — 1 strain. The bacterial strains of C. diphtheriae sent to the National Institute of
Public Health — National Institute of Hygiene were isolated from blood, wound swabs, and skin.

Reidentification of the strains under investigation: The reidentification of strains was
carried out using microbiological and genetic methods, in accordance with the
recommendations of the WHO and ECDC. Bacterial strains were identified using Gram
staining, assessment of colony morphology on Columbia agar with 5% sheep blood, Tinsdale
agar, and biochemical identification using Api Coryne tests (bioMérieux). Bacterial DNA was
isolated using a column-based method (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche). PCR
was performed using two primer pairs: DT1-DT2 and WHO1-WHO?2. The toxigenicity of the
strains was assessed by performing the Elek test.

Antibiogram of the tested strains: The susceptibility of the 18 strains was assessed
using the disk diffusion method on Mueller-Hinton agar supplemented with 5% defibrinated
horse blood and 20 mg/L B-NAD (MH-F agar). Cultures were incubated in the presence of 5%
CO2 at 35°C for 18+2 hours. A quality control strain, Streptococcus pneumoniae ATCC 49619,
from the ATCC collection was used for validation. According to EUCAST recommendations
and the National Reference Center for Antimicrobial Susceptibility (KORLD), the sizes of
growth inhibition zones around antibiotic disks were measured for the tested strains:
benzylpenicillin (P — 1 unit), amoxicillin (AML — 10 mcg), cefotaxime (CTX — 5 mcg),
meropenem (MEM — 10 mcg), ciprofloxacin (CIP — 5 mcg), erythromycin (E — 15 mcg),
clindamycin (DA — 2 mcg), tetracycline (T — 30 mcg), linezolid (LZD — 10 mcg), rifampicin
(RD — 5 mcg), and trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT — 25 mcg).



RESULTS

As a result of the conducted reidentification, the affiliation of all tested strains to the
genus Corynebacterium was confirmed.

Characteristics of the tested strains are presented in Table I, which includes data
regarding the biotype of the strains, gender and age of patients, and the clinical material from
which the microorganism was isolated. The majority of patients were male (67%) in the age
range of 30-40 years (28%). The dominant biotype of C. diphtheriae was gravis (65%). Clinical
materials from which corynebacteria were most frequently isolated were blood (44%) and skin
swabs (ulcers, wounds 44%).

The molecular tests performed (PCR reaction) aimed at detecting the diphtheria toxin
gene and the Elek phenotypic test allowed for the exclusion of toxigenicity in all tested strains.
In the case of the C. ulcerans strain, a positive PCR reaction was obtained for the entire tox
gene (a product of the reaction with a size of 909 bp), which allows classifying this strain as
non-toxigenic toxin-gene bearing (NTTB) strains. Figure 1 shows the electrophoregram of PCR
amplicons for the C. ulcerans strain.

All tested strains were susceptible with increased exposure (1) to benzylpenicillin,
cefotaxime, and ciprofloxacin. Membership in the (I) sensitivity category indicates a high
likelihood of therapeutic success with increased exposure to these drugs. One C. diphtheriae
strain was resistant to ciprofloxacin (7_23 2301019250). Strain No. 16 23 2301040570 — C.
ulcerans, was also resistant to clindamycin, which may indicate the production of
nucleotidyltransferases. The results of susceptibility testing by the disk diffusion method for
selected antibiotics for C. diphtheriae strains are presented in Figure 2.

DISCUSSION

Despite the implementation of mass vaccination campaigns against diphtheria, epidemic
outbreaks of this disease occur worldwide. Therefore, the adequate preparation of
microbiological laboratories for the diagnosis of Corynebacterium species remains an ongoing
issue.

In the 1990s, there was an epidemic of diphtheria in the countries of the former Soviet
Union. In 2017, the largest epidemic of diphtheria in this century broke out among Rohingya
refugees in the Kutupalong camp in Bangladesh. By June 2019, 8,640 cases and 45 deaths from
diphtheria in this outbreak had been reported. From 2000 to 2018, epidemic outbreaks were
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reported in various countries, including Yemen, Venezuela, India, Haiti, and Indonesia (8).
According to epidemiological reports from the National Institute of Public Health — National
Institute of Hygiene, the last cases of full-blown diphtheria in Poland were recorded in 1996 (9
cases) and in 2000 (1 case). However, infections caused by Corynebacterium strains that do not
produce diphtheria toxin still occur.

In recent years, cases of diphtheria have also been reported in Europe, mainly among
immigrants. According to the ECDC report from September 2022 to February 12, 2024, 443
cases of diphtheria, including five fatal cases, were reported in EU/EEA countries. The majority
of reported cases were related to cutaneous diphtheria, with cases of respiratory diphtheria also
reported. Due to the anticipated resistance of C. diphtheriae to commonly used oral and
parenteral antibiotics, the ECDC recommends monitoring the susceptibility to antimicrobials
in all C. diphtheriae isolates (9). Control measures for epidemic outbreaks included isolation,
screening throat swabs, antibiotic treatment, and vaccination. In cases of diphtheria with
respiratory symptoms, diphtheria antitoxin was administered (10). Figure 3 shows the number
of cases of C. diphtheriae and C. ulcerans in European Union countries from 2015 to 2023 (11).
Antibiotic susceptibility testing of strains belonging to the ST377 sequence type, originating
from epidemic outbreaks in the European Union, showed resistance to macrolides,
lincosamides, and fB-lactam antibiotics (bla oxa-2 gene) (12-14).

The number of C. diphtheriae infections in Europe and worldwide is increasing,
highlighting the importance of microbiological laboratories being prepared to diagnose these
infections. According to WHO procedures, specimens for culture (swabs) should be taken from
the nose and throat or from lesions on mucous membranes or skin. If possible, the material
should be obtained from beneath the pseudomembrane (if present) or from the
pseudomembrane itself. Ideally, clinical material should be collected before the patient receives
antibiotic therapy. The collected material on a transport medium (such as Amies or Stuart) or
in a sterile container in the case of pseudomembranes should be delivered to the laboratory (4).

Microbiological media used in the diagnosis of C. diphtheriae include, among others:
Columbia agar with sheep blood and special media for C. diphtheriae diagnostics: tellurite agar
(Hoyle's or Clauberg's medium), Tinsdale agar for detecting cysteinase, and Loeffler's medium.
Tellurite-containing media are both selective and differential in isolating toxigenic
corynebacteria (4). Columbia agar with sheep blood can be used in routine diagnostics. After a
24-hour incubation of diphtheria bacilli on blood agar, colonies are grayish, flat, smooth, matte
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with a clearing at the periphery. Depending on the biotype of C. diphtheriae, there may be a
small B-hemolysis zone. It should be noted that in the case of C. diphtheriae biotype gravis,
hemolysis does not occur. Figure 4 shows a colony of C. diphtheriae biotype gravis on blood
agar. Hoyle's agar is a selective medium for isolating and differentiating C. diphtheriae
biotypes. Potassium tellurite acts as a selective agent, inhibiting the growth of most Gram-
positive and Gram-negative bacteria and allowing the detection of tellurite reduction, resulting
in colonies with a gray-black appearance, characteristic of corynebacteria (15). Clauberg's agar
with sheep blood and potassium tellurite shows different growth of mitis, gravis, and
intermedius colonies (16). Tinsdale's medium is designed for isolating and differentiating
corynebacteria from clinical specimens. Selectivity for Corynebacterium is provided by
potassium tellurite present in the medium. Corynebacteria form black or gray colonies on this
medium, and potentially toxigenic bacteria (C. diphtheriae, C. ulcerans, and C.
pseudotuberculosis) stain the medium beneath the colonies brown (a zone of brown
discoloration of the medium beneath the colonies and in their surroundings). This is the result
of the tellurite reacting with H>S produced by the bacteria (from cysteine and thiosulfate).
Incubation on Tinsdale's agar should be carried out for up to 48 hours. On Loeffler's medium,
Corynebacterium bacteria grow faster than other bacteria and produce large amounts of volutin
granules. Staining with Neisser's method confirms the presence of polyphosphate (volutin)
granules in bacterial cells. VVolutin granules stain dark blue, while the cytoplasm stains yellow
(16,17). The optimal growth conditions for diphtheria bacilli are a temperature of 34-37°C and
an oxygen-rich environment. Anaerobic fermentation of some carbohydrates and other
biochemical reactions (including nitrate reduction, hemolysis on blood agar, catalase, urease)
are used in the laboratory diagnosis of diphtheria to differentiate from non-pathogenic
corynebacteria and to biotype diphtheria bacilli (gravis, mitis, intermedius, belfanti) (18). C.
diphtheriae is Gram-positive rods with club-shaped ends (Fig. 5).

Based on colony morphology and biochemical characteristics, four biotypes of C.
diphtheriae are distinguished: gravis, mitis, intermedius, and belfanti. The belfanti biotype is
usually described as toxigenic, although in the UK, the dominant toxigenic biotype is mitis
(77% of toxigenic strains) (1,2). Catalase-positive bacterial colonies with morphology
resembling corynebacteria are subjected to identification using biochemical tests such as Api
Coryne (bioMérieux), the VITEK 2 microbial identification system (bioMérieux), or MALDI-
TOF mass spectrometry.



After confirming the identification of C. diphtheriae, C. ulcerans, or C.
pseudotuberculosis, the toxigenicity of the tested strain should be excluded using molecular
methods and the Elek test. Molecular diagnostic methods allow the detection of the tox gene's
presence. By performing a PCR reaction using two primer pairs: DT1-DT2 and WHO1-WHO2,
it is possible to detect a fragment of the tox gene encoding the biologically active fragment A
of diphtheria toxin (WHO1-WHO2 primers) and the entire tox gene (DT1-DT2 primers)
(19,20). The Elek immunoprecipitation test is performed to confirm the expression of the
diphtheria toxin gene. It is based on the precipitation phenomenon that occurs in agar medium
between the diffusing toxin produced by C. diphtheriae and the specific antitoxin (a filter paper
disk soaked in diphtheria antitoxin). The appearance of precipitation lines confirms the bacterial
strain's toxigenicity (21). Figure 6 illustrates the microbiological diagnostic scheme.

In 2023, the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
introduced new recommendations for interpreting antimicrobial susceptibility testing results for
two bacterial species: C. diphtheriae and C. ulcerans. EUCAST recommends performing
antimicrobial susceptibility testing using either the broth microdilution method according to
ISO 20776-1 or the disk diffusion method on Mueller-Hinton agar supplemented with 5%
defibrinated horse blood and 20 mg/L B-NAD (MH-F medium) (22).

The studies conducted at the NIZP PZH — PIB showed sensitivity to penicillin with
increased exposure (I) among the tested strains of C. diphtheriae. This is consistent with data
presented in available literature. Studies on the susceptibility of C. diphtheriae to penicillin
conducted in other countries suggest that elevated MIC values for penicillin are rare. All strains
of C. diphtheriae tested in 2023 at the NIZP PZH — PIB were sensitive to erythromycin. Zou J.
et al., examining the susceptibility of 45 strains of C. diphtheriae in 2020, showed resistance to
erythromycin at a level of 2,2% (23). In similar studies conducted on 195 strains of C.
diphtheriae by Bernard K. et al., a resistance rate to erythromycin of up to 16,4% was obtained
(24).

Analyzing the susceptibility of C. diphtheriae to antibiotics over a longer period and
with a larger sample size will allow for assessing the potential effectiveness of the current
treatment for invasive diseases caused by this microorganism. Knowledge about microbial
susceptibility to antibiotics will facilitate decision-making in the selection of antibiotics in post-
exposure therapy and the elimination of carriage in the case of toxin-producing isolates. It's also
important to note that vaccination (diphtheria toxoid) does not protect against infection with
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non-toxigenic strains. Due to possible recurrences of epidemic outbreaks, it is necessary to

increase readiness for the diagnosis, prevention, and treatment of diphtheria.

10.

11.

REFERENCES

Sharma NCh, Efstratiou A, Mokrousov I, Mutreja A, Das B, Ramamurthy T.. Diphtheria.
Nature Reviews Disease Primers 2019 Dec 5;5(1):81.

Public health control and management of diphtheria in England 2023 guidelines.
Available from:
https://assets.publishing.service.gov.uk/media/654944a9bdb7ef000d4af91c/diphtheria-
guidelines-version19-November2023.pdf

Breedlove B. A Deadly Kiss. Emerg Infect Dis. 2023 May; 9(5):1085-1086 doi:
10.3201/eid2905.AC2905

WHO laboratory manual for the diagnosis of diphtheria and other related infections.

Geneva: World Health Organization; 2021. Available from:
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/352275/9789240038059-
eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Centers for Disease Control and Prevention (CDC). The Pink Book: Diphtheria. Atlanta:

CDC. 2021. Available from: https://www.cdc.gov/vaccines/pubs/pinkbook/dip.html

Boron-Kaczmarska A, Wiercinska-Drapato A. Choroby zakazne i pasozytnicze. 2017; 415-
416.
Definicje przypadkow chordb zakaZznych na potrzeby nadzoru epidemiologicznego.

Available from: http://wwwold.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld/inne/Def PL2 6b.pdf

Truelove SA, Keegan LT, Moss WJ. Clinical and Epidemiological Aspects of Diphtheria:
A Systematic Review and Pooled Analysis. Clin Infect Dis. 2020 Jun 24;71(1):89-97.
ECDC Weekly threats reports (CDTR) Communicable disease threats reports. Available
from: https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/communicable-disease-
threats-report-week-7-2024.pdf

Increase of reported diphtheria cases among migrants in Europe due toCorynebacterium

diphtheriae. 2022, Available from: https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-

data/increase-reported-diphtheria-cases-among-migrants-europe-due-corynebacterium

Surveillance Atlas of Infectious Diseases. Available from:

https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx



https://assets.publishing.service.gov.uk/media/654944a9bdb7ef000d4af91c/diphtheria-guidelines-version19-November2023.pdf
https://assets.publishing.service.gov.uk/media/654944a9bdb7ef000d4af91c/diphtheria-guidelines-version19-November2023.pdf
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/352275/9789240038059-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://iris.who.int/bitstream/handle/10665/352275/9789240038059-eng.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://www.cdc.gov/vaccines/pubs/pinkbook/dip.html
http://wwwold.pzh.gov.pl/oldpage/epimeld/inne/Def_PL2_6b.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/communicable-disease-threats-report-week-7-2024.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/communicable-disease-threats-report-week-7-2024.pdf
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/increase-reported-diphtheria-cases-among-migrants-europe-due-corynebacterium
https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/increase-reported-diphtheria-cases-among-migrants-europe-due-corynebacterium
https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Badenschier F, Berger A, Dangel A. Outbreak of imported diphtheria with
Corynebacterium diphtheriae among migrants arriving in Germany,2022. Euro Surveill.
2022 Nov 17; 27(46):2200849.

Jacquinet S, Martini H, Mangion JP. Outbreak of Corynebacterium diphtheriae among
asylum seekers in Belgium in 2022: operational challenges and lessons learnt. Euro Surveill.
2023 Nov;28(44):2300130.

O'Boyle S, Barton HE, D'Aeth JC. National public health response to an outbreak of
toxigenic Corynebacterium diphtheriae among asylum seekers in England, 2022: a
descriptive epidemiological study. Lancet Public Health. 2023 Oct;8(10):e766-e775.
Hoyle LA, Leeds MB, 1941 A tellurite blood-agar medium for the rapid diagnosis of
diphtheria. Lancet 237:175-176.

Szewczyk E. Diagnostyka bakteriologiczna. 2020; Wydanie 111:52-55.

Mikotajczyk A, Stefaniuk E, Bosacka K, Hryniewicz W. Wtasciwosci i zastosowanie
podtozy bakteriologicznych. Post.Mikrobiol. 2016; 55(3):320-329.

Kopacka B, Kruszewska A. Bakteriologiczna diagnostyka btonicy. PZH Zaktad
Bakteriologii, Wydawnictwa Metodyczne Panstwowego Zaktadu Higieny, 1974;3(50).
Pallen MJ, Hay AJ, Puckey LH, Efstratiou A. Polymerase Chain Reaction for Screening
Clinical Isolates of Corynebacteria for the Production of Diphtheria Toxin. J. Clin. Pathol.
1994; 47:353-356.

Hauser D, Popoff MR, Kiredjian M, Boquet P, Bimet F.. Polymerase Chain Reaction Assay
for Diagnosis of Potentially Toxinogenic Corynebacterium diphtheriae Strains: Correlation
with ADP-Ribosylation Activity Assay. J Clin Microbiol. 1993; 31:2720-2723.

Kuklinska D, Chodorowska M. Nowelizacja laboratoryjnej diagnostyki btonicy. Med Dosw
Mikrobiol. 2002; 54:35-43.

Rekomendacje EUCAST. Available from:

https://korld.nil.gov.pl/rekomendacje/rekomendacje-eucast/

Zou J, Chorlton SD, Romney MG, Payne M, Lawson T, Wong A, et al. Phenotypic and
genotypic correlates of penicillin susceptibility in nontoxigenic Corynebacterium
diphtheriae, British Columbia, Canada, 2015-2018. Emerg Infect Dis 2020; 26:97-103.
Bernard K, Pacheco AL. In vitro activity of 22 antimicrobial agents against
Corynebacterium and Microbacterium species referred to the Canadian National
Microbiology Laboratory. Clin Microbiol Newsl. 2015; 37:187-98.

10


https://korld.nil.gov.pl/rekomendacje/rekomendacje-eucast/

Received: 31.03.2024

Accepted for publication: 24.05.2024
Otrzymano: 31.03.2023 r.

Zaakceptowano do publikacji: 24.05.2024 r.

Address for correspondence:

Adres do korespondenciji:

Agata Stepuch

Zaktad Bakteriologii i Zwalczania Skazen Biologicznych,

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH — Panstwowy Instytut Badawczy
email: agata.stepuch@gmail.com

Tel.: 511050608

Tabela I. Podstawowe dane dotyczace analizowanych szczepow
Table 1. Basic data relating to the analyzed strains

Strain ID Biotype Patient's Age | Source Sex

1 23 2201041920 gravis 55 skin — ulceratio | Male

2 23 2201045250 gravis 20 blood Male

3 23 2301000710 gravis 33 blood Male

4 23 2301002820 gravis 21 blood Female
5 23 2301009520 gravis 45 skin — ulceratio | Male
6_23 2301010550 mitis 64 blood Male

7 23 2301019250 mitis 78 eye Male

8 23 2301020610 mitis 42 blood Male

9 23 2301023390 gravis 35 ear Male
10_23 2301028110 |gravis 45 blood Male
11 23 2301027870 |gravis 37 wound Female
12 23 2301028830 |gravis 39 blood Male
13 23 2301032120 |mitis 32 wound Male
14 23 2301034050 |gravis 58 wound Male
15 23 2301036650 | gitis 68 skin — ulceratio | Female
16 23 2301040570 |C.ulcerans 67 wound Female
17 23 2301041830 |gravis 54 fistula — unk Male
18 23 2301042580 |mitis 15 blood Female
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WHO1-WHO2 (248 bp) DT1-DT2 (909 bp)

M - GeneRuler 100 bp Plus Ladder, Thermo Scientific
K+: positive control, DNA C. diphtheriae NCTC 10648
K- : negative control

B1: test sample 2301040570, DNA from 1 colony

B2: test sample 2301040570, DNA from bacterial mass

DT1-DT2: the entire gene encoding diphtheria toxin - 909 bp
WHO1-WHOZ2: biologically active toxin subunit - fragment A - 248 bp

Fig.1. Electrophoregram of PCR amplifiers for the Corynebacterium ulcerans strain (strain no.
16_23 2301040570). Visible reaction product of 909 bp for the tested sample

Ryec.1. Elektroforegram amplifikatow PCR dla szczepu Corynebacterium ulcerans (szczep nr
16 23 2301040570). Widoczny produkt reakcji o wielkosci 909 pz dla probki badanej
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Fig.2. Results of the determination of the sensitivity of Corynebacterium diphtheriae strains to antibi-
otics: benzylpenicillin [1 unit], erythromycin [15 mcg], ciprofloxacin [5 mcg], rifampicin [5 mcg],
cefotaxime [5 mcg], clindamycin [2 mcg]. Identification method: diffusional-disk according to EU-
CAST. The red dashed line indicates breakpoint below which the microorganism is marked as resistant

Ryc.2. Wyniki oznaczenia wrazliwosci szczepéw Corynebacterium diphtheriae na antybiotyki: Benzy-
lopenicylina [1 jednostka], Erytromycyna [15 mcg], Ciprofloksacyna [5 mcg], Rifampicyna [5 mcg],
Cefotaksym [5 mcg], Klindamycyna [2 mcg]. Metoda oznaczenia: dyfuzyjno-krazkowa zgodnie z EU-
CAST. Czerwona przerywana linia wyznacza warto$¢ graniczng strefy zahamowania wzrostu ponizej
ktorej drobnoustrdj oznaczany jest jako oporny
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Reported cases C. diphtheriae and C. ulcerans in EU/EEA
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Fig.3. Number of cases of C. diphtheriae and C. ulcerans reported to ECDC by countries of the Euro-

pean Union in 2015-2023
Ryc.3. Liczba raportowanych do ECDC przypadkow C. diphtheriae i C. ulcerans przez kraje Unii Eu-

ropejskiej w latach 2015-2023
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Fig.4. Photo of a Corynebacterium diphtheriae biotype gravis culture on a blood medium (Columbia
agar +5% sheep blood), a 48-hour culture. Source: Autor’s photographic material
Ryc.4. Zdjecie hodowli Corynebacterium diphtheriae biotyp gravis na podtozu krwawym (Columbia

agar +5% sheep blood), hodowla 48 godzinna. Zrodto: Materiat whasny Autorki
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Fig.5. Microscopic preparation of the Corynebacterium diphtheriae strain, biotype belfanti, from the
NCTC 10356 collection, Gram staining. The arrows point to the club-shaped form of bacterial cells.
Source: Autor’s photographic material, Delta Optical ProteOne light microscope, 1000x magnification,
DLT-Cam PRO 5 MP USB 2.0 microscope camera

Ryc.5. Preparat mikroskopowy szczepu Corynebacterium diphtheriae biotyp belfanti z kolekcji NCTC
10356, barwienie metodg Grama. Strzatki wskazuja na maczugowaty ksztalt komorek bakteryjnych.
Zrédto: Materiat wlasny Autorki, mikroskop $wietlny Delta Optical ProteOne, powiekszenie 1000x,
kamera mikroskopowa DLT-Cam PRO 5 MP USB 2.0

Culture of a clinical sample (e.g., throat swab, wound swab)

Columbia agar with sheep blood, 24 hours 3a.37°C bi diti
Tellurite agar (e.g., Tinsdale medium), 48 hours 7‘ ) aerobic conditions
v’ Characteristic black colonies on tellurite agar
v In a microscopic preparation: Gram-positive rods
v’ Positive catalase
[ Identification ] [ Drug susceptibility ] [ Toxinogenicity determination ]

ELEK test

API®Coryne Broth microdilution or disk o,

VITEK 2 diffusion methods

v’ Corynebacterium diphtheriae (biotyp — . .
gravis, mitis, intermedius, belfanti), o : est:gene fwl(".expl”essmn
C. ulcerans, C. pseudotuberculosis PCR: presence of the tox gene

MALDI-TOF

Fig.6. Scheme of microbiological diagnostics
Ryc.6. Schemat diagnostyki mikrobiologiczne;j
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STRESZCZENIE
WPROWADZENIE. Pomimo faktu, ze ostatnie przypadki petnoobjawowej blonicy
zanotowano w Polsce w 1996 oraz w 2000 roku, zdarzajg si¢ jednak nadal zakazenia wywotane
przez szczepy Corynebacterium niewytwarzajace toksyny bloniczej. Jak wynika z raportow
epidemiologicznych ECDC w drugiej potowie 2022 roku obserwowany byl wzrost liczby
przypadkéw blonicy w krajach Unii Europejskiej. Z tego powodu, aktualnym problemem staje
si¢ odpowiednie przygotowanie laboratoriow mikrobiologicznych do diagnostyki
drobnoustrojow z rodzaju Corynebacterium.
CEL. Reidentyfikacja maczugowcoOw blonicy izolowanych z probek materiatu klinicznego
oraz ocena lekowrazliwosci szczepéw C. diphtheriae izolowanych w Polsce w 2023 roku.
MATERIAL I METODY. Przedmiotem badan byto 18 szczepdéw wyizolowanych z probek
materialu klinicznego w 2023 roku w Polsce. Do reidentyfikacji szczepéw wykorzystano
metody mikrobiologiczne i genetyczne. Dokonano oceny lekowrazliwos$ci metoda dyfuzyjno-
krazkowa, zgodnie z nowymi zaleceniami EUCAST obowigzujacymi od 2023 roku.
WYNIKI. Potwierdzono przynaleznos¢ wszystkich badanych szczepéw do rodzaju
Corynebacterium. Wykazano, ze szczepy C. diphtheriae okazaly si¢ wrazliwe przy
zwigkszonej ekspozycji na benzylopenicyling 1 cefotaksym. Wyniki uzyskane przy uzyciu
ciprofloksacyny pozwolity zakwalifikowa¢ szczepy do kategorii wrazliwosci WZE, poza
jednym szczepem, ktory byt oporny na ten antybiotyk. Wszystkie badane szczepy bakteryjne
byly wrazliwe na erytromycyne. Szczep C. ulcerans charakteryzowat si¢ podobnym profilem
antybiotykoopornosci w stosunku do penicyliny, cefotaksymu oraz ciprofloksacyny,
dodatkowo wykryto jego opornos¢ na klindamycyne. Wykonany test PCR w kierunku detekc;i
genu toksyny btoniczej oraz test fenotypowy Eleka pozwolity wykluczy¢ toksynotworczose
badanych szczepow.
WNIOSKI. Na podstawie danych epidemiologicznych o pojawianiu si¢ nowych przypadkow
zakazen szczepami z rodzaju Corynebacterium, zasadne jest przygotowanie teoretyczne i
praktyczne laboratoriow do podjecia diagnostyki w celu wykrycia potencjalnie
toksynotwodrczych maczugowcoéw blonicy. Dostgpne sa skuteczne metody diagnostyki
mikrobiologicznej maczugowcdéw blonicy. Wskazane jest monitorowanie wrazliwos$ci na

srodki przeciwdrobnoustrojowe na wszystkich izolatach C. diphtheriae.

Stowa kluczowe: wrazliwos¢ na antybiotyki, diagnostyka mikrobiologiczna, blonica,

Corynebacterium diphtheriae
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WSTEP

Btonica (diphtheria) jest chorobg zakazng, wywolywang przez toksynotworcze szczepy
maczugowca blonicy Corynebacterium diphtheriae oraz rzadziej przez inne, blisko
spokrewnione gatunki Corynebacterium ulcerans i Corynebacterium pseudotuberculosis, ktore
réwniez moga wytwarza¢ toksyne btonicza. Produkcja biatkowej egzotoksyny uzalezniona jest
od zakazenia bakterii bakteriofagiem B, gdyz tylko lizogenizowane szczepy sga zdolne do
wytwarzania toksyny (1,2).

Choroba byta opisywana juz w V w p.n.e. przez Hipokratesa, a jej nazwe zawdzigczamy
francuskiemu lekarzowi Pierre Bretonneau, ktory w 1826 roku nazwat chorobe diphtérite od
greckiego stowa diphthera (,,skora”) ze wzgledu na wystgpowanie w gardtach zakazonych osob
btony rzekomej (3). Rezerwuarem C. diphtheriae jest cztowiek, a do transmisji dochodzi na
drodze kropelkowej lub przez bezposredni kontakt ze zmianami skornymi i przedmiotami
uzywanymi przez chorego (4,5). Do zakazenia C. ulcerans oraz C. pseudotuberculosis
dochodzi przez kontakt z zakazonymi zwierzgtami lub spozycie niepasteryzowanego mleka lub
produktow mlecznych (2). Objawy chorobowe najczgsciej dotycza uktadu oddechowego lub
skory, rzadziej ucha, spojowek, sromu i pochwy. W klasycznej postaci btonicy oddechowej w
gardle i/lub na migdatkach tworzg si¢ btony rzekome, wezly chtonne szyi sa powickszone oraz
dochodzi do uszkodzenia mig$nia sercowego i nerwow obwodowych. Najczgstsza przyczyna
Smierci jest niedrozno$¢ droég oddechowych, zapalenie migénia sercowego 1 powiktania
neurologiczne (4,6). W postaci skérnej btonicy zmiany moga mie¢ charakter podobny do
liszajca, wyprysku lub owrzodzenia pokrytego szarym nalotem. Zmiany skorne zwykle
wystepuja na odstonigtych konczynach, zwtaszcza nogach. Posta¢ skorna jest rzadko przyczyna
powiktan toksycznych, jednak odgrywa wazng role epidemiologiczng jako rezerwuar bakterii
oraz zrodto zakazenia (2,6). Nietoksynotworcze szczepy C. diphtheriae moga by¢ przyczyna
tagodnego zapalenia gardla, ale rowniez choroby inwazyjnej pod postacig bakteriemii,
zapalenia wsierdzia 1 zapalenia mig$nia sercowego (1).

Analiza kryteriow klinicznych, laboratoryjnych oraz epidemiologicznych pozwala na
klasyfikacj¢ przypadku blonicy na potrzeby nadzoru epidemiologicznego. Kazda osoba
spelniajgca kryteria kliniczne btonicy drog oddechowych spetnia kryteria przypadku
mozliwego. Jako przypadek prawdopodobny, przyjmuje si¢ kazda osobe spetniajacag kryteria

kliniczne i epidemiologiczne. Za przypadek potwierdzony uznaje si¢ kazda osobg¢ spelniajaca
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kryteria kliniczne i laboratoryjne (7). Laboratoryjne rozpoznanie blonicy polega na
wyizolowaniu z materiatu klinicznego C. diphtheriae, C. ulcerans lub C. pseudotuberculosis
1 oznaczenie toksynotworczosci szczepu bakteryjnego. Toksynotworczos¢ szczepu musi by¢
potwierdzona fenotypowo testem Eleka (4,5). Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z
dnia 24 czerwca 2020 r. w sprawie zglaszania wynikow badan w kierunku biologicznych
czynnikéw chorobotwoérczych u ludzi, przestanka do zgloszenia wyniku badania do inspekcji
sanitarnej jest izolacja z materialu klinicznego maczugowcoéw wytwarzajacych toksyng
btonicza.

Celem pracy byla reidentyfikacja maczugowcow blonicy izolowanych z probek
materiatu klinicznego oraz retrospektywna ocena lekowrazliwosci szczepow C. diphtheriae

izolowanych w Polsce w 2023 roku.

MATERIALY I METODY

Probki do badan. Przedmiotem badan bylo 18 szczepow wyizolowanych z probek
materiatu klinicznego pobranych w 2023 roku w Polsce, przystanych do reidentyfikacji jako C.
diphtheriae — 17 szczepow oraz C. ulcerans — 1 szczep. Szczepy bakteryjne C. diphtheriae
przystane do NIZP PZH — PIB w celu reidentyfikacji izolowane byty z krwi, z wymazow z rany
oraz ze skory.

Reidentyfikacja szczepéw badanych. Do reidentyfikacji szczepow wykorzystano,
zgodnie z zaleceniami WHO oraz ECDC, metody mikrobiologiczne oraz genetyczne. Szczepy
bakteryjne identyfikowano za pomoca barwienia metoda Grama, oceny morfologii kolonii na
podiozu Columbia agar z 5% krwig baraniag, podtozu Tinsdale’a oraz oznaczenia
biochemicznego z wykorzystaniem testow Api Coryne (bioMérieux). Do izolacji bakteryjnego
DNA uzyto metody kolumnowej (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche). Reakcje
PCR wykonano z zastosowaniem dwoch par starterow: DT1-DT2 oraz WHO1-WHO2.
Toksynotworczos$¢ szczepdw badanych oceniono wykonujac test Eleka.

Antybiogram szczepow badanych. Ocene¢ lekowrazliwosci 18 szczepoéw badanych
przeprowadzono metoda dyfuzyjno-krazkowa, na podlozu Mueller-Hinton agar
z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi konskiej 1 20 mg/L B-NAD (podloze MH-F). Hodowle
prowadzono w obecnosci 5% CO2 w temperaturze 35°C przez 18+2 godz. Do kontroli jakosci
oznaczenia stosowano szczep wzorcowy z kolekcji ATCC — Streptococcus pneumoniae ATCC

49619. Zgodnie z zaleceniami EUCAST oraz Krajowego Os$rodka Referencyjnego ds.
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Lekowrazliwo$ci Drobnoustrojow (KORLD) zmierzono wielkosci stref zahamowania wzrostu
szczepOw badanych wobec krazkow z antybiotykami: benzylopenicylina (P — 1 jednostka),
amoksycylina (AML — 10 mcg), cefotaksym (CTX — 5 mcg), meropenem (MEM — 10 mcg),
ciprofloksacyna (CIP — 5 mcg), erytromycyna (E — 15 mcg), klindamycyna (DA — 2 mcg),
tetracyklina (T — 30 mcg), linezolid (LZD — 10 mcg), rifampicyna (RD — 5 mcg), trimetoprim-
sulfametoksazol (SXT — 25 mcg).

WYNIKI

W wyniku przeprowadzonej reidentyfikacji potwierdzono przynalezno$¢ wszystkich
badanych szczepoéw do rodzaju Corynebacterium.

Charakterystyke badanych szczepoéw przedstawia Tabela I, w ktorej zamieszczono dane
dotyczace biotypu szczepdw, plci 1 wieku pacjentdw oraz materiatu klinicznego, z ktorego
wyizolowano drobnoustrdj. Wickszos¢ pacjentow stanowili mezczyzni (67%) w wieku 30-40
lat (28%). Dominujacym biotypem C. diphtheriae byt gravis (65%). Materialy kliniczne, z
ktérych najczeéciej izolowano maczugowce to krew (44%) oraz wymazy ze skory
(owrzodzenia, rany 44%).

Wykonane badania molekularne (reakcja PCR) w kierunku detekcji genu toksyny
btoniczej oraz test fenotypowy Eleka pozwolily wykluczy¢ toksynotworczos¢ wszystkich
badanych szczepow. W przypadku badania szczepu C. ulcerans uzyskano dodatnig reakcje
PCR dla calego genu tox (obecny produkt reakcji o wielkosci 909 pz), co pozwala
zakwalifikowac ten szczep do szczepdw opisywanych jako nietoksynotworczych niosacych gen
toksyny NTTB (non-toxigenic toxin-gene bearing). Rycina 1 przedstawia elektroforegram
amplifikatow PCR dla szczepu C. ulcerans.

Wszystkie badane szczepy byly wrazliwe przy zwigkszonej ekspozycji (WZE) na
benzylopenicyling, cefotaksym oraz ciprofloksacyng. Przynalezno$¢ do kategorii wrazliwosci
WZE oznacza, ze istnieje wysokie prawdopodobienstwo sukcesu terapeutycznego przy
zwigkszeniu ekspozycji na te leki. Jeden szczep C. diphtheriae byt oporny na ciprofloksacyng
(7_23_2301019250). Szczep nr 16_23 2301040570 — C. ulcerans, byt oporny réwniez na
klindamycyng, co moze wskazywaé¢ na wytwarzanie przez niego nukleotydylotransferaz.
Wyniki badan oznaczenia lekowrazliwo$ci metoda dyfuzyjno-krazkowa szczepow C.

diphtheriae dla wybranych antybiotykdéw przedstawia Rycina 2.
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DYSKUSJA

Pomimo prowadzenia masowych szczepien ochronnych przeciwko blonicy, na catym
Swiecie wystepuja epidemiczne ogniska tej choroby. Z tego powodu, ciggle aktualnym
problemem jest odpowiednie przygotowanie laboratoriow mikrobiologicznych do diagnostyki
drobnoustrojow z rodzaju Corynebacterium.

W latach 90 XX wieku wystgpila epidemia blonicy w krajach bylego Zwigzku
Radzieckiego. W roku 2017 w Bangladeszu w obozie Kutupalong wsréd uchodzcéw Rohingya
wybuchta najwicksza w tym stuleciu epidemia btonicy. Do czerwca 2019 roku w ognisku
zgloszono 8640 przypadkow i 45 zgonow spowodowanych blonicag. W latach 2000-2018
ogniska epidemiczne byly stwierdzane w réznych krajach m. in.: w Jemenie, Wenezuel,
Indiach, na Haiti oraz w Indonezji (8). Jak wynika z meldunkéw epidemiologicznych NIZP
PZH — PIB ostatnie przypadki pelnoobjawowej btonicy zanotowano w Polsce w 1996 roku (9
zachorowan) oraz w 2000 roku (1 zachorowanie), zdarzaja si¢ jednak nadal zakazenia
wywotane przez szczepy Corynebacterium niewytwarzajgce toksyny btonicze;.

W ostatnich latach przypadki btonicy zanotowano rowniez w Europie, glownie wsrod
imigrantéw. Wedlug raportu ECDC w okresie od wrzesnia 2022 roku do 12 lutego 2024 r.
w krajach EU/EEA odnotowano 443 przypadki btonicy, w tym piec¢ przypadkdéw zakonczonych
zgonem. Wigkszo$¢ zgloszonych przypadkow dotyczyta btonicy skornej, zglaszano rowniez
przypadki blonicy drég oddechowych. Z uwagi na przewidywang opornos$¢ C. diphtheriae na
powszechnie stosowane antybiotyki doustne i pozajelitowe ECDC zaleca monitorowanie
wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe na wszystkich izolatach C. diphtheriae (9).
Jako s$rodki kontroli ognisk epidemicznych stosowano izolacje, badania przesiewowe
wymazow z gardla, leczenie antybiotykami oraz szczepienia. W przypadku btonicy
przebiegajacej z objawami ze strony ukladu oddechowego podawano antytoksyne btonicza
(10). Rycina 3 pokazuje liczbe przypadkow C. diphtheriae i C. ulcerans w krajach Unii
Europejskiej w latach 2015-2023 (11). Badanie wrazliwosci na antybiotyki szczepow
nalezacych do typu sekwencyjnego ST377, pochodzacych z ognisk epidemicznych na terenie
Unii  Europejskiej, wykazalo oporno$¢ na makrolidy, linkozamidy oraz antybiotyki -
laktamowe (gen bla oxa-2) (12-14).

Liczba zakazen C. diphtheriae w Europie i na $wiecie rosnie, dlatego laboratoria
mikrobiologiczne musza by¢ przygotowane do diagnostyki tych zakazen. Wedtlug procedur

WHO, prébki do posiewu (wymazy) nalezy pobiera¢ z nosa i gardta lub ze zmian na btonach
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Sluzowych lub skorze. Jesli to mozliwe, materiat nalezy pozyska¢ spod btony rzekomej (jesli
wystepuje) lub z czgsci samej blony rzekomej. Najlepiej, jezeli material kliniczny zostanie
pobrany przed podaniem pacjentowi antybiotykoterapii. Pobrany materiat na podtozu
transportowym (Amies lub Stuart) lub w jalowym pojemniku w przypadku bton rzekomych,
nalezy dostarczy¢ do laboratorium (4).

Podtoza mikrobiologiczne stosowane w diagnostyce C. diphtheriae to m. in.: Columbia
agar z krwig baranig oraz specjalne podtoza do diagnostyki C. diphtheriae: agar tellurynowy
(podtoze Hoyle’a lub Clauberga), Tinsdale agar do wykrywania cysteinazy, podtoze Loefflera.
Podtoza zawierajace telluryn sg zaréwno selektywne jak 1 roznicujgce w izolacji
toksynotworczych maczugowcow (4). Pozywka Columbia agar z krwig barania moze by¢
wykorzystana w rutynowej diagnostyce. Po 24 godzinnej hodowli maczugowca blonicy na
agarze z krwig kolonie sg szarawe, ptaskie, gtadkie, matowe z przejasnieniem na obwodzie. W
zaleznosci od biotypu C. diphtheriae, moze wystgpowac niewielka strefa hemolizy . Trzeba
mie¢ na uwadze, ze w przypadku C. diphtheriae biotyp gravis hemoliza nie wystepuje. Rycina
4 przedstawia zdjecie kolonii C. diphtheriae biotyp gravis na podtozu krwawym. Agar Hoyle’a
to podtoze selektywne do izolacji i rd6znicowania biotypéw C. diphtheriae. Telluryn potasu
dziata jako Srodek selektywny i ma dziatanie hamujace wzrost wigkszosci bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych oraz pozwala na wykrycie redukcji tellurynu, w wyniku czego
powstaja kolonie o szaro-czarnym wygladzie, co jest charakterystyczne dla maczugowcdodw
(15). Na podtozu Clauberga z krwig baranig i tellurynem potasu widoczny jest ré6zny wzrost
kolonii mitis, gravis oraz intermedius (16). Podtoze Tinsdale’a jest przeznaczone do izolacji 1
réznicowania maczugowcoéw z materiatow klinicznych. Wybiodrczos¢ dla Corynebacterium
zapewnia obecny w podlozu telluryn potasowy. Maczugowce tworzg na tym podtozu kolonie
czarne lub szare, a bakterie potencjalnie toksynotworcze (C. diphtheriae, C. ulcerans i C.
pseudotuberculosis) zabarwiaja podloze pod koloniami na brazowo (strefa brgzowego
zabarwienia podfoza pod koloniami oraz w ich otoczeniu). Jest to wynik reakcji tellurynu z
wytwarzanym przez bakterie HzS (z cystyny i tiosiarczanu). Hodowle na podtozu Tinsdale’a
nalezy prowadzi¢ do 48 godzin. Na podtozu Loefflera bakterie z rodzaju Corynebacterium
wyrastajg szybciej niz inne bakterie 1 wytwarzaja duze ilo$ci ziaren wolutyny. Barwienie
metoda Neissera potwierdza obecno$¢ w komoérkach bakterii  polifosforanowych
(wolutynowych) ziarnisto$ci zapasowych. Ziarna wolutyny wybarwiajag si¢ na kolor

granatowoczarny, a cytoplazma na kolor zoétty (16,17). Optymalne warunki wzrostu dla
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maczugowca blonicy to temperatura 34-37°C oraz $rodowisko tlenowe. Bezgazowa
fermentacja niektorych weglowodandw oraz inne reakcje biochemiczne (m. in.: redukcja
azotanéw, hemoliza na agarze z krwia, katalaza, ureaza), s3 wykorzystywane w diagnostyce
laboratoryjnej btonicy do réznicowania z maczugowcami niechorobotworczymi oraz do
biotypowania maczugowca blonicy (biotyp gravis, mitis, intermedius, belfanti) (18). C.
diphtheriae to Gram dodatnie pateczki z maczugowato rozszerzonymi koncami (Ryc. 5).

Na podstawie morfologii kolonii i cech biochemicznych wyréznia si¢ cztery biotypy C.
diphtheriae: gravis, mitis, intermedius i belfanti. Zwykle jako toksynotworczy jest opisywany
biotyp belfanti, cho¢ w Wielkiej Brytanii dominujgcym biotypem toksynotwoérczym jest biotyp
mitis (77% szczepoéw toksynotworczych) (1,2). Katalazo-dodatnie kolonie bakteryjne o
morfologii przypominajacej maczugowce poddaje si¢ identyfikacji za pomocag testow
biochemicznych takich jak np.: Api Coryne (bioMérieux), systemu identyfikacji
mikroorganizméw VITEK 2 (bioM¢érieux) lub metoda spektometrii mas MALDI-TOF.

Po potwierdzeniu identyfikacji C.diphtheriae, C. ulcerans lub C. pseudotuberculosis
nalezy wykluczy¢ toksynotworczo$¢ badanego szczepu metodami molekularnymi oraz testem
Eleka. Metody diagnostyki molekularnej umozliwiaja wykrycie obecno$ci genu tox.
Wykonujac reakcje PCR z zastosowaniem dwoch par starterow: DT1-DT2 oraz WHO1-WHO2
mamy mozliwo$¢ wykrycia fragmentu genu tox kodujacego biologicznie aktywny fragment A
toksyny btoniczej (startery WHO1-WHO2) oraz caly gen tox (startery DT1-DT2) (19,20). Test
immunoprecypotacji Elek wykonuje si¢ w celu potwierdzenia ekspresji genu toksyny btoniczej.
Jest on oparty na zjawisku precypitacji, ktore zachodzi w podlozu agarowym pomigdzy
dyfundujaca toksyng wytwarzang przez szczep C. diphtheriae a swoistg antytoksyng (krgzek
bibuty nasaczony antytoksyna blonicza). Wystgpienie linii precypitacyjnych jest
potwierdzeniem toksynotworczo$ci szczepu bakteryjnego (21). Rycina 6 obrazuje schemat
diagnostyki mikrobiologicznej.

W 2023 roku Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST)
wprowadzil nowe zalecenia interpretacji wynikow oznaczania lekowrazliwosci dla dwoch
gatunkéw bakterii: C. diphtheriae oraz C. ulcerans. EUCAST rekomenduje oznaczanie
lekowrazliwosci metoda mikrorozcienczen w bulionie zgodnie z norma ISO 20776-1 lub
metoda dyfuzyjno-krazkowa, na podlozu Mueller-Hinton agar z dodatkiem 5% odwloknione;j
krwi konskiej i 20 mg/L B-NAD (podtoze MH-F) (22).
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Przeprowadzone w NIZP PZH — PIB badania wykazaty wrazliwo$¢ przy zwiekszonej
ekspozycji badanych szczepow C. diphtheriae na penicyling (kategoria wrazliwosci WZE). Jest
to zgodne z danymi prezentowanymi w dostgpnym piSmiennictwie. Badania wrazliwos$ci
C. diphtheriae na penicyling przeprowadzone w innych krajach sugerujg, ze podwyzszone
warto$ci MIC dla penicyliny sg rzadkie. Wszystkie przebadane w 2023 roku w NIZP PZH —
PIB szczepy C. diphtheriae byly wrazliwe na erytromycyne. Zou J. i wsp. badajac w 2020 roku
lekowrazliwo$¢ 45 szczepow C. diphtheriae wykazali opornos¢ na erytromycyne na poziomie
2,2% (23). W podobnych badaniach przeprowadzonych na 195 szczepach C. diphtheriae przez
Bernard K. 1 wsp., uzyskano az 16,4% opornos¢ na erytromycyng (24).

Analiza wrazliwosci na antybiotyki C. diphtheriae w dtuzszym okresie i na wigkszej
probie badawczej, pozwoli na ocene potencjalnej skutecznosci stosowanego leczenia chordéb
inwazyjnych wywotlanych tym drobnoustrojem. Wiedza na temat wrazliwo$ci drobnoustrojow
na antybiotyki utatwi podjecie decyzji w doborze antybiotykow w terapii poekspozycyjnej oraz
likwidacje nosicielstwa w przypadku izolatow toksynotworczych. Na uwadze nalezy tez mie¢
fakt, iz szczepienie (toksoid bloniczy) nie chroni przed zakazeniem szczepami
nietoksynotworczymi. Z powodu mozliwych nawrotéw ognisk epidemicznych konieczne jest

zwiekszenie gotowosci do diagnostyki, profilaktyki i leczenia btonicy.
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