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RIASSUNTO - La difterite € una malattia infettiva acuta, potenzialmente fatale, a notifica obbligatoria, causata da ceppi
appartenenti alla specie Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium ulcerans produttori di tossina. Grazie alle
massive campagne di vaccinazione, introdotte a partire dagli anni '20 del Novecento, la difterite € stata debellata nella
maggior parte dei Paesi industrializzati, ma resta una malattia endemica in diverse aree geografiche, emergendo talvolta
come caso sporadico o piccola epidemia. Riconoscere clinicamente un caso sospetto, segnalarlo alle autorita competenti
e confermare rapidamente la diagnosi, mediante analisi microbiologiche e molecolari finalizzate all'identificazione e
alla conferma della specie e della presenza della tossina, diventa cruciale per il corretto e tempestivo intervento sia sui
pazienti che sui contatti.

Parole chiave: difterite; Corynebacterium diphtheriae; Corynebacterium ulcerans; diagnosi molecolare

SUMMARY (/s diphtheria still a disease to be monitored?) - Diphtheria is an acute infectious disease, potentially fatal,
notifiable, caused by toxigenic Corynebacterium diphtheriae and Corynebacterium ulcerans. Thanks to massive vaccina-
tion campaigns, introduced since the 1920s, diphtheria has been eradicated in most industrialized countries. However,
it remains an endemic disease in several geographical areas, sometimes emerging as sporadic cases or small epidemics.
It is crucial for the correct and timely intervention on patients and contacts to recognize a clinically suspected case, to
report it to the competent authorities and to quickly confirm the diagnosis by microbiological and molecular analysis

for the identification and confirmation of the species and the presence of the toxin.
Key words: diphtheria; Corynebacterium diphtheriae; Corynebacterium ulcerans; molecular diagnosis
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a difterite ¢ una malattia infettiva, a notifica

obbligatoria (DM 15 dicembre 1990, Guazzetta

Ufficiale n. 6, 8 gennaio 1991), altamente con-
tagiosa, che nel passato ¢ stata caratterizzata da elevata
mortalitd, soprattutto nei bambini, generando grande
preoccupazione nella popolazione che assisteva impo-
tente alla diffusione di una malattia che provocava la
morte per soffocamento. E soltanto alla fine dell’800 che
¢ stato identificato I'agente patogeno: il Corynebacterium
diphtheriae. Questo batterio produce una tossina (tossi-
na difterica) che, oltre a causare necrosi tessutale locale,
¢ in grado di diffondere attraverso il circolo sanguigno e
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raggiungere organi vitali causando gravi complicanze. I
ceppi tossinogenici infettano le vie aeree superiori dando
origine, dopo una breve incubazione (2-4 giorni), a rini-
te, faringite (angina difterica), laringotracheite (croup
difterico) con formazione di pseudomembrane. Il croup
difterico puo condurre a morte per soffocamento. Esiste
anche una forma cutanea di difterite che si manifesta
con la formazione di un’'ulcera gangrenosa in seguito a
una puntura di insetto o a una ferita. La difterite cutanea
¢ piuttosto rara in Europa e negli Stati Uniti, mentre ¢
pit diffusa nei Paesi tropicali manifestandosi soprattutto
nei soggetti indigenti. >
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C. diphtheriae biotipo mitis, crescita su agar sangue

Nelle forme pitt gravi della malattia, causate dalla
diffusione della tossina difterica nel sistema circolato-
rio, si possono avere complicanze sistemiche a carico
del miocardio e del sistema nervoso periferico. La
formulazione di un vaccino e le campagne di vaccina-
zione di massa in America (1920) e in Europa (1940)
hanno favorito la quasi totale eliminazione della
malattia nella maggior parte dei Paesi industrializzati.
Tuttavia, esistono aree del mondo come I’Asia (Cina,
India e Indonesia), il Sud-America e I’Africa dove la
malattia ¢ ancora endemica (1). Nonostante il grande
successo ottenuto grazie alla somministrazione del
vaccino, durante gli anni ’90 numerosi episodi epide-
mici, anche di vaste proporzioni, sono stati riportati
in Russia e nei Nuovi Stati Indipendenti (NSI) della
ex-Unione Sovietica. La riemergenza della difterite
in questi Paesi fu dovuta soprattutto a fattori di tipo
sociali, economici, politici e sanitari, che hanno subito
un importante e grave deterioramento in seguito alla
disgregazione dell'Unione Sovietica, contribuendo alla
diffusione della malattia (2).

La terapia piu efficace per la difterite ¢ la sommini-
strazione di siero immune equino (1) conosciuto come
antitossina difterica (DAT). La DAT, scoperta e pro-
dotta su larga scala alla fine dell’800, si dimostra effica-
ce soltanto nelle primissime fasi dell'infezione quando
la tossina difterica & in circolo e non si ¢ ancora fissata
ai tessuti. Con I'avvento del vaccino e la drastica ridu-
zione del numero dei casi, ¢ diminuita anche la richie-
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sta di DAT, che oggi ¢ prodotta solo da pochissimi
Paesi, tra cui il Brasile. La DAT, oltre che per la terapia,
¢ importante anche per la diagnostica ed ¢ utilizzata nel
saggio di immunoprecipitazione (Elek test) che serve a
determinare la produzione di tossina in vitro da parte
dei corinebatteri. La mancanza di scorte di DAT (I'Ita-
lia & uno dei Paesi europei a non avere scorte) mette a
serio rischio la possibilita di intervenire precocemente
a livello terapeutico; in situazioni di emergenza si puo
utilizzare il plasma di pazienti convalescenti, ma l'alter-
nativa pitt promettente ¢ rappresentata dagli anticorpi
monoclonali. In uno studio americano, questi anticor-
pi si sono dimostrati efficaci nel neutralizzare la tossina
difterica sia in vivo che in vitro e ne & stata autorizzata
la sperimentazione preclinica e clinica nell'uomo per
valutarne sicurezza ed efficacia (3). Lutilizzo di anti-
corpi monoclonali eviterebbe il potenziale rischio di
reazioni di ipersensibilita legate alla somministrazione
di DAT. Nei casi di difterite si interviene, inoltre, con
una terapia di supporto basata sull’'uso di antibiotici
quali penicilline e/o macrolidi, raccomandati dall’Or-
ganizzazione Mondiale della Sanita (OMS) sia per il

trattamento dei casi che dei contatti.

Il batterio

C. diphtheriae, che comprende 4 diversi biotipi (gra-
vis, mitis, intermedius e belfanti) ¢ la pitt comune delle
specie potenzialmente tossinogeniche e pud dare origi-
ne a focolai epidemici trasmettendosi da uomo a uomo
per via aerea (starnuti, tosse) o per contatto diretto
(lesioni cutanee). Tutti i biotipi, a eccezione di belfanti,
possono produrre la tossina difterica e sono distingui-
bili sia dal punto di vista morfologico che biochimico.

Oltre a C. diphtheriae, altre due specie possono
produrre la tossina difterica: il Corynebacterium ulce-
rans e il Corynebacterium pseudotuberculosis, entrambi
rilevanti in ambito veterinario. Il C. ulcerans ¢ respon-
sabile di mastiti bovine e di infezioni in animali selva-
tici e domestici, quali piccoli uccelli, cani e gatti, che
possono quindi rappresentare un serbatoio e una fonte
di trasmissione per 'uomo. Le infezioni umane da C.
ulcerans, in aumento in Europa e negli Stati Uniti (4),
sono generalmente associate al consumo di latte crudo
o al contatto con animali infetti, sia da allevamento
che da compagnia. C. pseudoruberculosis, responsabile
della linfoadenite negli ovini, pud causare anche infe-
zioni in altri animali quali cavalli e mucche da latte. Le
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infezioni umane causate da C. pseudotuberculosis sono
molto rare e associate a esposizione professionale. Né
per C. ulcerans, né per C. pseudotuberculosis, & nota la
trasmissione da uomo a uomo.

Alcuni ceppi di C. diphtheriae privi dei geni della
tossina difterica (non tossinogenici) possono colo-
nizzare il nasofaringe e causare faringiti, batteriemie,
endocarditi, artriti settiche, ascessi e polmoniti (5, 6).
Lemergenza dei ceppi non tossinogenici di C. diphthe-
riae ¢ stata documentata di recente negli Stati Uniti e
in Europa, inclusa I'ltalia. Eccezionalmente, alcuni di
questi ceppi non-tossinogenici presentano i geni della
tossina e sono definiti come portatori del gene rox
non-tossinogenici. Questi ceppi sono stati osservati
per la prima volta durante e dopo I'epidemia degli
anni "90 nei diversi Paesi dell’Europa dell’Est (Russia
ed NSI) e pitt recentemente in Gran Bretagna (7). La
circolazione di questi ceppi rappresenta un rischio per
la diffusione della difterite perché potrebbero tornare
a produrre la tossina attraverso reversione spontanea
al ceppo tossinogenico o per ricombinazione omologa
tra i diversi corinebacteriofagi (7).

Lepidemiologia nel mondo
nell’era vaccinale

La difterite ¢ una malattia prevenibile con il vac-
cino antidifterico, costituito da tossina difterica resa
non tossica (anatossina o tossoide) da trattamenti
chimici. In Ttalia, il vaccino antidifterico esiste in
diverse formulazioni, sia per bambini che per adult;

si puo trovare in combinazione con il tossoide tetani-
co (tetano-difterite per adulti) e con il vaccino anti-
pertosse acellulare (DTaP). Ai bambini nel primo
anno di vita si somministra comunemente un vacci-
no esavalente combinato (Difterite-Tetano-Pertosse
acellulare, Polio inattivato, Haemophilus influenzae
tipo b, Epatite B), che assicura una protezione con-
tro la difterite superiore al 98%.

I casi di difterite riportati negli Stati Uniti prima
dell’avvento del vaccino erano superiori a 200.000 per
anno con un tasso di incidenza della malattia paria 191
casi per milione di abitanti. La vaccinazione ha drasti-
camente ridotto questi numeri fino a 0 casi negli anni
’60 (8). Negli anni ’80 i casi riportati erano meno di
5 per anno e si trattava generalmente di casi importati
(9). In Europa, sulla base dei dati del'OMS (WHO
European Region), grazie alle politiche vaccinali, nel
decennio 2000-2009 il tasso di incidenza ¢ diminuito,
passando da 1,82 casi per milione di abitanti nel 2000
2 0,07 casi per milione nel 2009, con una mortalita del
14,6% in pazienti con difterite respiratoria associata a
pseudomembrane contro I'1,3% dei pazienti con dif-
terite respiratoria in assenza di pseudomembrane (4).

Nel periodo 2011-2013 sono stati riportati glo-
balmente ogni anno dai 4.500 ai 5.500 casi, la mag-
gior parte dei quali segnalati in India e in Indonesia.
Sebbene la difterite causi pitt morti nei Paesi ad alta
endemia, il tasso di letalita ¢ piti alto nei Paesi in cui
la malattia non ¢ endemica dove a causa della poca
familiaritd con la malattia si pud andare incontro a
ritardi nella diagnosi e nel trattamento (10).

La sorveglianza europea

In seguito all'epidemia di difterite segnalata negli
stati dell’ex-Unione Sovietica, nel 1993 si ¢ istituito,
a livello europeo, il primo Gruppo di lavoro sulla
difterite (European Laboratory Working Group on
Diphtheria, ELWGD), con lo scopo di controllare
e contrastare la diffusione della malattia. Nel corso
degli anni, grazie ai finanziamenti della Commissione
Europea (DG SANCO), la sorveglianza della difte-
rite ¢ stata implementata e nel 2010 ¢ passata sotto
il coordinamento dell’European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC), con il nome di
European Diphtheria Surveillance Network (EDSN)
(www.ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/

EDSN/Pages/index.aspx). >
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Questa sorveglianza, che pud contare su una rete
di 32 Paesi partecipanti, ¢ utile non solo a mantenere
alta lattenzione verso la malattia, ma soprattutto a
mantenere le capacitd diagnostiche dei laboratori di
riferimento, armonizzando i metodi e le prestazioni in
tutta Europa. Ogni due anni le procedure dei labora-
tori di riferimento dei Paesi della rete vengono valuta-
te mediante un Controllo di Qualita Esterno (EQA).

Nell'ultimo report, pubblicato nel 2013 dal’ECDC
(dati 2011), si documenta una progressiva riduzio-
ne dei casi di difterite da 42 per centomila abitanti
nel 2008, a 20 nel 2011 (www.ecdc.europa.eu/en/
publications/Publications/annual-epidemiological-
report-2013.pdf).

La Lettonia resta il Paese con il maggior numero
di casi, sebbene si sia passati da 29 casi per centomila
abitanti nel 2008 a 6 casi nel 2014.

L'attivita del Laboratorio di riferimento
per la difterite presso I'lSS

Presso il Dipartimento di Malattie Infettive,
Parassitarie ed Immunomediate dell’Istituto Superiore
di Sanita (ISS), il Laboratorio di riferimento per la
difterite, con il sostegno del Ministero della Salute,
attraverso un apposito Accordo di collaborazione
CCM, esegue la diagnosi microbiologica dei ceppi
appartenenti alle specie C. diphtheriae, C. ulcerans e
C. pseudotuberculosis attaverso coltura, saggi biochi-
mici (mediante API Coryne, bio Meriéux) e meto-

di molecolari (Polymerase Chain Reaction, PCR),
che consentono di identificare le diverse specie di
Corynebacterium tossinogeniche e determinare la pre-
senza della tossina stessa, responsabile della malattia.
Il Laboratorio di riferimento ha messo a punto una
metodica in Real-Time PCR per la diagnosi rapida
su coltura o campione clinico, mediante la ricerca
simultanea del gene 7poB (che individua il patogeno e
discrimina tra le specie C. diphtheriae e C. ulcerans) e
del gene della tossina rox (11).

La situazione italiana dagli anni ‘90 a oggi

In Italia, i casi pit recenti di difterite causati da C.
diphtheriae produttori di tossina risalgono agli anni
’90 con due episodi di difterite respiratoria, uno nel
1993 dovuto a C. diphtheriae biotipo gravis in una
donna peruviana di 38 anni il cui stato vaccinale non
era noto, e l'altro, nel 1995, dovuto a C. diphtheriae
biotipo mitis isolato da essudato faringeo in una bam-
bina italiana di tre anni non vaccinata (6). Nel periodo
2000-2014, i casi di difterite, confermati microbio-
logicamente presso I'ISS, sono stati due, entrambi
segnalati nel Nord Italia e causati da C. wlcerans. 11
primo ¢ stato segnalato nel 2002 in un paziente di 14
anni, vaccinato, che presentava pseudomembrane nel
faringe. Il secondo caso ¢ stato diagnosticato a febbraio
2014 in una paziente di 70 anni non vaccinata che
presentava pseudomembrane a livello rinofaringeo;
inoltre, la coltura del tampone nasale ottenuto dal cane
della paziente ha evidenziato la presenza di C. wlcerans.
I risultati della genotipizzazione eseguita sui due ceppi
confermano la trasmissione del ceppo di C. ulcerans dal
cane alla paziente.

Nello stesso periodo sono stati segnalati anche cin-
que casi di infezioni dovuti a ceppi di C. diphtheriae
non produttori di tossina e, tra questi, due sono stati
particolarmente gravi. Nel primo caso, segnalato nel
2012, C. diphtheriae biotipo belfanti (non tossino-
genico) ha causato polmonite in una paziente di 62
anni, precedentemente vaccinata (5) e con una storia
pregressa di viaggi all’estero; nel secondo caso, segna-
lato nel 2014, C. diphtheriae, biotipo gravis (non tos-
sinogenico), ¢ stato responsabile di un'ulcera cutanea
in un uomo di 44 anni, italiano, vaccinato, affetto da
impetigine manifestatasi dopo un viaggio all’estero. I
casi esaminati nel periodo 2000-2014 sono riportati

in Tabella.
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Tabella - Caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti con isolamento di C. diphtheriae e C. ulcerans in Italia nel periodo

2000-2014
Vaccinazione Produzione
Caso Anno Citta Eta/sesso antidifterica Diagnosi Campione Specie di tossina
1 2002 Vicenza 14/M Si Faringite con Tampone C. ulcerans Si
pseudomembrane faringeo
2 2007 Roma Non nota/F Non nota Faringite Tampone C. diphtheriae No
faringeo var mitis
3 2009 Lecco 61/F Si Colonizzazione Tampone C.diphtheriae No
nasale var belfanti
4 2012 Verona 44/M Si Impetigine Lesione C. diphtheriae No
cutanea var gravis
5 2012 Milano 62/F Si Polmonite Aspirato C. diphtheriae No
tracheo-bronchiale var belfanti
6 2014 Piacenza 70/F No Rinofaringite con Biopsia C. ulcerans Si
pseudomembrane rinofaringea
7 2014 Roma 9/F Si Colonizzazione Secrezione C. diphtheriae No

Siero-epidemiologia della difterite

La vaccinazione antidifterica non conferisce
immunita permanente. La protezione diminuisce nel
corso degli anni e quindi si possono manifestare casi
anche in soggetti precedentemente vaccinati. I livelli
anticorpali antitossina, in accordo con i criteri inter-
nazionali, determinati con il saggio che utilizza cellule
VERO (12), sono considerati: non protettivi (< 0,01
Ul/ml), scarsamente protettivi (0,01-0,09 Ul/ml),
protettivi (0,1-0,9 Ul/ml) e protettivi a lungo ter-
mine (> 1 Ul/ml). I test ELISA, comunemente usati
per la determinazione di anticorpi anti difterite, non
sempre concordano con il saggio su cellule VERO, di
conseguenza ¢ possibile che individui valutati con il
test ELISA possano ricevere indicazioni erronee circa
la necessita o meno di vaccinarsi (13). Studi di siero-
epidemiologia condotti in Europa (14) hanno evi-
denziato come in alcuni Paesi, Italia inclusa, la popo-
lazione giovanile (>20 anni) e quella adulta non siano
protette nei confronti della difterite. Nel 2011, in un
campione di 200 donatori di sangue, di etd compresa
tra 21 e 60 anni, si ¢ osservato un incremento della
percentuale di soggetti con livelli anticorpali non pro-
tettivi (< 0,01 IU/ml) rispetto a uno studio condotto
nel 1996 (22 % vs 15%) (14). Per prevenire il rischio
di diffusione del microorganismo in una popolazione
non correttamente protetta attraverso la circolazione
di individui da Paesi endemici per difterite (turisti o
altro) ¢ importante seguire la raccomandazione del

respiratoria var gravis

Ministero della Salute (www.salute.gov.it/portale/
temi/p2_0.jsp?lingua=italiano&id=648&area=Malatt
ie%20infettive&menu=vaccinazioni) di ripetere ogni
10 anni il booster del vaccino anti-difterite, ricordan-
do che la vaccinazione anti-difterite conferisce anche
una protezione crociata nei confronti della tossina
difterica prodotta da C. ulcerans o C. pseudotubercu-
losis grazie all’elevata omologia delle tossine prodotte
da queste tre specie.

Conclusioni

La difterite, grazie alle campagne di vaccinazione
di massa attuate a partire dal 1920, ¢ stata quasi
completamente debellata nella maggior parte dei
Paesi industrializzati, ma rimane endemica in alcuni
Paesi, mentre in altri, per la mancanza di politiche
vaccinali adeguate, ¢ ancora causa di episodi spora-
dici o epidemici.

Studi di sieroprevalenza hanno dimostrato che
i livelli di protezione del vaccino diminuiscono a
distanza di anni dopo la vaccinazione primaria; per-
tanto, la popolazione adulta spesso non ¢ protetta
ed ¢ potenzialmente a rischio di un possibile conta-
gio. Gli operatori sanitari e la popolazione generale
dovrebbero essere sensibilizzati sulla necessita di
effettuare dosi di richiamo a distanza di dieci anni
dall’'ultima somministrazione per riportare i livelli
sierici della popolazione generale a valori pro- »
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tettivi e non rischiare nuove epidemie. Il richiamo
della vaccinazione antidifterica puo essere effettua-
to in concomitanza del richiamo della vaccinazione
anti-tetanica con l'uso dei vaccini difto-tetano per
adulti.

Attualmente, grazie alla rete di sorveglianza coor-
dinata dal’ECDC, piu di 30 Paesi europei lavorano
attivamente per mantenere alto il livello di attenzione
e le capacita diagnostiche dei laboratori di riferi-
mento. Attraverso metodiche molecolari innovative
¢ possibile effettuare diagnosi in tempi rapidi e con
un grado di efficienza molto elevato. La rapida iden-
tificazione delle diverse specie di Corynebacterium
potenzialmente produttori di tossina e la conoscenza
dello stato tossinogenico permette di intervenire non
solo sui soggetti malati con cure adeguate, ma anche
sui contatti con opportune misure di profilassi. Il
Laboratorio di riferimento dell'ISS puo fornire un
contributo importante per la diagnosi rapida di dif-
terite su ceppi batterici sospetti e/o materiali clinici e
per la conferma dei casi sospetti segnalati su tutto il
territorio nazionale. |
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di questo lavoro.
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