Microbiology and virology

Meningite criptococcica come prima manifestazione
clinica in soggetto HIV+

Cryptococcal meningitis as the first clinical presentation of HIV infection

Summary

Cryptococcal meningitis is a brain infection caused by a fungus called Cryptococcus neoformans. Many people
have been exposed to Cryptococcus during their lives, but the immune system usually stops the fungus from
causing illness. When the immune system is weakened by HIV, the fungus can cause illness. The most common
illness caused by Cryptococcus is the cryptococcal meningitis, a serious infection in immunodeficient subjects.
The authors describe a clinical case in a patients with unknown HIV positivity. Cryptococcal meningitis as the

initial presentation of HIV infection is reported in only one case in Nigeria.
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Introduzione

Cryptococcus neoformans & un
fungo lievitiforme, rotondeggian-
te e capsulato, in base ai deter-
minanti antigenici del polisacca-
ride capsulare, si distinguono 4
sierotipi: A, B, C, D.

Studi genetici e biochimici han-
no accertato I'esistenza di due
varianti del micete: Cryptococ-
cus neoformans var. neoformans
che include i sierotipiAe D, e C.
neoformans var. gattii che com-
prende i sierotipi B e C. C. neo-
formans var. neoformans ha dif-
fusione ubiquitaria e in natura si
trova associato alle deiezioni dei
piccioni ed & responsabile della
maggioranza dei casi di cripto-
COCCcosi umana.

La criptococcosi & una micosi
presente in tutto il mondo, abi-
tualmente benigna, a limitazio-
ne spontanea e clinicamente
asintomatica; essa € emersa,
dal punto di vista epidemiologi-
co, come malattia ingravescen-
te, in parallelo all’infezione da
HIV. Nei malati di AIDS la malat-
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tia si manifesta spesso in manie-
ra acuta, in contrapposizione al-
I’'andamento cronico che presen-
ta nei soggetti immunocompe-
tenti.

Talora si manifesta con una sin-
drome respiratoria acuta, che
nei soggetti immunocompro-
messi g, in particolare, in pazien-
ti affetti da AIDS puo assumere
carattere di gravita; in questi casi
pud anche disseminarsi e rag-
giungere il sistema nervoso cen-
trale.

La via di ingresso & costituita
dall’inalazione di spore fungine
con conseguente infezione pol-
monare. In assenza di una rispo-
sta immunitaria efficace, il fun-
g0 puod propagarsi al sistema
nervoso centrale (SNC) per via
ematogena e causare meningo-
encefaliti, i cui sintomi possono
includere cefalea, febbre, proble-
mi visivi e alterazioni dello stato
mentale. Talora si manifesta con
sola cefalea per cui nei pazienti
con AIDS conclamato in cui sia
comparso questo sintomo, & ne-
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cessario procedere ad esame
del liguido cefalo-rachidiano
(LCR). Lo spiccato trofismo per il
SNC sembra essere dovuto al-
I’'abbondante presenza in questo
tessuto di catecolamine, che
fungono da substrato per I'enzi-
ma fungino fenolo-ossidasi. A li-
vello del SNC il criptococco cau-
sa solitamente una meningite a
liquor limpido; I'analisi chimico-
fisica mostra spiccata ipoglicor-
rachia, incremento delle protei-
ne e modesta pleiocitosi linfomo-
nocitica sebbene a volte predo-
mini una neutrofilia. Tuttavia nei
pazienti con infezione da HIV la
cellularita puo essere completa-
mente assente e siaccompagna
per converso ad una carica mi-
cotica molto elevata. La menin-
gite criptococcica € una delle piu
comuni infezioni opportunistiche
in corso di AIDS e si manifesta
in prevalenza quando la conta di
linfociti T CD4+ scende sotto la
soglia di 200/ul.; si presenta in
forma grave e richiede un imme-
diato, attento e protratto inter-
vento terapeutico.

La comparsa di meningite crip-
tococcica, unita al riscontro con-
comitante di sierologia positiva
per infezione da HIV, costituisce
un segno prognostico del pas-
saggio alla malattia AIDS concla-
mata.

Cryptococcus neoformans causa
circa 1 milione di casi al mondo
per anno nei pazienti con AIDS,
portando approssimativamente
a 625.000 decessi. In alcune
aree dell’Africa sub-sahariana i
casi di morte per criptococcosi
superano quelli causati dalla tu-
bercolosi.

Di seguito si descrive un caso di
meningite criptococcica insorta
in paziente risultato HIV positivo
che in precedenza non aveva
mai avuto altre manifestazioni
cliniche e lo stato di sieropositi-
vita era misconosciuto fino al
momento della diagnosi di me-

ningite criptococcica. Dall’anali-
si della letteratura casi di cripto-
coccosi come prima diagnosi in
AIDS sono estremamente rari e
risulta descritto solo un caso di
HIV in un paziente nigeriano pre-
sentatosi con un quadro di me-
ningite criptococcica.

Caso clinico

Paziente di sesso maschile di
anni 30, ricoverato in data
26.09.2010 presso il reparto di
Medicina per la presenza di ce-
falea ingravescente associata a
rialzo termico intermittente da
circa dieci giorni.

In anamnesi pregressa epatite
B, intervento chirurgico per cisti
del coledoco all’eta di 6 anni, da
circa un mese presenza di pate-
reccio al IV e V dito della mano
sinistra e calo ponderale di cir-
ca 20 Kg negli ultimi sei mesi.
Al momento del ricovero I'obiet-
tivita clinica evidenziava un di-
screto impaccio ai movimenti del
collo, senza un franco rigor nu-
calis, iperpiressia e presenza di
diffusa candidosi al cavo orale
estesa a tutto il faringe. Agli esa-
mi ematochimici modesto incre-
mento delle transaminasi, leuco-
penia con spiccata linfocitope-
nia, positivita degli anticorpi anti-
HIV. In data 28.09.2010 il pa-
ziente veniva trasferito presso il
Reparto di Malattie Infettive. Il
quadro clinico all'ingresso era
caratterizzato da importante ce-
falea nucale associata a discre-
to rallentamento ideo-motorio.
Non erano presenti chiari segni
di irritazione meningea. Veniva
eseguita rachicentesi che dava
esito a liquor iperteso, limpido,
incolore, citometria nella norma
(1 linfocita), reazione di Pandy
negativa, proteine totali 32 mg/
dl, glicorrachia 35 mg/dl. Pre-
senza di numerose blastospore
riferibili morfologicamente a
Cryptococcus spp. all’esame
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microscopico del sedimento con
successiva crescita in coltura di
Cryptococcus neoformans sensi-
bile ad amfotericina B, flucona-
zolo e itraconazolo, sensibilita
intermedia a b5-fluorocitosina,
resistenza a caspofungina. Ri-
sultavano positive per Cryptococ-
cus anche le emocolture esegui-
te in data 29.09.2010 cosi come
la ricerca dell’antigene cripto-
coccico su liquor (titolo
1:10.000) e su siero (titolo
1:20.000). Alla risonanza ma-
gnetica (RMN) dell’ encefalo as-
senza di lesioni riferibili a cripto-
coccomi. La tipizzazione linfoci-
taria evidenziava una marcata
immunodepressione con nume-
ro di CD4 in valore assoluto pari
a 5 cellule/mcL (1.6%), con vi-
remia plasmatica (HIV-RNA) di
169.000 copie/ml. Posta dia-
gnosi di meningite criptococci-
ca in AIDS veniva iniziato trat-
tamento antifungino con amfo-
tericina B liposomiale 3 mg/kg/
die e.v. + fluconazolo 400 mg/
die e.v., associato a terapia an-
tiretrovirale con tenofovir/emtri-
citabina + atazanavir/ritonavir.
Nonostante I'inizio tempestivo
del trattamento le condizioni
cliniche del paziente si sono
mantenute critiche per oltre un
mese dal momento del ricove-
ro. Il decorso é stato complica-
to dalla comparsa di ripetuti
episodi comiziali di breve dura-
ta che hanno richiesto un atten-
to monitoraggio elettroencefalo-
grafico e l'introduzione in tera-
pia di un farmaco antiepilettico
(levetiracetam). La risposta alla
terapia antifungina é stata estre-
mamente lenta con persistenza
di elevati titoli dell’antigene crip-
tococcico sia nel liquor che nel
siero e presenza di blastospore,
seppure in basso numero anche
all’esame liquorale eseguito po-
chi giorni prima della dimissio-
ne avvenuta in data
26.11.2010. Nel post-ricovero le



condizioni del paziente sono an-
date progressivamente miglio-
rando, con normalizzazione dei
tracciati elettroencefalografici e
graduale ripresa delle normali
occupazioni quotidiane. E’ tutto-
ra in corso trattamento antifun-
gino di mantenimento con fluco-
nazolo 600 mg/die per os, so-
speso il trattamento antiepilet-
tico, potenziato quello antiretro-
virale con aggiunta di maraviroc
300 mg/die, allo scopo di otte-
nere un piu rapido recupero im-
munitario: attualmente HIV-RNA
<20 copie/ml con CD4 pari a
61/mcL (4.4%). Ag criptococci-
CO Su siero ancora positivo, con
titolo in calo: 1:580.

Risultati microbiologici: La dia-
gnosi microbiologica di laborato-
rio si € basata su varie eviden-
ze: 'esame chimico-fisico del li-
quido cefalo-rachidiano, I'osser-
vazione microscopica diretta a
fresco e dopo colorazione con
inchiostro di china (India-ink),
’esame colturale, la dimostra-
zione dell’antigene polisaccaridi-
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co criptococcico nel siero e nel
liguor e infine la positivizzazio-
ne delle emocolture.

Al ricovero il campione di LCR si
presentava sub-limpido, senza
elementi celluari e con valori di
proteinoracchia e glicoracchia
nella norma. All'osservazione a
fresco in camera di conta per la
determinazione della cellularita
si evidenziavano numerose bla-
stospore, morfologicamente rife-
ribili, dopo colorazione con in-
chiostro di china, a Cryptococcus
spp, riscontro successivamente
confermato dall’esame coltura-
le e dall'identificazione biochimi-
ca.

Lesame colturale € stato esegui-
to seminando il sedimento otte-
nuto mediante centrifugazione a
3000 rpm per 10 min. su piastre
di Trypticase-Soy agar con 5% di
sangue di pecora, Chocolat En-
richmentagar e Sabouraud Dex-
trose agar (Kima, Italia), incuba-
tea 37° Cper24-48 h, e inocu-
lando un aliquota di campione
in un flacone di brodocoltura Si-

gnal Blood (Oxoid, UK) incubata
per 5 giorni.

Sui terreni solidi, dopo 24 ore, si
e rilevato sviluppo di colonie cre-
mose, rotondeggianti, di colore
bianco, tendenti ad assumere
colorazione brunastra col tra-
scorrere del tempo, sulle quali &
stata eseguita l'identificazione
biochimica mediante galleria API
32C (Biomerieux, Francia) e sul
ceppo isolato € stata valutata la
sensibilita ai farmaci antimicoti-
ci tramite test YeastOne® (Sen-
sititre®).

Il microrganismo é risultato sen-
sibile ad amfotericina B, flucona-
zolo, itraconazolo e voriconazo-
lo, sensibilita intermedia a 5-
fluorcitosina e resistente a ca-
spofungina, ulteriore conferma
dell’esatta identificazione del-
I'agente causale.

Altermine dei 5 giorni diincuba-
zione della brodocoltura con il
primo campione di liquor, le sub-
colture effettuate non hanno ri-
levato alcuna crescita; alla luce
di questo, i campioni di liquor

Figura 1. Andamento del dosaggio dell’antigene criptococcico nel siero e nel LCR.
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inviati successivamente sono
stati inoculati in fiasca BD
BACTEC™ Plus + Aerobic/F ed
incubati nello strumento Bactec
9240 (Becton Dickinson, USA).
Alla positivizzazione del campio-
ne, dopo 10 giorni di incubazio-
ne, si & proceduto all’allestimen-
to del vetrino da sottoporre a
colorazione di Gram e subcoltura
su terreni solidi che hanno con-
fermato lo sviluppo di Cryptococ-
cus neoformans.

Campioni ripetuti di siero e di
LCR sono stati sottoposti alla ri-
cerca qualitativa dell’antigene
criptococcico mediante test im-
munoenzimatico Cryptococcal
Antigen (Premier ™ Meridian Bio-
science, USA) e data la positivi-
ta del test su entrambi i mate-
riali & stata successivamente
eseguita la determinazione
quantitativa mediante opportu-
ne diluizioni seriali.

Il calcolo del titolo € stato effet-
tuato moltiplicando I'assorban-
za ottenuta per il fattore di dilui-
zione secondo le istruzioni della
ditta produttrice e si sono cosi
ottenuti titoli di 1:20.000 su sie-
ro e di 1:10.000 su liquor alla
prima determinazione.

Le successive determinazioni
eseguite sui campioni inviati, al
fine di monitorare la terapia an-
tifungina adottata, hanno mo-
strato un andamento del titolo
su siero che ha dapprima rag-
giunto un picco di 1:156.000 a
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