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Laboratory confirmation of fulminant varicella zoster virus pneumonia in an adult woman
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Resumen

Antecedentes. La varicela es una enfermedad relativamente
benigna en la infancia, pero en los adultos se presenta con
gran severidad y con complicaciones que pueden ser fata-
les. Normalmente, el diagnostico se hace solamente por los
signos clinicos de la enfermedad.

Objetivos. Realizar un diagnostico confirmatorio de vari-
cela sobre el informe presuntivo de patologia.

Material y métodos. A una paciente fallecida en prision,
se le realizo la necropsia e histopatologia en el Instituto de
Medicina Legal y Ciencias Forenses de Bogota. A partir de
las muestras de tejidos archivadas en parafina, se hizo ex-
traccion de DNA y amplificacion del genoma del virus de
varicela zoster, el cual fue confirmado por secuenciacion.
Una muestra archivada de suero se proceso por ELISA

para la deteccion de anticuerpos especificos para el virus.
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Resultados. Por ELISA se encontr6 IgM pero no IgG
especifica para el virus de varicela zoster. En la prueba
de PCR se amplifico un fragmento de 297 pb correspon-
diente a una region del genoma del virus de varicela zoster,
que fue confirmado por secuenciacion.

Conclusiones. Las muestras de tejidos almacenadas
fueron utiles para la realizacion de pruebas confirmatorias
de laboratorio.

Palabras clave: herpesvirus 3 humano (virus de varice-
la zoster), neumonia, sindrome de dificultad respirato-
ria del adulto, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa),

inmunoglobulina M (IgM), inmunoglobulina G (IgG).
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Neumonia fatal por varicela zoster

Summary

Background. Primary varicella infection is a benign
disease during childhood, but infection in adults causes
serious complications and high mortality rate. Normally,
diagnosis is made only by their clinical signs.
Objetive. To make a confirmatory diagnostic about
putative patologist one of varicella, using serological
and molecular tests carried out on filed samples.
Material and methods. DNA was extracted form
archival samples using paraffin-embedded tissue
specimens and varicella zoster virus genome was
detected by PCR and sequencing confirmed. In addition,

an archival serum sample was processed by ELISA.

Introduccion

El virus de varicela zoster (VVZ) pertenece a
la familia de los Herpesvirus alfa, posee un
DNA genomico de aproximadamente 125 kb
que codifica para por lo menos 70 proteinas y
péptidos. La infeccion primaria (en niflos) se
caracteriza por la presencia de un rash cuta-
neo difuso conocido como varicela (1). Des-
pués de las infecciones primarias se establece
latencia del virus en los ganglios sensoriales el
cual causa herpes zoster en los adultos al
reactivarse. El virus es altamente contagioso y
su transmision ocurre por el contacto con las
lesiones de la piel o las secreciones respirato-
rias del paciente. La mayor parte de los casos
de varicela se presentan de forma no compli-
cada en nifos entre los dos y ocho afios y se
manifiesta por exantema, fiebre y malestar
general. Cada vez con mayor frecuencia se
reportan casos de infecciones primarias agu-
das o reactivaciones en adultos que tienen un
desenlace fatal (2,3). La neumonia es la com-
plicacion mas comun en los casos de infeccion
por VVZ en adultos, con incidencias reporta-
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Results. ELISA of serum detects IgM but not IgG specific
antibodies to varicella zoster virus. Primer specific PCR
amplified a fragment 0f 297 bp belonging to viral genome
DNA, which was confirmed by sequencing.

Conclusion. Archival samples and tissues were useful
tools to make the confirmatory laboratory tests.

Key words: Herpesvirus 3, human (varicella zoster vi-
rus), pneumonia, respiratory distress syndrome, adult,

PCR (polymerase chain reaction), Immunoglovulin G

(IgG), Immunoglovulin m (IgM).
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das entre el 16-33 por ciento y mortalidad has-
ta del 20 por ciento (4). Se reconoce que la
morbilidad y la mortalidad son 25 veces mayo-
res en adultos que en nifios sanos (5) y que la
entidad se presenta frecuentemente en indivi-
duos inmunocomprometidos o sometidos a te-
rapia con corticoides (6). La neumonia se pre-
senta en adultos tanto inmunocompetentes
como inmunodeprimidos y en mujeres embara-
zadas en las cuales se presenta alta mortalidad
del feto (7). Los cuadros severos se presentan
con signos clinicos o radiolégicos de neumonitis
que evolucionan hacia un sindrome de dificul-
tad respiratoria aguda (SDRA) con una alta
mortalidad a pesar del manejo con ventilacion
asistida en la unidad de cuidado intensivo (8)

En la tabla 1, se muestran los datos de casos
que se presentaron en Bogota en los afios 2003
y 2004. Soélo se reportd un caso fatal en el 2004,
el cual se presenta en este estudio. Se presen-
ta el caso por sus caracteristicas especiales y
las implicaciones epidemiologicas y de salud pu-
blica, enfatizando en los procesos de laborato-
rio para la confirmacion del agente etioldgico.
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Tabla 1. Incidencia de varicela zoster, por grupo de edad en Bogota 2003-2004.

2003 2004
EDAD No. TASA x 100.000 No. TASA x 100.000
Menores de un afio 580 406,9 669 4787
1 a 4 afios 3.453 622,1 3.858 697,0
5 a 14 afos 4.823 390,6 5.233 416,6
15 a 44 afios 3.652 105,2 4.015 115,1
45 a 64 afios 214 19,3 144 12,3
65 y mas afios 20 6,3 17 5,2
TOTAL 12.742 186,5 13.936 200,0

Fuente: Fichas de Notificacion, Area de Vigilancia en Salud Piiblica. Secretaria Distrital de Salud, Bogotd.

Informe del caso

Se trata de un estudio de caso, descriptivo, re-
trospectivo de una mujer de 22 afios de edad
con antecedentes de consumo de bazuco, de
ocupacion vendedora ambulante procedente del
centro carcelario donde fallecié con un diagnds-
tico clinico presuntivo de varicela. Debido a que
la muerte ocurrid en custodia, la necropsia mé-
dico-legal se practic6 en el Grupo de Patologia
de la Regional Bogota del Instituto Nacional de
Medicina Legal y Ciencias Forenses.

La joven fue recluida en el centro carcelario el
dia cuatro de octubre de 2004, no se conoce re-
lacion con posibles contagios durante su perma-
nencia. El dia 17 de octubre acudi6 al servicio
de salud de la carcel por presentar un cuadro
clinico consistente en malestar general y erup-
cion generalizada. La paciente se dejo en ob-
servaciéon y se prescribido diclofenaco
intramuscular. Al dia siguiente present6 un epi-
sodio emético y dolor generalizado tratado nue-
vamente con diclofenaco y liquidos endovenosos
por intolerancia a la via oral. Para el dia 19 de
octubre el servicio de enfermeria registra en la
historia clinica astenia, adinamia y un episodio
de agitacion vesperal manejado con la adminis-
tracion intramuscular de una benzodiazepina de
corta duracion. En la noche, la paciente reportd
dolor abdominal, con persistencia del vomito por

lo que se le administré un antiemético por via
endovenosa. Hacia las 20:00 horas la paciente
empeord su estado general y falleci6. El dia 21
de octubre de 2004, la Secretaria de Salud de
Bogota hizo un estudio de campo en el centro
de reclusion. A pesar de que en ese momento
convivian 38 nifilos menores de tres afios con
sus madres, ninguno de ellos tenia antecedentes
de varicela, no se encontraron casos similares
al de la paciente fallecida ni asociacion
epidemioldgica con casos de varicela en las tres
semanas anteriores.

Descripcion anatomo-patoldgica

Durante la necropsia, se encontraron lesiones
exantematicas en la piel, en diferentes estadios
de evolucion algunas con formacion de vesicu-
las, otras con papulas y otras de aspecto erite-
matoso y costroso que median entre 0,3 x 0,2 cm
y0,4x 0,3 cm (Figura 1A) distribuidas en toda la
superficie corporal con predominio en cara y re-
gion toraco-abdominal. Se observé una lesion
vesicular rota de 0,3 x 0,2 cm con el centro erite-
matoso en la regién dentoalveolar superoanterior
sobre la linea media.

Se observo congestion leptomeningea y edema
cerebral leve; hidrotérax bilateral con un volu-
men aproximado de 1000 ml de aspecto cetrino
oscuro. En la luz de la laringe, traquea y bron-
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Figura 1. A: Aspecto clinico de las lesiones cutaneas. Lesiones de diferentes tamarios, algunas papulares y

otras vesiculares, incluso con eritema y costras. B: Aspecto macroscopico de los pulmones. Notense las

extensas hemorragias subpleurales (Ver anexo).

quios principales se encontraron secreciones es-
pumosas blanquecinas y material fibrinoide gri-
saceo que recubria la cara interna del cartilago
cricoides. Pulmones no crepitantes aumentados
de peso (1980 g, normal hasta 900 g); pleura
visceral opaca sin adherencias; hemorragias
subpleurales difusas irregulares confluentes que
median entre 0,5x 0,3 cm y0,4x 0,2 cm (Figura
1B). Al corte, el parénquima presentaba aspecto
carnoso, rojo oscuro con salida de abundante li-
quido espumoso rojizo (compatible con edema).
Se hallaron areas hemorragicas difusas e irregu-
lares que se correlacionan con los hallazgos des-
critos en la pleura visceral. Se encontraron au-
mentadas de tamafio las cadenas ganglionares
cervicales y parahiliares pulmonares. Bazo de
tamafio normal friable y congestivo, higado con-
gestivo y rifiones palidos con veteado difuso roji-
70 y borramiento del limite corticomedular.

En el estudio histopatolégico de las lesiones
vesiculares en la piel, ademas de vesiculas y fo-
cos de necrosis (Figura 2A), se encontraron al-
gunas inclusiones intranucleares eosinofilicas den-
tro de células epiteliales similares a las del her-
pes, altamente sugestivas de una infeccion viral.
En la Figura 2B se muestra el aspecto de estas

inclusiones en el tejido pulmonar. El estudio mi-
croscopico del pulmon mostré cambios de neu-
monia intersticial aguda necrotizante hemorragica
multifocal, con distribucion “miliar” de las lesio-
nes (Figura 2C) y hemorragias (Figura 2D), lo
cual corresponde a lo descrito en varicela, pero
no se encontraron inclusiones virales en células
alveolares. En el parénquima no comprometido
se observaron cambios de neumopatia cronica
compatibles con consumo de bazuco, consisten-
tes en fibrosis septal y acimulos de macréfagos
intralveolares y peribronquiales con pigmento os-
curo que no se tifie con coloraciones para hierro.

Estudio de laboratorio

El analisis seroldgico por ELISA dio resultado
positivo para la IgM especifica para VVZ (va-
lor 6,2; se consideran positivos datos mayores
a 1,1). LaIgG especifica tuvo un valor de 0,35,
por lo cual se considera negativo (valores me-
nores a 0,9). Los estudios inmunolédgicos per-
miten concluir que para el momento en que la
paciente fallecié cursaba con una enfermedad
activa viral de caracter agudo y no se identifi-
caron anticuerpos de memoria para el VVZ. A
partir de los tejidos embebidos en parafina (piel,
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Figura 2. Histologia de algunos de los tejidos de la paciente. A: Aspecto histologico de las lesiones

exantemdticas; se observa necrosis dérmica secundaria a vasculitis (flecha), formacion de vesiculas sube-

piteliales (cabeza de flecha) y denso infiltrado inflamatorio mixto. La barra corresponde a 0,1 cm. B:

Corte histologico del parénquima pulmonar, la infeccion viral compromete células endoteliales, fibroblas-

tos y células epiteliales, produciendo inclusiones intranucleares eosindfilicas (flechas) caracteristicas de los

virus herpes. Barra = 10 um. C: Imagen a pequerio aumento del aspecto histologico de los pulmones; la

neumonia por varicela produce consolidacion y necrosis multifocal como “parches” entre dreas preser-

vadas, por lo que se describe como neumonia miliar (flechas), la barra corresponde a 0,5 cm. D. Fotogra-

fia a mayor aumento de la histologia del pulmon, donde se puede apreciar un foco de necrosis (flecha) y

hemorragia que compromete intersticio, alvéolosy bronquiolos (cabeza de flecha). La barra corresponde

a 100 um. (Ver anexo)

corazon, cerebro y pulmon), se utilizé un mé-
todo de recuperacion de DNA para la poste-
rior amplificacion de un segmento del genoma
del VVZ. Se cortaron cinco secciones de 10
um de espesor y se transfirieron a tubos con
xileno y etanol. Las muestras fueron incuba-
das a 55°C por 30 minutos. Se les adiciono
proteinasa-K (0,5 mg/ml) en buffer de diges-
tion (100 mM NaCl/ 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
y 25 mM EDTA, pH 8,0/0,5 % SDS) y se in-
cubaron toda la noche a 55 °C. E1 DNA total
se purifico con fenol-cloroformo y se precipi-
t6 con acetato de sodio 3M y etanol. El DNA
se resuspendid en agua desionizada estéril.

Se realiz6 una PCR anidada siguiendo el proto-
colo descrito en el 2003 por Weidmann y cols.
(9). Para tal efecto se hizo una primera amplifi-
cacion con los primers VZVlouthu, 5> CCC
GCGGTGGAGACGACTT3’y VZV2outhu,
5" ATT GCG GGG TTG GGT GAG C 3’ que
amplifican un fragmento de 694 pb. La segunda
amplificacion se hizo usando el amplicon de 694
pb como plantilla y usando los primers VZV3
inhu, 5 GCG GTG GAG ACG ACT TCA ATA
GCA3’yVZV4inhu, 5> TGGAGGAAGAGA
CGT GGA GAC TGG 3’ para amplificar un frag-
mento de 297 pb. Se usdé como control positivo
en la extraccion de DNA y en la amplificacion
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Figura 3. Electroforesis de DNA en agarosa al 2 por ciento tefiida con bromuro de etidio de los productos

amplificados en la PCR nested para VVZ. El DNA fue extraido de tejidos embebidos en parafina (piel, pulmon,

corazon, cerebro) mediante el método fenol-cloroformo. Carril 1, Marcador de peso molecular (100 pb).

Carril 2, Control sin plantilla. Carril 3. Muestra de piel. Carril 4, Muestra de piel B débilmente positiva

(papulas). Carril 5, Muestra de pulmon. Carril 6, Muestra de corazon. Carril 7, Muestra de cerebro. Carril

8, Segunda muestra de piel. Carril 9, Muestra de pulmon. (Ver anexo)

el gen reportero GAPDH. En la recuperacion
de DNA se obtuvo adecuada cantidad en todas
las muestras, pero solamente amplifico el con-
trol positivo (GAPDH) en las muestras de piel y
pulmon. A partir de ellas se hizo la busqueda del
genoma viral, encontrandose un amplificado po-
sitivo del tamafio esperado (297 pb) en estas
muestras (Figura 3). El fragmento obtenido se
purifico y se secuencié (Macrogen Ltd.), la se-
cuencia encontrada (GenBank Accession
Number EF090731) se someti6 a una busqueda
de homologias (Basic Local Alignment Search
Tool, BLAST) y se encontré que tuvo una iden-
tidad del 100 por ciento con casi todas las cepas
de VVZ reportadas en el GenBank.

Discusion

Segun los datos de vigilancia en salud para Bo-
gota, aproximadamente el 28 por ciento de los
casos de varicela ocurren en adultos jovenes (15-
44 afos), la mayoria de ellos sin complicacio-
nes. En la literatura médica, se encuentran fre-

cuentemente referencias a complicaciones
neuroldgicas, cutaneas, articulares, oculares,
cardiacas y hematoldgicas, pero la mas frecuente
y grave en los adultos es la neumonia (5). La
incidencia se ha calculado entre el 10 y el 50
por ciento de todos los adultos con varicela y
con una mortalidad del 10 al 30 por ciento en
inmunocompetentes y hasta del 50 por ciento
en pacientes inmunosuprimidos (10). La com-
plicacion respiratoria suele ocurrir a los 3-5 dias
después de iniciada la enfermedad, con presen-
tacion de tos seca, disnea y fiebre. Se ha consi-
derado que son factores de riesgo para neumo-
nia por VVZ el embarazo, edad avanzada, el
habito de fumar, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica y hemorragia en las lesio-
nes dérmicas (7,11).

Los hallazgos histopatologicos en el pulmon fue-
ron similares a los descritos en varicela: una
reaccion inmune, con neumonitis intersticial, con
gran infiltrado de mononucleares incluso en la
pared septal, destruccion del endotelio capilar,
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hemorragias intra-alveolares y cambios
inflamatorios en los alvéolos (8). Se puede plan-
tear que los cambios de neumopatia cronica com-
patibles con el antecedente de consumo frecuen-
te de bazuco facilitaron la implantacion del vi-
rus en el tejido pulmonar previamente alterado.
El caso descrito pone de presente el riesgo de
neumonia como complicacion de la infeccion por
VVZ en adultos, que conlleva alta mortalidad,
por su curso progresivo a sindrome de dificultad
respiratoria del adulto y a falla multiorganica,
aun con adecuado manejo que incluye ventila-
cion asistida, soporte hemodinamico, corticos-
teroides y terapia antiviral (aciclovir) por via
intravenosa.

No fue posible establecer el contacto inicial de
contagio de la paciente; sin embargo, teniendo
en cuenta el tiempo de incubacién del virus, la
fecha de ingreso a la institucion, las manifesta-
ciones clinicas y el informe del estudio de cam-
po dentro de la carcel, se descarta que su con-
tagio haya sido al interior del sitio de reclusion.
Aunque la informacion preliminar de la historia
clinica y los hallazgos de la necropsia médico
legal permitian establecer un caso probable de
varicela con complicaciones respiratorias, solo
después de las pruebas de laboratorio (PCR es-
pecifica para VVZ y serologia para IgM) se
puede reportar como un caso confirmado de
varicela.

La alta frecuencia de complicaciones en adul-
tos durante la varicela, es un argumento mas
para fomentar el uso de la vacuna en nifios y
adolescentes, los cuales podrian no tener con-
tacto con el virus en su infancia y contagiarse
en la adultez, causando graves cuadros clinicos
e incluso la muerte. Los resultados presentados,
ratifican la necesidad de garantizar el correcto
manejo y archivo de tejidos y fluidos para prue-
bas especializadas de laboratorio que puedan
fortalecer los diagnosticos sobre las causas de

muerte en los casos forenses procesados y es-
pecialmente la importancia de las pruebas
moleculares a partir de tejidos archivados, pues
se logré recuperar DNA de los bloques de teji-
dos impregnados en parafina y se pudo amplifi-
car el material genético del VVZ usando inicia-
dores especificos.
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