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Infeccion por bacilo de Calmette-Guérin y enfermedad granulomatosa
cronica por nuevas variantes patogénicas del gen NCF2 en la etnia maya.

Reporte de dos casos

Bacillus Calmette-Guérin infection and chronic granulomatous disease due to new
pathogenic variants in the NCF2 gene in the Mayan ethnic group. Report of two cases.
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Resumen

Introduccion: La enfermedad granulomatosa crénica (EGC) es un error innato de la inmunidad, se caracteriza por
una susceptibilidad a padecer infecciones bacterianas y fingicas v a una falta de regulacion inflamatoria sistémica.
Las variantes patogénicas en el gen CYBB se trasmiten con un patron de herencia ligada al X; mientras que las va-
riantes patogénicas presentes en los genes EROS, NCF 1, NCF2, NCF4 o CYBA se trasmiten con un patrén de herencia
autosémico recesivo.

Objetivos. Describir las caracteristicas clinicas, inmunolégicas y genéticas de dos pacientes con EGC e infeccion
por BCG.

Métodos: En neutréfilos de sangre periférica se midi6 la produccién de H,0, y la expresion de las subunidades de
la NADPH oxidasa. La deteccion de las variantes patogénicas fue por secuenciacion Sanger del gen NCF2. La infor-
macion clinica fue extraida de los expedientes por los médicos tratantes.

Resultados: Presentamos a dos lactantes masculinos de dos familias no relacionadas de la etnia maya, con EGC e
infeccién por la vacuna de BCG. Se identificaron tres diferentes variantes patogénicas en el gen NCF2; por un lado,
€.304 C>T (p.Arg102*) va reportada, por otro lado, ¢.1369 A>T (p.Lys457*) y c.979 G>T (p.Gly327*) no reportadas.
Conclusiones: En pacientes con infeccion micobacteriana por BCG debemos sospechar en un error innato de la
inmunidad, como la EGC. El diagndstico de EGC se realiza a través de la deteccion de una falta de produccion de
radicales libres en los neutréfilos. Los pacientes reportados tuvieron variantes patogénicas en el gen NCF2, dos de
ellas no han sido reportadas previamente en la literatura.

Palabras clave: NCF2, p67°, enfermedad granulomatosa crénica, BGC, tuberculosis, Maya.
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Abstract

Introduction: Chronic granulomatous disease (CGD) is an inborn error of immunity, characterized by abnormal sus-
ceptibility to bacterial and fungal infections and a lack of systemic inflammatory regulation. Pathogenic variants in
the CYBB gene are transmitted in an X-linked pattern of inheritance; while the pathogenic variants present in the
EROS, NCF1, NCF2, NCF4, or CYBA genes are transmitted with an autosomal recessive inheritance pattern.
Objectives: To describe the clinical, immunological, and genetic characteristics of two patients with CGD and BCG
infection.

Methods: In peripheral blood neutrophils, H,0, production and the expression of NADPH oxidase subunits were
measured. Detection of pathogenic variants was by Sanger sequencing of the NCF2 gene. The clinical information
was extracted from the records by the treating physicians.

Results: We present two male infants from two unrelated families of Mayan ethnicity, with CGD and BCG vac-
cine infection. Three different pathogenic variants in the NCF2 gene were identified; on the one hand, c.304 C>T
(p.Arg102*) has already been reported, on the other hand, c.1369 A>T (p.Lys457*) and ¢.979 G>T (p.Gly327*) not
reported.

Conclusions: In patients with mycobacterial infection with BCG, we should suspect an inborn error of immunity,
such as CGD. The diagnosis of CGD is made through the detection of a lack of radical oxygen species in neutrophils.
The reported patients had pathogenic variants in the NCF2 gene, two of which have not been previously reported
in the literature.

Key words: NCF2, p67°" chronic granulomatous disease, BCG, tuberculosis, Mayan.

INTRODUCCION

La enfermedad granulomatosa cronica (EGC) es
un error innato de la inmunidad caracterizado por la
disfuncion de los fagocitos para producir especies
reactivas de oxigeno. La causa radica en un deterio-
ro funcional del complejo enzimatico NADPH oxidasa
y de la chaperona Eros.* El complejo estd conforma-
do por cinco subunidades (p22rhox, pdQriox, p47ehox,
p67°rhx y gp91rh). El gen CYBB codifica para subuni-
dad gp91rex, sus variantes patogénicas se transmiten
con una herencia recesiva ligada al X. Los genes ERQOS,
NCF1, NCF2, NCF4 o CYBA codifican para Eros, p4 7,
p67°Phox, pAQrhox p22rhox respectivamente, sus variantes
patogénicas se trasmiten con un patrén de herencia
autosomica recesiva. Las variantes patogénicas en
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los genes CYBB y NCF1 son la causa mas frecuente de
EGC; NCF2 es el gen menos frecuentemente asociado
a EGC. La ausencia de especies reactivas de oxigeno
tiene como consecuencia una falta en la regulacion
de las diferentes vias de inflamacion y una falla en la
destruccién de determinados microorganismos.?® Los
pacientes afectados tienen inflamacién granulomato-
sa y una mayor susceptibilidad genética a infecciones
fungicas y bacterianas (incluyendo las micobacterias
como Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
bovis—Bacilo de Calmette y Guérin [BCG].*® Los mi-
croorganismos que infectan a los pacientes con EGC
pueden variar entre las diferentes regiones geogra-
ficas, por ejemplo, en Europa y Estados Unidos de
Norte América las infecciones micobacterianas son
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raras; sin embargo, en Latinoamérica son frecuentes
(7, 8). Presentamos dos lactantes de dos familias no
relacionadas de la etnia Maya con EGC e infeccion por
BCG; las variantes patogénicas responsables de la
enfermedad se hallaron en NCF2, hasta donde es de
nuestro conocimiento, dos de ellas no se han descrito
previamente en la literatura.

PACIENTES Y METODOS

Métodos. Previo a la firma de consentimientos,
se procedid a la extraccion de sangre periférica de
pacientes y controles sanos en Mérida, Yucatan; las
muestras se enviaron por paqueteria a temperatura
ambiente y se procesaron 24 horas después de su
toma. Se realizo la medicion de perdxido de hidrogeno
en neutrofilos de sangre periférica por la técnica de
1,2,3 dihidrorrodamina usando como estimulos forbol
12-miristato-13 acetato y zimosan opsonizado, segin
el protocolo descrito previamente (4). Se realizé la me-
dicion intracelular de las diferentes subunidades de la
enzima NADPH oxidasa en neutrdéfilos de sangre peri-
férica usando citometria de flujo, seguin el protocolo
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descrito previamente.* La extraccién de ADN se realizd
usando el equipo comercial AxyPred™Blood genomic
DNA miniprep kit. La amplificacion y la secuenciacion
Sanger de los diferentes exones del gen NCF2 se reali-
zd segun el protocolo descrito anteriormente.*

Paciente I. Lactante masculino de dos anos, uni-
génito, ambos padres no son consanguineos y perte-
necen a la etnia maya de la comunidad Akil, Yucatan
(Figura 1). El paciente I recibio la vacuna de BCG al
nacer; a los 10 meses de vida presento gastroenteritis
infecciosa aguda que requirié hospitalizacion durante
dos semanas, en el coprocultivo se aislé Salmonella
spp. Seis meses después reingreso, el diagndstico
fue una gastroenteritis y fiebre, recibid inicialmen-
te amikacina y clindamicina sin respuesta terapéu-
tica. Durante el abordaje diagndstico se detecté una
adenopatia axilar derecha (20 x 20 mm), su estudio
histopatoldgico mostré una linfadenitis crénica gra-
nulomatosa con células gigantes de tipo Langerhans y
necrosis caseosa; la prueba intradérmica de tuberculi-
na (PPD) fue positiva (10 mm) a las 48 horas (conside-
ramos que los pacientes vacunados con BCG pueden
presentan un resultado falso positivo.? Se concluyd
que el paciente cursaba una infeccion micobacteriana
ganglionar y se inicié isoniazida, etambutol, rifampi-
cina y pirazinamida (la mezcla de los cuatro medica-
mentos se comercializa en México en una tableta con
el nombre de DOTBAL; en el mercado no esta dispo-
nible una presentacion sin pirazinamida para tratar la
infeccién por BCG).

Durante su hospitalizacién el paciente persistio
febril, se continud el abordaje diagnostico y se aislo
Serratia marcescens en secrecion bronquial, asi que
se decidio suspender los antifimicos y se agregd me-
ropenem; sin embargo no hubo mejoria, asi que se
solicité una tomografia axial computarizada (TAC) de
térax (simple y contrastada) que evidencié imagenes
de consolidacion parenquimatosa en los lobulos ter-
cio medio y superior de pulmon derecho, sugestivas
de infeccidn fungica; por lo anterior se administrd an-
fotericina B durante tres semanas, observando una
respuesta clinica favorable. Dos meses después de su
ingreso, el paciente se egresd a su domicilio con profi-
laxis antimicrobiana con trimetoprima / sulfametoxa-
zol e itraconazol.

Ante las multiples infecciones graves que no mejo-
raban con los antimicrobianos se consideré descartar
un error innato de la inmunidad (también conocidos
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como inmunodeficiencias primarias). La inmunidad
humoral se evalué midiendo inmunoglobulinas séri-
cas IgA 82.9 mg/dL (14-106), IgG 1500 mg/dL (345
-1213) e IgM 302 mg/dL (43-1739); el valor de IgG
se hallé por arriba del valor normal. La fagocitosis se
evalué a través de la medicién del estallido respira-
torio en los neutrofilos, los resultados se describen
abajo.

Paciente II. Lactante masculino de 1 ano 8 meses
de edad, hijo de padres no consanguineos, pertene-
cientes a la etnia maya de la comunidad Kanasin (Fi-
gura 1); su hermano primogénito fallecié al ano de
vida con el diagndstico de tuberculosis diseminada.
El paciente II recibié la vacuna de BCG al nacer; a
los 10 meses de edad fue evaluado en el hospital por
presentar fiebre, a la exploracion fisica se encontrd
retraso en la cicatrizacion en el sitio de la aplicacion
de lavacuna de BCG, crecimiento ganglionar axilar de-
recho (15 x 15 mm) y cervical izquierdo (2 x 2 mm).
La prueba de tuberculina (PPD) fue positiva (13 mm).
La TAC toracoabdominal simple y contrastada mostré
imagenes de consolidacién apical posterior de lobu-
lo superior izquierdo del pulmén con un area de ca-
vitacion central, engrosamientos centrolobulillares e

imagen en vidrio despulido en segmentos inferiores;
ademas aumento de volumen de los ganglios linfati-
cos paratraqueales, mesentéricos, pélvicos e ingui-
nales; el ganglio axilar derecho de 15 x 16 mm de
aspecto necrotico. Posteriormente, se le realizd una
broncoscopia; el analisis del liquido recuperado del
lavado broncoalveolar, por un lado, mostré lesiones
endobronquiales caseosas compatibles con infeccion
por micobacterias, y por otro lado, se detect6 el com-
plejo M. tuberculosis (Xpert MTB/RIF). Con base a los
hallazgos clinicos, microbiolégicos y radiologicos se
diagnostico una infecciéon diseminada por micobacte-
rias, probablemente por BCG; Se inicid el tratamiento
antifimico con isoniazida, etambutol, rifampicina y pi-
razinamida (DOTBAL). A los 15 meses de vida, presen-
td artritis séptica en rodilla derecha y una prueba de
PCR positiva para el complejo M. tuberculosis en liqui-
do articular, por lo que se reinicio la fase intensiva del
tratamiento antifimico y administro ciprofloxacino por
14 dias; sin embargo, la rodilla derecha

aumento de volumen, la artrocentesis permitié
salida pus, se escalé la terapia antimicrobiana con
meropenem por 14 dias con una respuesta fue sa-
tisfactoria. El paciente se egres6 a su domicilio con

A

|| sampie tame |~ Subrset Hame | ean:PEA |
’ &7

w101 |

11180 |

>

= B, |

Cuenta de neutrofilos

Rodamina (H,0,)

R e ALt R o T
4

1w vos
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Control sano, con incremento de rodamina posterior a la estimulacién con
Casos 1y 2 sin aumento en la produccion de rodamina después de la estimulacion con PMA y zimosan.
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el tratamiento antifimico en fase de sostén y la profi-
laxis con trimetoprima-sulfametoxazol e itraconazol.
Debido al antecedente de un hermano finado por tu-
berculosis diseminada y a las infecciones graves se
sospecho que el paciente podria cursar con un error
innato de la inmunidad.? Se evaluo6 la fagocitosis, los
resultados se muestran a continuacion.

RESULTADOS

Estudio molecular de los pacientes

La evaluacion del estallido respiratorio se evalud
a través la técnica de oxidacion de dihidrorrodamina,
ambos pacientes no produjeron peréxido de hidroge-
no (Figura 2), confirmando asi el diagnostico de EGC.
Procedimos a medir las diferentes subunidades del
complejo enzimatico NADPH oxidasa (p22rhex, p40rhox,
pa7rhox p67rrex gp91°h) en los neutrdfilos; ambos pa-
cientes mostraron una ausencia de la proteina p67°ho
(Figura 3). El resto de las subunidades NADPH oxida-
sa evaluadas fueron normales (datos no incluidos en
la figura). Posteriormente, se procedié a amplificar y
a secuenciar los exones codificantes del gen NCF2. En
el paciente I se demostraron dos variantes patogeni-
cas diferentes en cada uno de los alelos (heterocigo-
tas compuestas) la primera en el exén 4, ¢.304 C>T
(p.Argl02*) y la segunda en el exon 11, c.979 G>T
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(p.Gly327%). La madre fue portadora de la variante
patogénica ¢.304 C>T y no contamos con el ADN pa-
terno (Figura 4 y 5). En el paciente II se demostraron
dos variantes patogénicas diferentes en cada uno de
los alelos (heterocigotas compuestas) la primera en
el exén 11, ¢.979 G>T (p.Gly327*) y la segunda en el
exon 15, ¢.1369 A>T (p.Lys457%*); ambos padres fue-
ron portadores de una de las variantes patogénicas en
estado heterocigoto, el padre ¢.979 G>T y la madre
c.1369 A>T (Figura 4 y 5). De las tres variantes pa-
togénicas halladas en el gen NCF2, c.304C>T ya fue
descrita,*® sin embargo, ¢.979 G>T y ¢.1369 A>T aln
no. No realizamos estudios funcionales del estallido
respiratorio en la madre del paciente I, ni en los pa-
dres del paciente II, debido que ya se ha descrito que
los portadores heterocigotos de variantes patogénicas
en NCF2 no presentan alteraciones celulares in vitro.**

DISCUSION

Hasta donde es de nuestro conocimiento, estos son
los primeros pacientes indigenas mayas con diagnds-
tico de EGC. Consideramos que existe un sub-diag-
néstico en la region de Yucatan, al igual que en otras
provincias de México. La implementacion de técnicas
para el diagndstico de EGC en aquellos hospitales que
cuenten con un servicio de infectologia pediatrica me-
jorara su deteccion.
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Figura 4. Electroferogramas con las va-
riantes patogénicas. A) Electroferograma
del exdn 4: control sano, Caso 1y su ma-
dre. En el paciente y la madre se observa
una variante patogénica en uno de los
alelos y el cambio de una citosina por una
timina en la posicion ¢.304 (c.304C>T), lo
que produce un cambio de una argini-

na por un codon de paro (p.Arg102%).

B) Electroferograma del exon 11: control
sanoy Caso 1. En el paciente se observa
una variante patogénica en uno de los
alelos, un cambio de una guanina por una
timina en la posicion ¢.979 (c.979G>T), lo
que genera un cambio de una glicina por
un coddn de paro (p.Gly327%*). C) Electro-
ferograma del exén 11 del control sano,
Caso 2 y su padre. En el paciente y su pa-
dre se observa una variante patogénica,
el cambio de una guanina por una timina
en la posicion ¢.979 (c.979G>T), lo que
provoca un cambio de una glicina por un
codon de paro (p.Gly327%*). D) Electrofe-
rograma del exdn 15: control sano, Caso
2 y sumadre. En el paciente y su madre
se observa una variante patogénica, un
cambio de una adenina por una timina

en la posicion ¢.1369 (c.1369A>T), que
produce un cambio de una lisina por un
codon de paro (p.Lys457%).
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Pedigries de familias con enfermedad granulomatosa crénica por variantes patogénicas en NCF2. Los simbolos soélidos indican los

probandos. Los individuos en quienes se desconoce su estado genético se identificaron con el simbolo (?).
goto compuesto con una variante en el exon 4 (c.304C>T) y 11 (c.979G>T), cuya madre tiene la variante patogénica c.304C>T.

Familia del Caso 1, heteroci-
Familia

del Caso 2, heterocigoto compuesto con la variante en el exon 11 (c.979G>T) y 15 (c.1369A>T), cuyos padres tienen las siguientes varian-

tes patogénicas: padre c.979G>T y madre ¢.1369A>T. El hermano fallecié por tuberculosis diseminada en la infancia.

Los dos pacientes que presentamos son de etnia
maya, originarios de la peninsula de Yucatan, México,
con diagndstico de EGC por ausencia de la subunidad de
la NADPH oxidasa afectada p67~"* e infeccion por BCG.
La herencia autosomica recesiva (NCF2) se relaciona
frecuentemente con consanguinidad, por tanto, es mas
frecuente en los matrimonios consanguineos.'>** Los
casos de EGC presentados en ese articulo, no se rela-
cionan con consanguinidad debido a que sus variantes
patogénicas fueron heterocigotas compuestas, es decir
cada uno de los dos alelos tuvo una variante diferente.

Los errores innatos de lainmunidad deben ser sos-
pechados en pacientes con infecciones recurrentes,
graves, que no responden a tratamientos habituales
y que son causadas tanto por agentes oportunistas
como no oportunistas (15). En México, las manifesta-
ciones mas frecuentes de la EGC son la linfadenitis, la
infeccion por BCG y la neumonia. Las infecciones por
BCG pueden localizarse o diseminarse.* Los pacien-
tes descritos presentaron tuberculosis diseminada, la
cual fue una de las evidencias para que el pediatra tra-
tante sospechara en un error innato de la inmunidad.

Los pacientes con EGC vacunados con el bacilo
vivo de BCG tienen un riesgo alto de ser infectados por
él. En México la incidencia de M. tuberculosis es alta
(23 casos por 100, 000 habitantes)*® lo cual justifica
la administracién obligatoria de la vacuna de BCG para
prevenir casos de meningitis y formas diseminadas de
tuberculosis en nifos.”
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El Dr. Jean Laurent Casanova ha demostrado que
algunos pacientes que padecen infecciones micobac-
terianas tienen una predisposicién genética que expli-
ca esa mayor susceptibilidad.*®!® Los padres siendo
portadores de una variante patogénica en NCF2 en un
solo alelo no son susceptibles a padecer infecciones
micobacterianas o por otro microorganismo.!?

Es de llamar la atencidn que no existe un consenso
de expertos para el tratamiento de la infecciéon mico-
bacteriana por BCG en pacientes con EGC, como en
otros errores innatos de la inmunidad,?® cada clinico
trata a los pacientes de acuerdo con su propio criterio
(combinacion de antituberculosos y duracién del tra-
tamiento). Bustamante J et al. propusieron usar en el
sindrome de predisposicion mendeliana a infecciones
micobacterianas (otro error innato de la inmunidad
que predispone a infecciones micobacterianas) una
combinacion de cuatro a cinco anti-micobacterianos
(incluyendo aquellos con sensibilidad para M. bo-
vis-BCG) durante un periodo prologando (no menos de
2 afios) segun la evolucion clinica-biolégica-radiologi-
ca.?! Consideramos necesario establecer un consen-
so internacional de expertos en México para el trata-
miento de la infeccion por el complejo M. tuberculosis
o complicaciones de BCG en pacientes con EGC.

En pacientes con infeccion micobacteriana con
BCG debemos sospechar en un error innato de la in-
munidad, como la EGC. El diagndstico de EGC se reali-
za a través de la deteccion de una falta de produccion
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de radicales libres en los neutrdfilos. Los pacientes
reportados tuvieron variantes patogénicas en el gen
NCF2, dos de ellas no han sido reportadas previamen-
te en la literatura.
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