Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

VNIVERSITAT
D VALENCIA

Facuiltat d¢e [\/]edicina i (Jdontologia

Departamento de Medicina

Programa de Doctorado
3139 Medicina

TESIS DOCTORAL

Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la
Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivaciéon del Sistema Inmune y

Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica
como modelo de disinmunidad

Presentada por: Marta Dafne Cabafiero Navalén
Octubre 2023

Directores:

Maria José Forner Giner
Alejandro Mira Obrador



VNIVERSITAT [ ; N _
® VALENCIA LY /" ) Facultat de [\fJedicina i (Jdontologia

INFORME DIRECTORES/AS Y TUTOR/A PARA DEPOSITO DE TESIS

Codirectores:

1.- Apellidos y nombre: Mira Obrador, Alejandro, N.I.F. 52773306J, Departamento/Instituto: Laboratorio
de Microbioma Oral. Centro: Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica
(FISABIO)

2.- Apellidos y nombre: Forner Giner, Maria José, N.LF. 25411810F, Departamento/Instituto:
Departamento de Medicina. Centro: Universitat de Valéncia

Directores y tutora, respectivamente, de la tesis doctoral: “Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la
Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del sistema inmune y Enfermedad Pulmonar
Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad”

de Diia. Marta Dafne Cabarero Navaloén,

estudiante del Programa de Doctorado 3139 Medicina (RD99/2011) en Medicina de la Universitat de
Valéncia, emiten informe favorable para la realizacion del depdsito y la defensa de la tesis doctoral.

Fecha: 10 de noviembre de 2023

Los estudios que forman parte de esta tesis doctoral por compendio de publicaciones pertenecen a
una misma linea de investigacion y se han recogido en tres articulos originales, publicados en revistas
de alto impacto y amplia difusion internacional, con un factor de impacto global de 23,2 puntos: dos
publicaciones en la revista Frontiers in Immunology: (doi: 10.3389/fimmu.2022.1033666 y doi:
10.3389/fimmu.2022.81349), con factor de impacto 2022: 7,3 y Q1 en la categoria Immunology del
Journal Citation Reports (JCR), y la tercera en Clinical Inmunology: (doi: 10.1016/j.clim.2023.109796),
con factor de impacto 2022: 8,6 y Q1 y D2 en la categoria Immunology del JCR. Dichos articulos no han
sido utilizados para la realizacion de otra tesis doctoral.

Fdo.: Alejandro Mira Obrador Fdo.: Maria José Forner Giner

ALEJANDRO Firmado digitalmente MARIA JOSEI Firmado digitalmente

por ALEJANDRO|MIRA| por MARIA JOSE|

MlRA| OBRADOR FORNER| FORNER|GINER
Fecha: 2023.11.13 Fecha: 2023.11.14
OBRADOR 23:453 +011.(:0- GINER 19:52:57 +0100°
Director Directora y Tutora
ESCUELA DOCTORAL

UNIVERSITAT DE VALENCIA

Facultat de Medicina | Odontologia, Av.Blasco.lbafiez n°® 15, 46010-Valencia, Tel. 963864100 - Fax: 963864173
email:  doctorado.medicina@uv.es
Web; www.uv.es/doctoratmedicina



“Words are, in my not so humble opinion, our most inexhaustible source of magic,
capable of both influencing injury, and remedying it.”

Albus Dumbledore



AGRADECIMIENTOS




A Alex y Maria José, por su tiempo, sus conocimientos y su capacidad para ensefiar y
compartir.

A mis comparferos del Servicio de Medicina Interna del Hospital La Fe, por su
inestimable y constante apoyo en esta aventura académica.

A los investigadores de FISABIO, imprescindibles para el desarrollo de este proyecto.

A los residentes, por hacer que el trabajo no sea sélo un deber y convertirse en
verdaderos amigos.

A aquellos que, aunque ausentes, permanecen conmigo en cada instante.

A mis amigos, por sostenerme siempre y por su lealtad sin precio, incluso en la distancia
derivada de mi pasion por la investigacion.

A mi familia, por ser una fuente interminable de carifio.

A Pedro, por compartir una ilusién, por su dedicacién y ser mi guia constante.
A mi padre, por ser mi fortaleza en cada paso.

A mi madre, por su inagotable paciencia, su amor y su eterna ayuda.

A Vic, por ser todo y mas.



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:

Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

Resumen
I B = =T ¥ 1= o [ PN 9
I Y o1 1 - Tt Y 10
IR Y Y o] £V = 1 - 1= N 11
1.4, Listado de tablas y fiQUIas. ........c.oeiuiiie e 12

Consideraciones para la lectura de la Tesis Doctoral

2. Consideraciones para la lectura de la Tesis Doctoral............oooieiiiiiiiie e, 14
Introduccion
3.1. Introduccién a las Inmunodeficiencias Primarias. ............covuviiiiiiiiiii i 16
3.2. Introduccién a la Inmunodeficiencia Comuan Variable................cocooiiiiii 20
3.3. Antecedentes historicos, definiciones y criterios diagnésticos de Inmunodeficiencia
Comun Variable: el cajon de Sastre........c.veiuiiiie e 21
LG i o1 T 112 1] oo - 25
LG TR 11 o o Y= 1 0] oo | - 26
3.5.1. Genética de la Inmunodeficiencia Comun Variable....................cooviiin, 26
3.5.2. Rol de la microbiota y la disbiosis en la etiopatogenia de la Inmunodeficiencia
ComUN Variable. ... ..o 29
3.6. DEfECIOS CRIUIATES. ... e i 32
3.6.1. Defectos en lINfOCItOS B.......ooieinieii e 32
3.6.2. Defectos en lINfOCIHOS T....ouinieie e 33
3.7. Manifestaciones clinicas: hacia un cambio de paradigma...........ccoveviviiiiiiiininenes 33
3.7.1. Complicaciones INFECCIOSAS. ... .. uueutnee e et aas 33
3.7.2. Complicaciones N0 INfECCIOSAS. .. . ...uuuee e 36
3.7.2.1. Disinmunidad y autoinmunidad...............ccooiiiiiiii e 36
3.7.2.2.  Linfoproliferacion benigna.............cocoviiiiiiiii i 37
3.7.2.3. Enfermedad Pulmonar Intersticial y Enfermedad Pulmonar
Granulomatosa Intersticial Linfocitica.............coocoviviiiiiiiiiiiinne. 38
3724, ENEIOPALIA. . ...enie e 41
3.7.2.5.  Malignidad.........cooiii 42
LS TR I = 1= 0 1= 01 (o 42
3.8.1. Terapia de reemplazo de inmunoglobulings...........c..ooooiiiiiiiiii, 42
3.8.2. Tratamiento de la disregulacién inmune: la paradoja de la Inmunodeficiencia
ComMUN VANADIE. ... 46
LS TR 0] 37 11 1o o J 47

Hipotesis y Objetivos

4.1.
4.2.

L 100 LSS PP 50
(0] 0] 1= 1Y/ 01 PPN 51

Material y Métodos

5.1.

Estudio sobre el espectro clinico actual de la Inmunodeficiencia Comun Variable en
Espafa: creacion del registro multicéntrico nacional GTEM-SEMI-CVID....................... 53



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

5.1.1. Disefio del estudio, escenario y poblacion objetivo.............c.ivuiiiiiiiiiiiniieanns 53
5.1.2. ReCOIECCION A ALOS. .. ..ueuie ittt ettt 54
5.1.3. ANAliSiS @StadiStiCO. .. .. .iit it 56
5.1.4. DECIAraCiON GICA. . .ueueniteiet et et ettt et e e 57

5.2. Identificacion de parametros clinicos, de laboratorio y de imagen para la prediccién y
diagnéstico de la Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica asociada

a la Inmunodeficiencia ComuUn Variable........... ... 57
5.2.1. Desarrollo general del trabajo, criterios de inclusion y criterios de exclusion....... 57
5.2.2. Recoleccion de 10S datos ClINICOS. . .. ..uvuuiuiiiiiiiei it 58

5.2.3. Aplicacion de los scores clinicos a los TC pulmonares de alta resolucion............ 59

5.2.4. ANAlSIS €StadiStiCO. .. . vttt 62
5.2.5. DECIAraCion GlICA........uiuitiiti et 63
5.3. Estudio de la microbiota asociada a los diferentes fenotipos clinicos y a la disinmunidad
en la Inmunodeficiencia Comun Variable................oooiii 63
5.3.1. Pacientes y recoleccion de datos............ouiieiuiiiiiii i 63
5,312, MUEBSIIBO. ...ttt 64
5.3.3. EXracCion de ADN. ... 65
5.3.4. Andlisis bioinformatico y estadiStiCO.........ocvuiiiiiiiiiii e 66
5.3.5. DECIAraCiON GlICA. ... e eee ettt 66
Resultados

6.1. Estudio sobre el espectro clinico actual de la Inmunodeficiencia Comudn Variable en
Espafa: creacion del registro multicéntrico nacional GTEM-SEMI-CVID...................... 68

6.2. ldentificacion de parametros clinicos, de laboratorio y de imagen para la prediccion y
diagndstico de la Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica asociada
a la Inmunodeficiencia ComuUn Variable......... ..o 87

6.3. Estudio de la microbiota asociada a los diferentes fenotipos clinicos y a la disinmunidad

en la Inmunodeficiencia Comun Variable.......... ... 101
Discusion
T DISCUSION. ettt et 118
Conclusiones
8. CONCIUSIONES. ...ttt e 133
Bibliografia
9. BiIblOGrafia. .. e e e 135
Anexos

10.1. Persistent SARS-CoV-2 infection with repeated clinical recurrence in a patient with
Common Variable ImmunodefiCiencCy......... ... 155

10.2. Norovirus infection as a model of chronic or recurrent infection in Common Variable
IMMUNOAETICIENCY .. ... et e 162



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia
Enfermedad Pulmonar Intersticia

RESUMEN

8 RESUMEN




Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

La Inmunodeficiencia Comun Variable (IDCV) constituye un grupo de inmunodeficiencias
humorales primarias con elevada heterogeneidad clinica. En esta tesis doctoral, se creé un
registro multicéntrico nacional que describe las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, de
laboratorio, terapéuticas y pronosticas de 250 pacientes con IDCV, evidenciando que las
complicaciones no infecciosas han desplazado a las infecciones como principal causa de
morbimortalidad. Pese a que el 60% de los pacientes presentaba afectacion pulmonar no
infecciosa, menos del 65% habia sido sometido a estudios de imagen, lo que sefiala una falta
de deteccién oportuna de comorbilidad disinmune asociada con la IDCV, y objetiva la

necesidad de realizar protocolos nacionales para homogeneizar su manejo clinico.

Ademas, se presenta un modelo predictivo para abordar la problematica del diagndstico
precoz en la comorbilidad disinmune asociada a la IDCV en el contexto de la Enfermedad
Pulmonar Intersticial Granulomatosa Croénica (EPIGL). Se establece que la EPIGL puede ser
la manifestacion pulmonar de una disregulaciéon inmunitaria sistémica en la IDCV. A través
de este modelo predictivo que combina parametros clinicos, de laboratorio y de imagen, el
estudio ofrece una herramienta no invasiva Util para la deteccién y diagndstico precoz.

En cuanto a la fisiopatologia de esta disregulacién inmunolégica, se pretendié analizar la
microbiota oral, pulmonar e intestinal de los pacientes con IDCV, proponiendo que puede
existir una disbiosis bacteriana que impulse estas manifestaciones no infecciosas. Se
encontraron diferencias significativas en la composicion de la microbiota de saliva, esputo y
heces entre pacientes con IDCV con y sin disinmunidad. A pesar de que no se identifico una
Unica especie como un predictor robusto de disinmunidad independiente, la combinacion de
alrededor de 5-7 especies en cada tipo de muestra podria predecir este fenotipo disinmune

con una precision de alrededor del 90% en nuestra poblacién.

En resumen, este trabajo doctoral subraya dos aspectos fundamentales: la imperativa
necesidad de estandarizar el manejo clinico de la IDCV a través de protocolos nacionales,
teniendo en cuenta su inherente naturaleza sistémica, asi como la disregulacion inmunolégica
asociada. Esta ultima requiere una perspectiva holistica que integre parametros clinicos,
analiticos, radioldgicos y microbioldgicos, facilitando asi un diagnéstico precoz y una
intervencion terapéutica mas especifica. Por ello, en futuras investigaciones, seria relevante
explorar la relacion entre la microbiota y los parametros clinicos, de laboratorio y radiolégicos
estudiados, para desarrollar modelos predictivos mas precisos y personalizados, tras su
validacién externa y multicéntrica, que permitan continuar acelerando el diagnéstico y

mejorando el prondstico de los pacientes con IDCV
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1.2. Abstract

Common Variable Immunodeficiency (CVID) represents a spectrum of primary humoral
immunodeficiencies with marked clinical heterogeneity. In this doctoral thesis, a national
multicenter registry was established, detailing the epidemiological, clinical, laboratory,
therapeutic, and prognostic features of 250 patients with CVID. The data indicate that non-
infectious complications have surpassed infections as the primary cause of morbidity and
mortality. Despite 60% of the patients exhibiting non-infectious pulmonary involvement, less
than 65% had undergone imaging studies. This highlights an underdiagnosis of immune-
related comorbidities associated with CVID and evidences the imperative need for national

protocols to standardize clinical management.

Furthermore, a predictive model addressing early diagnosis of immune-related comorbidities
associated with CVID in the context of Granulomatous Lymphocytic Interstitial Lung Disease
(GLILD) is introduced. The study postulates that GLILD may represent a pulmonary
manifestation of systemic immune dysregulation in CVID. Using a combination of clinical,
laboratory, and imaging parameters, this model provides a non-invasive tool for early
detection and diagnosis.

Regarding the pathophysiology of this immune dysregulation, oral, pulmonary, and intestinal
microbiota of CVID patients were analyzed. The hypothesis suggests that a bacterial dysbiosis
might drive these non-infectious manifestations. Significant variations were observed in the
composition of the saliva, sputum, and fecal microbiota between CVID patients with and
without immune-related complications. While no single bacterial species emerged as a robust
independent predictor of immune dysregulation, a combination of approximately 5-7 species
in each sample type could predict this dysimmune phenotype with about 90% accuracy in our

cohort.

In summary, this doctoral research emphasizes two core aspects: the urgent need to
standardize CVID clinical management through national protocols, considering its inherent
systemic nature and associated immune dysregulation. Such dysregulation demands a
holistic approach, integrating clinical, analytical, radiological, and microbiological parameters,
thereby facilitating early diagnosis and more targeted therapeutic interventions. Hence, future
research should explore the nexus between microbiota and the clinical, laboratory, and
radiological parameters studied. This could pave the way for the development of more precise
and individualized predictive models, pending their external and multicentric validation, which
could prompt early diagnosis and improve prognosis for CVID patients.
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1.3. Abreviaturas

AEMPS: Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios

AHAI: Anemia hemolitica autoinmune

APDS: Sindrome de activacién de fosfoinositida
3-quinasa delta

ANCOM-BC: Analisis de composiciones de
microbiomas con correccion de sesgo

ASV: variantes de secuencia de amplicén
AUC: Area bajo la curva

Bc: linfocito B

BCG: Bacilo de Calmette Guérin

CMV: Citomegalovirus

dIDCV: Pacientes con inmunodeficiencia comun
variable y fenotipo disinmune

DLCO: Difusion pulmonar para el mondxido de
carbono

DLCOc: Difusién pulmonar para el monodxido de
carbono corregida

EICH: Enfermedad de injerto contra huésped
Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal

ERC: Enfermedad renal crénica

ESID: European Society for Immunodeficiencies

FEV1: Volumen de espiracion forzada en el
primer segundo

FVC: Capacidad vital forzada

GLILD: siglas en inglés de EPIGL,
granulomatous lymphocytic interstitial lung
disease

HDL: Lipoproteina de alta densidad o high
density lipoprotein

IC: Insuficiencia cardiaca

IDCS: Inmunodeficiencia combinada severa
IDCV: Inmunodeficiencia comun variable
IDP: Inmunodeficiencias primarias

Iglv: Inmunoglobulina de administracion
intravenosa

IgRT: Terapia de remplazo con
inmunoglobulinas

IgSc: Inmunoglobulina de administracion
subcuténea

iIDCV: pacientes con inmunodeficiencia comun
variable y fenotipo solo infeccioso

IgScf: Inmunoglobulina de administracién
subcutanea facilitada con hialuronidasa

LDL: Lipoproteina de baja densidad o low
density lipoprotein

LES: Lupus eritematoso sistémico
LNH: Linfoma no Hodgkin

LTc: Linfocito T citotoxico

LTh: Linfocito T helper

MALT: Linfoma de tejido linfoide asociado a
mucosas

NGS: Secuenciacion de préxima generacién o
next generation sequencing

NIA: Neumopatia intersticial alérgica

NIL: Neumonia intersticial linfoide

NINE: Neumonia intersticial no especificada
NO: Neumonitis oblierante

PET: tomografia por emision de positrones

PTI: Parpura trombocitopénica idiopatica o
inmune

ROC: Curva de caracteristica operativa del
Receptor o Receiver operating characteristic
curve

Sl: Sistema inmunitario

SNC: Sistema nervioso central

STROBE: Strenghthening the reporting of
observational studies in epidemiology

TC: Tomografia computerizada

TCAR: Tomografia computerizada de alta
resolucion

VEB: Virus Epstein Barr
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

VLDL: Lipoproteina de muy baja densidad o
very low density lipoprotein

VRS: Virus respiratorio sincitial
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2. Consideraciones para lalectura de la Tesis Doctoral

El desarrollo de la presente tesis doctoral por compendio de tres publicaciones se justifica a
través de la exploracion de tres retos fundamentales interrelacionados sobre la IDCV en el ambito
nacional: la necesidad de estudios multicéntricos para abordar la falta de conocimiento
epidemiolégico y clinico de la enfermedad; la ausencia de marcadores que prevean el desarrollo
de la EPIGL, un fendmeno de disinmunidad asociado con la IDCV, cuya identificacion temprana
podria mejorar la morbimortalidad; y la influencia de la microbiota oral, pulmonar e intestinal en
la etiologia y progresion de la disregulacion inmunoldgica de la IDCV, cuya variabilidad podria
correlacionarse con diferentes fenotipos clinicos de la enfermedad. Este enfoque tridimensional
aborda brechas significativas en la literatura actual, proporcionando una perspectiva integral
sobre la IDCV, y sienta las bases para futuras investigaciones y posibles intervenciones
terapéuticas. Por ello, esta tesis doctoral se configura en torno a un compendio de tres

publicaciones cientificas publicadas en revistas internacionales de alto impacto.

Una vez planteado el estado del arte en el apartado de introduccién, se presentan las hip6tesis
y los objetivos de la investigacion. Posteriormente, se detalla un apartado de metodologia
ampliado que complementa la informacién metodolégica contenida en los manuscritos originales,
proporcionando detalles adicionales de interés para el lector que resultaron abreviados debido a
limitaciones de extensién inherentes a cada una de las revistas, y que facilitan la compresién y

reproducibilidad de los trabajos.

En la seccion de resultados, cada articulo es resumido en castellano y acompafnado por su

referencia bibliografica, con una copia del trabajo original anexada posteriormente.

La discusién evalla criticamente la contribucion de cada uno de los tres articulos principales,
seguida por una discusion general que destaca brechas de conocimiento, integra la evidencia de
los articulos y explora el potencial de métodos diagnésticos multidisciplinares. Se reflexiona,
ademas, sobre futuras lineas de investigacion y se presentan ideas para desarrollar a partir del

conocimiento generado.

Se concluye con unas reflexiones finales que sintetizan los principales aportes de la

investigacion.

Adicionalmente, al concluir la tesis, se incorporan dos articulos anexos centrados en la
problematica de infecciones recurrentes en pacientes con IDCV. Estos documentos, emergentes
a partir del desarrollo de la tesis, abordan los desafios en la practica clinica y presentan evidencia
sobre la disfuncidon inmunoldgica en estos pacientes, sugiriendo un modelo de activacion

inmunoldgica asociado a infecciones persistentes y estados proinflamatorios continuados.
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3.1. Introduccidén alas Inmunodeficiencias Primarias

Las inmunodeficiencias constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que se caracterizan
por la presencia de anomalias en uno 0 mas componentes del sistema inmune (SI). Globalmente,
estas patologias pueden clasificarse en dos tipos principales segln su origen: primarias y

secundarias.

Las inmunodeficiencias primarias (IDP) son trastornos genéticos poco frecuentes en la poblacion,
que suelen manifestarse en la infancia o la edad adulta temprana. Por otro lado, las
inmunodeficiencias secundarias se consideran patologias adquiridas y pueden ser causadas por
una gran variedad de etiologias, incluyendo infecciones como por ejemplo el virus de la
inmunodeficiencia humana o VIH, la malnutricion, el estrés cronico, la inmunosenescencia debida
al envejecimiento, y, especialmente, tratamientos con perfil inmunosupresor, como los agentes
guimioterapicos, multiples tratamientos bioldgicos con dianas terapéuticas dirigidas al Sl o los
corticosteroides, entre otros (Rich RR et al., 2019).

El Sl consta de dos componentes fundamentales para realizar la correcta defensa del organismo:
el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato es la primera
linea de defensa respondiendo de manera inmediata, pero esta respuesta es de caracter no
especifico y clasicamente se asociaba con ausencia de memoria inmunoldgica, si bien este
paradigma esta siendo cuestionado recientemente (Netea MG et al., 2019). Por el contrario, el
sistema inmune adaptativo es capaz de generar una respuesta especifica para cada patdégeno y
posee memoria inmunolégica, proporcionando una respuesta mas duradera. Sin embargo, su

activacién suele ser mas lenta y ocurre después de la respuesta innata (Rich RR et al., 2019).

Dentro de las IDP, se distinguen cuatro grupos generales de inmunodeficiencias segun el
componente del Sl afectado: inmunodeficiencias humorales, celulares, defectos en la fagocitosis

y defectos en el sistema del complemento (Tabla 1).

Las deficiencias humorales y celulares se relacionan principalmente con los componentes
adaptativos del sistema inmune. Las inmunodeficiencias humorales, o de anticuerpos,
generalmente implican una disfunciébn o ausencia de los linfocitos B, responsables de la
produccion de inmunoglobulinas que reconocen y se unen a antigenos especificos facilitando su
eliminacion. La disminucion o disfuncion de la produccién de anticuerpos compromete la
capacidad del S| para combatir infecciones, especialmente aquellas causadas por bacterias
encapsuladas como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae. Ademas, los
pacientes afectados de inmunodeficiencias humorales presentan fundamentalmente infecciones
bacterianas recurrentes, sobre todo en el tracto respiratorio superior e inferior, incluyendo otitis
media, sinusitis y neumonia, que pueden ser persistentes y graves. También, algunos pacientes
pueden sufrir complicaciones autoinmunes y neoplasicas por la disregulacion inmunitaria (D’Elios
et al., 2019).
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Las inmunodeficiencias celulares o combinadas, también conocidas como trastornos de
inmunidad celular, se originan por anomalias en la funcién o la cantidad de linfocitos T que
defienden al organismo a través de dos mecanismos fundamentales: la mediacion directa de la
destruccion de células patdgenas o infectadas por los linfocitos T citotdxicos (LTc); y la regulacion
de la respuesta inmune a través de la liberacion de citoquinas, mediante los linfocitos T helper
(LTh). Clinicamente, estas patologias se caracterizan por presentar infecciones flngicas, o bien
por bacterias intracelulares, infecciones virales, y por ciertos parasitos. También pueden
aparecer infecciones graves y recidivantes producidas por patdgenos oportunistas como el
Pneumocystis jirovecii o virus de la familia herpes, con elevada morbimortalidad (Buckley et al.,
2002).

Los trastornos de la fagocitosis, generados por disfuncion de células fagocitarias como los
neutréfilos y macréfagos, pueden deberse a una disminucién del nUmero absoluto de fagocitos,
a defectos en la quimiotaxis 0 a una inadecuada destruccion de los microorganismos tras su
internalizacion. Este tipo de trastornos conducen a una susceptibilidad aumentada a infecciones
bacterianas y fungicas recurrentes, con manifestaciones clinicas que abarcan desde infecciones

cutaneas hasta neumonias graves (Rich et al., 2019).

Por otro lado, los trastornos del sistema del complemento, una serie de proteinas plasméticas
que facilitan la opsonizacion vy lisis de los patdgenos, se relacionan con un incremento en las
infecciones causadas especialmente por Neisseria spp. y a enfermedades autoinmunes como el
lupus eritematoso sistémico (LES) o las glomerulonefritis (Rich et al., 2019). Todas estas

caracteristicas se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y patégenos tipicos en las inmunodeficiencias primarias.
Adaptacién de Cooper et al., 2001.

Caracteristicas

Defecto de las
células B

Defectos de las
células T

Defecto de la
fagocitosis

Defectos del
complemento

Edad de inicio

Patégenos

comunes

Clinica comun

Caracteristicas

especiales

5-12 meses

Streptococcus
pneumoniae,
Haemophilus
influenzae tipo B,
Staphylococcus
aureus,
Campylobacter spp.,
Enterovirus,

Giardia spp.,

Cryptosporidium spp.

Sinopulmonares
Gastrointestinal
Malabsorcion
Artritis

Meningoencefalitis

Autoinmune
Linfoma

Timoma

Pardlisis asociada a

vacuna de polio

Desde el nacimiento

Micobacterias,
Pseudomonas spp.,
citomegalovirus,
virus de Epstein-
Barr, varicela,
enterovirus, Candida
spp., Pneumocystis

jirovecii

Disminucién de
peso, diarrea
crénica, candidiasis

persistente

Enfermedad de
injerto contra
huésped (EICH),
reacciones adversas
a la vacunacion por
el bacilo de Calmette
Guérin (BCG),
tetania

hipocalcémica

Desde el

nacimiento

S. aureus
Pseudomonas
spp.

Serratia spp.
Klebsiella spp.
Candida spp.
Nocardia spp.
Aspergillus spp.

Celulitis
Abscesos
Adenitis
Periodontitis

Osteomielitis

Retraso en la
caida del
cordén

umbilical

Cualquier edad

Neisseria spp.,
S. pneumoniae,
H. influenzae,
Capnocytophaga
spp., Babesia
spp.

Meningitis
Artritis
Sepsis

Infecciones
sinopulmonares

Vasculitis

LES
Glomerulonefritis
Dermatomiositis

Angioedema

Mas all4 de esta clasificacion de las IDPs en cuanto a la afectacion del sistema inmune innato o
adaptativo y su mecanismo etiopatogénico, el comité de expertos de la Unién Internacional de
Sociedades Inmunoldgicas (IUIS, de sus siglas en inglés International Union of Immunological
Societies) realiza actualizaciones periddicas de la clasificacién fenotipica para los diferentes tipos
de inmunodeficiencias primarias, incluyendo los Ultimos avances genotipicos (Bousfiha et al.,
2022) (Tabla 2). Esta clasificacion se realiza con el propésito de asistir a los profesionales
clinicos en la atencion de pacientes con errores innatos o primarios de la inmunidad, basandose
en sus caracteristicas clinicas y fenotipos tanto clinicos como de laboratorio. A continuacioén, se
representa un resumen de las diferentes categorias clinicas de las inmunodeficiencias primarias
de acuerdo con la ultima actualizacion de la IUIS a fecha de 2022, y sus principales

enfermedades:
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Tabla 2. Clasificacién de la International Union of Immunological Societies de las
inmunodeficiencias primarias. Adaptado de Bousfiha et al., (2022),
con ejemplos de las patologias mas prevalentes en cada categoria.

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6

Grupo 7

Grupo 8

Grupo 9

Grupo 10

Inmunodeficiencias que afectan la
inmunidad celular y humoral

Inmunodeficiencias combinadas con
caracteristicas sindrémicas o asociadas

Inmunodeficiencias predominantemente
humorales

Enfermedades por disregulacion inmunitaria

Defectos congénitos en el nimero o la
funcion de los fagocitos

Defectos en la inmunidad innata e intrinseca

Enfermedades autoinflamatorias

Deficiencias de complemento

Fallo de médula 6sea

Fenocopias de inmunodeficiencias primarias

SCID

Inmunodeficiencia combinada con o sin diagnéstico
genético

Sindrome de activaciéon PI3K

Sindrome de Omenn

Déficit de CD40 y CD40 ligando

Déficit de HLA de clase Il

Déficit selectivo de CD4

Déficit de DOCK8

Ataxia telangiectasia hereditaria
Sindrome de DiGeorge
Sindrome de HiperlgE

Sindrome de Wiskott-Aldrich
Trombocitopenia ligada al X
Sindrome de Nijmegen Breakage
Disqueratosis congénita
Sindrome de Bloom

Inmunodeficiencia comun variable

Déficit selectivo de IgA

Déficit de subclases de IgG

Déficit de subclase de IgA con IgG

Sindrome de hiper-IgM

Hipogammaglobulinemia transitoria de la infancia
Déficit especifico de anticuerpos

Sindrome de linfoproliferacién autoimmune (ALPS)
Linfohistiocitosis hemofagocitica familiar
Enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X
Sindrome polyglandular autoimmune tipo 1
Sindrome de Chediak Higashi

Sindrome de inmunodisregulacion, poliendocrinopatia y
enteropatia ligada al X

Déficit de CTLA-4

Déficit de LRBA

Sindrome de Griscelli tipo 2

Ganancia de funcién de STAT3

Enfermedad granulomatosa crénica
Neutropenia congénita

Desordenes de la fagocitosis no especificados
Sindrome de Shwachman-Diamond
Neutropenia ciclica

Déficit de GATA2

Deficiencia de adhesion leucocitaria

Candidiasis Mucocutanea Crénica
Susceptibilidad Mendeliana a Enfermedades
Micobacterianas

Defectos en la inmunidad innata no clasificados
Asplenia congénita aislada

Deficiencias en las proteinas IRAK4 y MyD88
Sindrome de Verrugas, Hipogammaglobulinemia,
Infecciones y Mielocatexis

Encefalitis herpética

Interferonopatias de tipo 1
Defectos afectando al inflamasoma
Condiciones no relacionadas con el inflamasoma

Déficit de componente 2 del complemento

Anemia de Fanconi
Sindrome ataxia-pancitopenia

Asociada con mutaciones somaticas:
- Sindrome linfoproliferativo autoinmune
- Sindrome de VEXAS
- Sindrome leucoproliferativos asociados a
mutaciones en RAS
Asociado con autoanticuerpos:
- Candidiasis crénica mucocutanea
- Susceptibilidad a las micobacterias en
adultos
- Proteinosis alveolar primaria
- Angioedema adquirido
- Sindrome urémico atipico
- Sindrome de Good
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3.2. Introduccidén alalnmunodeficiencia Comun Variable

La inmunodeficiencia comun variable (IDCV), la IDP que nos ocupa en la presente Tesis Doctoral,
se encuadra dentro de las inmunodeficiencias primarias humorales y se presenta como una
entidad heterogénea cuya etiologia contintia siendo desconocida para la comunidad cientifica.
Constituye la IDP sintomatica mas frecuente, con una prevalencia estimada de 1:20.000 a
1:50.000 en la poblacion (Seidel, 2019) y se caracteriza por la alteracion en la transicién del

linfocito B naive a linfocito B de memoria y célula plasmatica.

Como consecuencia, los pacientes afectos presentan una disminucién en la produccion de
gammaglobulinas y una disfuncién en la capacidad de respuesta a antigenos proteicos o
polisacaridos. Debido a este defecto en la inmunidad humoral, hasta un 70-80% de los pacientes
asocian una tasa elevada de procesos infecciosos de vias respiratorias altas o bajas, asi como
del tracto gastrointestinal.

Desde la introduccion de la terapia de remplazo con inmunoglobulinas (de sus siglas en inglés
immunoglobulin replacement therapy o IgRT), el prondstico de estos pacientes relacionado con
las complicaciones infecciosas ha mejorado notablemente (Pulvirenti et al., 2019). Sin embargo,
desde hace afios, se ha asociado la IDCV a fenémenos no infecciosos, la mayoria de ellos de
naturaleza disinmune: autoinmunidad, linfoproliferaciéon no maligna, granulomatosis, enteropatia
inflamatoria y fendmenos de hipersensibilidad con una prevalencia que oscila entre 20 y el 40%
segun la serie, asi como diferentes tipos de neoplasias (Chapel et al., 2009; Janssen et al., 2021;
Ho and Cunningham-Rundles, 2020; Mormile et al., 2021; Kiaee et al., 2019) que son los
principales responsables de la morbimortalidad en estos pacientes (Orange et al., 2010; Resnick
et al.,, 2012). Es relevante sefialar que algunos pacientes con IDCV pueden manifestar
inicialmente estas condiciones, sin haber presentado sintomas infecciosos significativos Ue

hagan sospechar su diagnéstico (Azizi et al., 2017).

Por ello, Chapel et al. (2008) establecieron cinco fenotipos de pacientes con IDCV: aquellos que
presentaban infiltracién linfocitica policlonal, pacientes que presentaban autoinmunidad,
individuos que desarrollaban enteropatia, otros que padecian canceres de origen linfoide v,
finalmente, los que solo presentaban infecciones (Chapel et al., 2008). Hasta el momento, no se
ha establecido por qué algunos pacientes con IDCV desarrollan solo infecciones y otros
presentan el resto de las manifestaciones ademéas de la inherente comorbilidad infecciosa.
Actualmente, la morbimortalidad de los pacientes con IDCV estd condicionada por estos

fendmenos no infecciosos cuyo prondstico es independiente al adecuado tratamiento con IgRT.
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3.3. Antecedentes historicos, definiciones y criterios

diagnosticos de la Inmunodeficiencia Comun Variable:
el cajon de sastre

A principios del siglo XX, médicos y cientificos reportaron casos de pacientes con
inmunodeficiencias humorales detectadas en la edad adulta con complicaciones infecciosas,
inmunoldgicas y neoplasicas, de etiologia desconocida, inicialmente etiquetadas como
agammaglobulinemias o hipogammaglobulinemias adquiridas (Fudenberg et al., 1971). No fue
hasta 1971 cuando la Organizaciéon Mundial de la Salud acuié el término “inmunodeficiencia
comun variable” por primera vez, en un intento de englobar a esta “gran cantidad de pacientes
con inmunodeficiencia con alta variedad de hallazgos inmunolégicos” que no podian ser
clasificados de forma inequivoca (Fudenberg et al., 1971; Peng et al., 2023). En aquel entonces,
el diagndstico de IDCV permitia diferenciar al escaso nimero de pacientes que presentaban una
inmunodeficiencia de herencia mendeliana conocida, del resto de pacientes con un patrén de
herencia desconocido, con la esperanza de que un analisis mas pormenorizado pudiera en el
futuro delimitar su etiopatogenia (Fudenberg et al., 1971; Peng et al., 2023), al sospechar que se
trataba de una entidad que presumiblemente podia incluir una “gran cantidad de sindromes” de

dificil clasificacion debido a la falta de tecnologia y medios para diferenciarlos entre si.

Por ello, en 1971, la IDCV comprendia todas aquellas inmunodeficiencias primarias que no
pudiesen ser diagnosticadas como una agammaglobulinemia ligada al X, un déficit selectivo de
IgA, una sindrome hiper- IgM ligado al X, una ataxia telangiectasia, un sindrome de Wiskott-
Aldrich, una inmunodeficiencia severa combinada y otros pocos sindromes clinicamente

diferenciados (Fudenberg et al., 1971).

Méas de 50 afios después, cientificos y clinicos de todo el mundo han investigado cémo
desentrafiar la IDCV mediante técnicas avanzadas de secuenciacién genética, expresion génica,
protedmica, metabolémica, citometria, e incluso analizando la microbiota de estos pacientes; sin
olvidar los numerosos estudios de estratificacion de caracteristicas puramente clinicas (Chapel
et al., 2008; Wehr et al., 2008 Resnick et al., 2012; Jorgensen et al., 2019). Si bien es cierto que
los avances tecnoldgicos de la Ultima década han permitido aumentar mucho el conocimiento
fenotipico y genotipico de la IDCV separando y “descubriendo” nuevos sindromes como
entidades diferentes a la propia IDCV, el consenso universal sobre su etiopatogenia y definicion
completa esta todavia lejos. Muchos cientificos sugieren que no es posible encontrar una Unica
explicacion a este conjunto de sindromes y que seré el avance tecnologico el que poco a poco
vaya desentrafiando completamente su fisiopatologia (Peng et al., 2023). De hecho, esto es lo
gue ha ido sucediendo en los Ultimos afios, siendo necesaria una revision de sus criterios
diagnésticos cada vez mas frecuente debido a la diferenciacion de entidades definidas que

previamente se incluian bajo el concepto global de IDCV (Bousfiha et al., 2022).
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Actualmente, segun los criterios diagnésticos europeos de 2019 de la Sociedad Europea de
Inmunodeficiencias (ESID, de sus siglas en inglés European Society for Immunodeficiencies)
(Seidel et al., 2019), la IDCV se define como una inmunodeficiencia humoral primaria en la que
se observa una marcada disminucién de las inmunoglobulinas IgG e IgA, con o sin niveles bajos
de IgM, junto con una escasa respuesta de anticuerpos tras la vacunacion y/o un bajo recuento
de células B de memoria, tras excluir otras causas secundarias de hipogammaglobulinemia,
como infecciones, pérdida de proteinas, medicaciéon o malignidad, y sin que exista evidencia de
deplecion grave de células T. Ademas, los pacientes con IDCV deben presentar al menos uno
de los siguientes sintomas: mayor susceptibilidad a la infeccién, manifestaciones autoinmunes,
enfermedad granulomatosa o linfoproliferacién policlonal inexplicada. Estos criterios se resumen

en la Tabla 3.

Tabla 3. Criterios diagnosticos de la Inmunodeficiencia Comun Variable segun la
European Society for Immunodeficiencies 2019. Adaptado de Seidel et al., (2019)

Criterios Diagnésticos de

la Inmunodeficiencia Descripcion
Comun Variable

Mayor susceptibilidad a infecciones

Manifestaciones autoinmunes

Al menos uno de los

L ) Enfermedad granulomatosa
siguientes:

Linfoproliferacion policlonal inexplicada
Miembro de la familia afectado con deficiencia humoral

Marcada disminucién de IgG y marcada disminucién de IgA con o sin
Y niveles bajos de IgM (medido al menos dos veces; <2SD de los niveles
normales para su edad)

Escasa respuesta de anticuerpos a la vacunacion (y/o ausencia de

isohemaglutininas); es decir, ausencia de niveles protectores a pesar de
Y al menos uno de los la vacunacion

siguientes: i i . .
Bajo recuento de células B de memoria switched (<70% del valor normal

relacionado con la edad)

Exclusién de causas secundarias de hipogammaglobulinemia (por
ejemplo, infeccién, pérdida de proteinas, medicacion, malignidad)

Y El diagndstico se establece después del cuarto afio de vida (aunque los
sintomas pueden estar presentes antes)

No hay evidencia de deficiencia profunda de células T, definida como 2
de las siguientes (y Y4 afios de vida):

Numeros de CD4/microlitro:
2-6 afios < 300
6-12 afios < 250,
Y >12 afios < 200

% de CD4 naive:
2-6 afios < 25%
6-16 afios < 20%
>16 afios < 10%

Ausencia de proliferacion de células T




Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

Para la valoracion de la respuesta vacunal en la practica clinica habitual se realiza en primer
lugar un estudio serolégico basal con evaluacion de la presencia de titulos protectores frente a
la vacunas habituales. En caso de que no existan titulos protectores de anticuerpos, se procede

a la vacunacion del paciente con vacunas proteicas, polisacaridas y conjugadas.

Se considera que el paciente presenta una respuesta vacunal éptima si se produce un aumento
en los titulos de anticuerpos protectores del doble al cuadruple del valor basal previo y si estos
valores alcanzan el nivel minimo de proteccion, como se observa en la Figura 1 (Bonilla et al.,
2015; Orange et al., 2012).

Figura 1. Esquema para la realizacion e interpretacion del test de respuesta vacunal
para el diagnéstico de Inmunodeficiencia Comun Variable
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Sin embargo, la IUIS defini6 la IDCV como una inmunodeficiencia humoral caracterizada por la
disminucién de IgG e IgA y/o disminucion de IgM con fenotipos clinicos que pueden variar entre
infecciones recurrentes, linfoproliferacion policlonal, citopenias autoinmunes y enfermedad

granulomatosa (Tangye et al., 2020).

A diferencia de la clasificacion proporcionada por la ESID, la IUIS identifica este conjunto de
trastornos dentro del llamado “fenotipo IDCV” en 2022 (Bousfiha et al., 2022), discriminando
diferentes categorias diagnosticas dentro del fenotipo en funcién de las alteraciones

monogénicas identificadas hasta el momento.

Aquellos pacientes sin mutacion genética conocida se incluyen dentro del subgrupo “CVID sin

defecto genético especificado”, como se puede observar en la Figura 2.

Figura 2. Definicion y clasificacion de la Inmunodeficiencia Comun Variable
segun los criterios de la
International Union of Immunological Societies.
Extraido de Bousfiha et al., (2022)
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have glomerulonephritis.

CD81 deficiency*. CD81. Recurrent infections, may
have glomerulonephritis. Phenocopy of CD19
deficiency.

€D21 deficiency*. Recurrent infections. Low IgG,
impaired anti-pneumococcal response.

| —
TRNT1 deficiency. TRNT1. Congenital sideroblastic
anemia, deafness, developmental delay. B cell
deficiency and hypogammagl.

NFKB1 deficiency. NFKBI. AD. Recurrent sinopulmonary
infections, COPD, EBV proliferation, autoimmune cytopenias,
alopecia and autoimmune thyroiditis. Ig Nl or J, Bc J or NI,
{ memory Be.

NFKB2 deficiency. NFKB2. AD. Recurrent sinopulmonary
infections, alopecia and endorinopathies (ie, central adrenal
insufficiency). Low Bc.

CD20 deficiency**, CD20.Recurrent infections. Low IgG, NI or elevated IgM and IgA.

IKAROS haploinsufficiency. IKZF1. AD. Recurrent
| y infections; increased risk of ALL,

TACI deficiency. TNFRSF13B (TACI). AD or AR . Variable clinical expression and penetrance for monoallelic variants.

BAFF receptor deficiency*, TNFRSF13C (BAFF-R). Variable clinical expression. Low IgG and IgM.

TWEAK deficiency**. TWEAK (TNFSF12). AD. Pneumonia, bacterial infections, warts, thrombocytopenia. Neutropenia. Low IgM

and A, lack of anti-pneumococcal antibody.

IRF2BP2 deficiency™®*. IRF2BP2. Recurrent infections, possible autoimmunity and inflammatory disease. Hypogammaglobulenia,

absent IgA.

autoimmunity. Decreased pro-Bc, low or normal Be reducing
lavels with age.

—
ATP6AP1 deficiency. ATPGAPI. XL. Hepatopathy,
leukopenia, low copper. Variable Ig findings.

Mannosyl-oligosaccharide glucosidase deficiency
(MOGS)*. MOGS (GCs1). Low bacterial and viral infections
in comparison to the level of hypogammaglobulinemia,
severe neurologic disease, alse known as congenital
disorder of glycosylation type IIb (CDG-IIb).
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3.4. Epidemiologia

Las inmunodeficiencias humorales son las IDP mas frecuentes, afectando a un 30-70% de
aquellos pacientes con IDP con defectos especificos. Dentro de ellas, la IDCV es la IDP

sintomatica mas frecuente (Cunningham-Rundles et al., 2012).

Pese a ello, con una prevalencia estimada de 1:20.000 a 1:50.000 individuos (Seidel et al., 2019;
Weifenbach et al., 2020) se considera una enfermedad rara. Ademas, existe una gran disparidad

geografica en cuanto a su prevalencia.

Un registro del Jeffrey Modell Centers Network contabiliza un total de pacientes con IDCV de
6443 en América del Norte, 4279 en Europa, 657 en Australia, 459 en Asia y 156, en Africa
(Weifenbach et al., 2020; Yazdani et al., 2020). Una de las razones propuestas para explicar esta
diferencia regional es la disponibilidad de métodos diagndsticos y de registros nacionales e
internacionales presente en paises de mayor nivel socioeconémico y tecnoldgico (Weifenbach

2020), como se representa en la Figura 3.

Figura 3. Prevalencia de la Inmunodeficiencia Comun Variable en el mundo.
Extraido de Weifenbach et al., (2020).
Los datos se expresan en nimero de enfermos por cada 100.000 habitantes

[]=0s i to=2
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3.5. Fisiopatologia

3.5.1. Genética de la Inmunodeficiencia Comun Variable

Aunque hasta la fecha solo se han identificado mutaciones monogénicas que expliquen

aproximadamente el 20-30% de los casos de IDCV (Gereige et al., 2019; Peng et al., 2023), se

han descubierto més de 60 variantes de IDCV asociadas a mutaciones monogénicas en los

Gltimos 20 afos, que se ilustran de forma resumida en la Figura 4, extraida de Peng et al., (2023).

Gene count

Figura 4. Evolucion histérica de la identificacion de las variantes monogénicas asociadas a la
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Segun la funcién que desempefie la proteina a la que afecta cada mutacién, se desarrolla la

siguiente sintesis de las mutaciones monogénicas asociadas a la IDCV.

Las primeras formas monogénicas de IDCV identificadas presentaban mutaciones en
genes clave parala supervivencia, proliferacion, desarrollo, maduracion y funcion
de los linfocitos B, tales como proteinas coestimuladoras del receptor de células B
(CD19, MS4A1/CD20, CR2/CD21, y CD81) o aquellas que afectan a la superfamilia del
factor de necrosis tumoral alfa (TNFalfa) incluyendo tanto los ligandos (TNFSF13B,
TALL1/BAFF/BLYS, TNFSF13/APRIL, y TNFSF12/TWEAK) como el receptor (AFF-R,
TACI, y BCMA) (Bossen et al., 2006).
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Errores innatos del citoesqueleto de actina: los genes como CXCR4, RAC2,
ARHGEF1, TTC7A, y PSTPIP1, que codifican reguladores clave de la dinamica del
actina, han sido asociados a IDCV. Las alteraciones en estas vias pueden afectar a la
migracion de las células B y a la sefializacion intracelular, causando diferentes fenotipos
de IDCV (Hsu et al., 2019).

Sefializacidn lipidica: los defectos genéticos en las vias de sefializacion de PI3K y P14K
se han vinculado a la enfermedad, evidenciando la relevancia de la sefializacion de
mMTOR para la homeostasis inmunolégica. Las mutaciones en la via PI3K conllevan una
proliferacion incontrolada de linfocitos, acelerando la maduracion y senescencia de las

células T e impidiendo la maduracion de las células B (Elkaim et al., 2016).

Factores de transcripcion que median la diferenciacién y la comunicacion
intercelular: las mutaciones en los factores de transcripcion como IKZF1 (IKAROS) y la
familia NF-kB pueden afectar a la diferenciacién y funcion de las células B, que producen
manifestaciones clinicas encuadrables dentro de la IDCV. Estos factores de transcripcion
tienen un amplio impacto en la regulacién de genes de las células del Sl (Kuehn et al.,
2021; Fliegauf et al., 2015).

Errores congénitos del metabolismo: las mutaciones que causan trastornos
congeénitos de glicosilacion y trastornos mitocondriales pueden afectar a la capacidad de
las células B para sobrevivir y proliferar, y resultar en el cuadro clinico de la enfermedad.
Estos incluyen defectos en genes como MOGS, MAGT1, ATP6AP1, PGM3, y TRNT1
(Zhang et al., 2014).

Las mutaciones hipomorfas en genes relacionados con el desarrollo de las células
B, como la BTK (causante de la agammaglobulinemia ligada al X) pueden estar
asociadas a la IDCV. Esto se debe a una sefializacion residual del BCR que permite la
supervivencia de una pequefia poblacién de células B. Algunas mutaciones encontradas
en pacientes con IDCV también se identificar en genes asociados con los sindromes de
hiper-IgM debido a la falta de criterios de diagnéstico especificos. Ademas, se han

identificado mutaciones en la CD40LG ligada al cromosoma X (Yong et al., 2011).

También se han identificado genes relacionados con la disfuncién de las células Ty
la disregulacién inmunoldgica, subrayando la importancia de las células T efectoras

en la conformacién de los linfocitos B (Dieli-Crimi et al., 2018).

Defectos en laregulacion genética de la toleranciainmunoldgica: las mutaciones en
los genes AIRE, FOXP3 y STATS3, criticos para la regulacién de la tolerancia inmune,
pueden conducir a fenotipos similares a la IDCV debido a la disfuncién de células Ty B
(Hao H et al., 2021; Russell et al., 2017).
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- Dinamica de organulos de membrana: cabria destacar mutaciones en genes como
CTLA4 y LRBA afectan la dinamica de los organulos de membrana, alterando la

homeostasis celular y la regulacion inmune (Qureshi et al., 2011).

- Ciertas mutaciones en genes asociados con la inmunodeficiencia combinada
severa (IDCS) pueden resultar en formas variables de inmunodeficiencia, desde IDCS
clasica hasta la propia IDCV, a menudo asociando comorbilidades autoinmunes o
autoinflamatorias, como ADA, IL2RG y JAK3. Ademas, genes involucrados en la

reparacion del ADN también pueden contribuir a la patogénesis de IDCV como PMS2 o

MSH5 (Delmonte OM et al., 2018).

- Lasefalizacién de las células T es crucial en la IDCV, por lo que mutaciones en ICOS
y otros genes relacionados con la activacién y supervivencia de las células T pueden
causar defectos en la diferenciacion de células B y la respuesta humoral, asi como

inmunodeficiencia celular y autoinmunidad (Salzer et al., 2004).

- Errores innatos de la regulacion epigenética. Mutaciones en enzimas de
metilacion/desmetilacion de ADN e histonas pueden afectar la diferenciacién de células
By la expresion de genes de cambio de isotipo de inmunoglobulinas y mutacion somatica
(Li G et al., 2013).

- Viade laautoinflamacién: ciertas mutaciones en genes asociados con autoinflamacion
se han encontrado en pacientes con IDCV, como la ADA2, LUBAC, o PLCG2
contribuyendo a disfunciones de células B tanto a nivel intrinseco como extrinseco (Park
et al., 2013).

Ademas, otros mecanismos genéticos como la epistasis, donde la expresién de un gen esta
influenciada o modificada por la presencia o accién de otros genes variando el fenotipo final, o la
identificacién de loci de riesgo, parecen también tener un papel en la fisiopatologia de la IDCV
(Ameratunga et al, 2018). De igual manera, se esta comenzando a investigar el papel de las

variaciones somaticas en la enfermedad (Savola et al., 2020).

Considerando la variedad de fenotipos presentes y la posibilidad de un origen genético poligénico
u oligogénico en muchos casos, la secuenciacién del genoma completo puede convertirse en el
método preferido para el diagndstico clinico de inmunodeficiencias heterogéneas como la IDCV
(Peng et al., 2023).

Sin embargo, es posible que coexistan en su etiopatogenia factores epigenéticos y ambientales

con un rol importante en las manifestaciones de la enfermedad (Agarwal et al., 2019).
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3.5.2. Rol de lamicrobiotay la disbiosis en la etiopatogenia de la
Inmunodeficiencia Comun Variable

Dado que las mutaciones monogénicas representan una minoria de pacientes con IDCV como
se ha comentado previamente (Gereige et al., 2019; Peng et al., 2023), se cree que mdltiples
factores de riesgo genéticos y ambientales pueden interactuar para causar esta patologia
(Jorgensen et al., 2019; Berbers et al., 2017). Recientemente, varios estudios han comenzado a

investigar el perfil del microbioma en estos pacientes.

La microbiota constituye la comunidad de microorganismos simbi6ticos, incluyendo bacterias,
virus, hongos, arqueas y protozoos, que colonizan un nicho ecoldgico especifico. En el organismo
humano, la microbiota se distribuye en varios biotopos como el tracto gastrointestinal, la piel, la
cavidad oral, el tracto urinario y las vias respiratorias. Estos microorganismos, adquiridos
principalmente del entorno, han co-evolucionado con los mamiferos, resultando en comunidades
microbianas especializadas, presentando una relacién simbidtica que proporciona nutrientes a
los microorganismos y confiere al hospedador beneficios como metabolitos derivados de la
digestion bacteriana, proteccién contra patégenos y educacién del sistema inmune (Berg et al.,
2020).

La microbiota intestinal ha sido la mas estudiada hasta el momento y juega roles fundamentales
en procesos tan variables como la digestién, la sintesis de vitaminas, la defensa contra
patégenos, el desarrollo inmunoldgico y la modulacién de la funcion cerebral. La composicion de
la microbiota es dinamica y esta influenciada por factores como la dieta, el estilo de vida, la edad,
el sexo, la genética del huésped y el uso de medicamentos como los antibiéticos o los
inmunosupresores tan esenciales en el manejo clinico de los pacientes con IDCV (Thais et al.,
2016).

La disbiosis, o el desequilibrio en la composicién de la microbiota, se ha asociado con diversas
patologias, incluyendo enfermedades inflamatorias intestinales, obesidad, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades metabdlicas, trastornos neurol6gicos y cancer (Chen et al.,
2021). De hecho, se ha establecido una asociacién entre la presencia de ciertas bacterias y
diversas enfermedades, identificdndose determinadas especies bacterianas como
biomarcadores o patobiontes con relevancia en la etiopatogenia de enfermedades y, en algunos

casos, con utilidad diagndstica (Kim & Kim, 2016).

El avance en las técnicas de secuenciacion de ADN ha permitido una mayor comprensién de la
diversidad y funcion de la microbiota, abriendo nuevas vias terapéuticas, como los trasplantes
de microbiota fecal y la modulaciéon de la microbiota a través de probidticos y prebiéticos
personalizados (Gebrayel et al., 2022) sin necesidad de llevar a cabo un cultivo. El gen ARNr
16S, encargado de codificar la subunidad menor del ARN ribosémico de los procariotas, es el

mas utilizado para la identificacién bacteriana porque se distribuye universalmente entre todas
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las bacterias y es lo suficientemente pequefio como para ser secuenciado con facilidad. Este gen
puede amplificarse mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores
universales de amplio espectro (Hargreaves & Cohen, 2011). Esto permite medir pardmetros
como la diversidad alfa, que hace referencia a la diversidad biolégica dentro de un &rea o
ecosistema especifico, siendo una medida de la riqgueza (nUmero total de especies) y abundancia
(cantidad total de individuos de cada especie) en un nicho particular. Para expresar esta
diversidad alfa, existen algunos indices de medida, como el indice de Chaol, que estima la
rigueza de especies en base al nUmero total de especies estimado, considerando especies poco
observadas; o el indice de Shannon, que combina el nimero de especies y su abundancia en el
nicho. Un valor mayor en el indice de Shannon indica una comunidad bacteriana mas diversa y

equitativa en la abundancia de cada especie.

En los pacientes con IDCV, el deterioro de la inmunidad puede dar lugar a un aumento de la
traslocacion microbiana a través de la barrera intestinal, lo que podria provocar una activacion
inmunitaria sistémica persistente y la ruptura de la homeostasis inmunitaria, produciendo a su
vez una disregulacion inmunitaria local y sistémica responsable de las complicaciones no
infecciosas asociadas con la IDCV (Berbers et al., 2017; Jgrgensen et al., 2016). De hecho, el
grupo de Jgrgensen et al. (2016) detectd niveles elevados de lipopolisacérido sérico (LPS) y
otros marcadores de activacion inmunoldgica como el CD14 soluble y la IL-2 en pacientes con
IDCV, junto con una menor diversidad alfa y una mayor disbiosis en su microbiota
gastrointestinal. Cabe destacar que estos hallazgos fueron mas pronunciados en aquellos
pacientes con IDCV con complicaciones inflamatorias y autoinmunes que en aquellos pacientes

gue solo sufrieron complicaciones infecciosas (Jgrgensen et al., 2016).

Ademas, la microbiota pulmonar también esta siendo estudiada como una de las causas de la
disregulacion inmune local y de la linfoproliferacion que ocurre en otras enfermedades
autoinmunes sistémicas como la sarcoidosis o en las enfermedades pulmonares intersticiales
(EPI) (Ricci, 2021; Inaoka, 2019). Ademas, estudios recientes sugieren un posible vinculo
bidireccional entre la microbiota intestinal y la pulmonar, lo que se conoce como el eje intestino-
pulmén (Young, 2016; Varricchi, 2021). Varios estudios han documentado alteraciones en la
microbiota intestinal como consecuencia del aumento de mediadores inflamatorios bacterianos
en el contexto de infecciones respiratorias (Varicchi et al.,, 2021). A su vez, las infecciones
intestinales cronicas o recurrentes resultan en un aumento de la translocacién microbiana por el
dafio del epitelio intestinal (Hand et al., 2016; Huang et al., 2018). Sin embargo, no existen
estudios dedicados a analizar la microbiota respiratoria en la IDCV. Ademas, se han
documentado cambios en la microbiota orofaringea en pacientes con EPI y deficiencias primarias
de anticuerpos como la IDCV (Berbers et al., 2020), lo que refleja indirectamente cambios en la

microbiota pulmonar a través de la siembra bacteriana desde el tracto respiratorio inferior.
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A fecha de junio de 2023, los estudios realizados para investigar la microbiota en pacientes con
IDCV han proporcionado los siguientes hallazgos clave:

1. Diversidad de la microbiota: la diversidad alfa se encontré consistentemente disminuida
en los pacientes con IDCV en comparacién con los controles en varios estudios
(Jergensen et al., 2016; Fiedorova et al., 2019; Noltner et al., 2023). Esta disminucién en
la diversidad alfa se asoci6 con una alteracion en la composicion de la microbiota, y con
marcadores de inflamacion sistémica y lipopolisacaridos (LPS) revelando una
traslocacion de gramnegativos aumentada en los pacientes con IDCV (Jgrgensen et al.,
2016; Macpherson et al., 2020; Macpherson et al., 2023).

2. Distribucion de especies bacterianas: Unicamente dos estudios revelan datos
taxondmicos a nivel de especie de la composicion bacteriana de la microbiota en los
pacientes con IDCV (Shulzhenko et al., 2018; Noéltner et al. 2023). Por ejemplo,
Acinetobacter baumanii se identific6 como un posible patobionte en pacientes con IDCV
y enteropatia (Shulzhenko et al., 2018). Noltner et al., (2023) identificaron varios
patobiontes, incluyendo Bacteroides fragilis, Veillonella atypica, Neisseria perfava,
Haemophilus parainfuenzae y Escherichia no clasificada, asociados con niveles

disminuidos de IgA e IgM fecales y una diversidad microbiana reducida.

3. Niveles de inmunoglobulinas: los niveles de IgA e IgM han demostrado tener una relacion
significativa con la diversidad de la microbiota en pacientes con IDCV. En un estudio, se
encontré que los niveles bajos de IgA e IgM en las heces se asociaban con una
diversidad microbiana reducida y una disbiosis incrementada (Noltner et al., 2023).
Ademas, en pacientes con IDCV y enteropatia, se observo un nivel extremadamente bajo
de IgA en los tejidos duodenales (Shulzhenko et al., 2018). En el nicho oral, el estado de
IgA se asocié con una diversidad beta diferente y una mayor diversidad alfa en presencia
de enfermedad pulmonar radiografica mas grave (Berbers et al., 2020). Estos hallazgos
sugieren que los niveles de inmunoglobulinas, tanto a nivel sistémico como en mucosas,
pueden estar intrinsecamente vinculados a la composicion y diversidad de la microbiota

en los pacientes con IDCV.

4. Acidos grasos y triglicéridos: los individuos afectos de IDCV presentaron un perfil
desfavorable de 4cidos grasos, con reducciones en los &cidos grasos poliinsaturados n-
6 y el &cido linoleico, que se asociaron positivamente con la diversidad alfa
(Skarpengland et al., 2021). Ademas, se encontrd6 que los niveles plasmaticos de
triglicéridos y de VLDL, estaban asociados con inflamacién sistémica, LPS y disbiosis
intestinal en IDCV (Macpherson et al., 2023).

5. Dietay medicacion: las alteraciones en los &cidos grasos no parecian estar relacionadas

con la dieta o la enteropatia de IDCV (Skarpengland et al., 2021). Ademas, la
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antibioterapia con rifaximina disminuyd la diversidad alfa y los niveles de acidos grasos

poliinsaturados n-6 (Skarpengland et al., 2021).

Con todo ello, alin no existe evidencia sobre las diferencias del microbioma entre los pacientes
con IDCV y disinmunidad a nivel de especie. La realizacion de andlisis especificos sobre la
composicién de la microbiota en diferentes lugares y en los diversos fenotipos de IDCV es crucial

para entender la fisiopatologia de esta entidad.

3.6. Defectos celulares

En pacientes con IDCV, se han reportado defectos en el sistema inmunoldgico adaptativo e
innato, en particular valores anormales de células B y T. Aunque el defecto inmunolégico clasico
en IDCV son las anormalidades en las células plasméticas, no son infrecuentes las alteraciones

en otros subgrupos de células B, e incluso en linfocitos T (Yazdani et al., 2020).

3.6.1. Defectos en linfocitos B

El desarrollo de las células B implica pasos secuenciales de maduracion iniciados en la médula
O6sea y completados en érganos del Sl periférico. Existen una serie de procesos intermedios por
el que los linfocitos B inmaduros se convierten en linfocitos B de la zona marginal o linfocitos B
foliculares periféricos naive. En los centros germinales, las células B foliculares se diferencian
en células B de memoria con cambio de clase o switched, y células plasmaticas capaces de
producir anticuerpos, mientras que las células B de la zona marginal evolucionan a células B de
memoria capaces de producir IgM (Carsetti et al., 2005). Casi el 90% de los pacientes con IDCV
tienen recuentos normales de células B, lo que indica que el principal defecto probablemente

esté relacionado con alteraciones en las etapas terminales de su diferenciacion (Ahn et al., 2009).

Varios estudios han reportado una disminucion de las células B de memoria IgM (CD19+/CD27+),
de las células B de memoria con cambio de clase (CD19+/CD27+/IgD-/IgM-) y de las células
plasmaticas (Carsetti et al., 2005). Ademds, un subgrupo de pacientes manifiesta la expansién
de una subpoblacién de linfocitos B, los CD21low, que se distinguen de otros subconjuntos de
células B por su baja expresiéon simultdnea de CD21 y CD38 (Warnatz et al., 2009). Dicha
expansion se asocia con una abundancia de linfocitos T helper foliculares (CD4+ CXCR5+)
productores de IFN-y y con la disfunciéon inmunolégica en pacientes con IDCV (Unger et al.,
2018).

De hecho, en 2008 se realizd6 un consenso (EUROclass trial) en el que se establecid que
diferentes patrones en las subpoblaciones linfocitos B se correlacionaban con la presencia de

diferentes fenotipos clinicos o complicaciones no infecciosas: la caracterizacién fenotipica
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mediante citometria de flujo demostré que una reduccién severa de las células B de memoria
switched se asociaba a un mayor riesgo de esplenomegalia y enfermedad granulomatosa.
Asimismo, la expansion de las células B CD21low se asoci6 a la presencia de esplenomegalia
(Wehr et al., 2008).

3.6.2. Defectos en linfocitos T

Si bien es cierto que la deficiencia profunda de células T es un criterio de exclusion para el
diagnostico de IDCV (Seidel et al., 2019), algunos estudios indican una reduccion en células T
CD4+ totales, naive y de memoria, y un aumento en células T CD4+ activadas. Esta reduccién
puede deberse a una disminucién en la produccién timica y un aumento en la apoptosis

espontanea (Oraei et al., 2012).

A pesar de estas anomalias, el papel de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T helper en
la fisiopatogenia de la IDCV es controvertida. Algunos estudios sugieren una desviacion hacia
respuestas TH2, mientras que otros indican una respuesta excesiva de TH1 (Cunill et al., 2017;
Yazdani et al.,, 2020). Ademéas, se ha demostrado menor recuento de linfocitos TH17
(Ganjalikhani-Hakemi et al., 2014).

Por otra parte, los linfocitos T reguladores, importantes para la autotolerancia antigénica, no
parecen ser relevantes en su patogenia, aunque algunos estudios sugieren que pueden influir en
las manifestaciones inmunolégicas de la enfermedad. De igual modo, se han documentado
menores recuentos de linfocitos T CD8+ naive y de memoria efectora, junto a un aumento de los
linfocitos T CD8+ activados. También se ha reportado la expansién de linfocitos T yd, aunque se

necesitan mas estudios para confirmar este hallazgo (Pellerin et al., 2014; Yazdani et al., 2020).

3.7. Manifestaciones clinicas: hacia un cambio de paradigma

3.7.1. Complicaciones infecciosas

Debido a la disminucion de la produccion de los niveles de anticuerpos, las infecciones son las
manifestaciones clinicas mas tipicas y frecuentes de la IDCV, pudiendo ser graves y recurrentes,

y afectando principalmente a las vias respiratorias y gastrointestinales (Patuzzo et al., 2016).

Las infecciones respiratorias son la complicacién infecciosa mas frecuente en pacientes con
IDCV, contribuyendo significativamente a su morbimortalidad (Yazdani et al., 2017). Las
infecciones bacterianas del tracto respiratorio superior, como la sinusitis, la otitis media y las
bronquitis recidivantes, son altamente comunes entre los pacientes, afectando hasta al 50% de

los pacientes segun las series, y son uno de los signos de alarma fundamentales para sospechar
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la presencia de una inmunodeficiencia subyacente (Yazdani et al., 2020). Streptococcus
pneumoniae y Haemophilus influenzae son los dos agentes patégenos mas frecuentemente
aislados en estos casos. También se describe con relativa frecuencia la presencia de Moraxella
catarrhalis, Neisseria meningitidis, y especies de Staphylococcus como agentes etiologicos
(Hampson FA et al., 2012; Zainaldain et al., 2020).

Ademas, las infecciones de vias respiratorias inferiores, como las neumonias bacterianas asi
como infecciones por micobacterias, también pueden ocurrir, siendo Mycobacterium avium-
complex uno de los principales responsables. La neumonia por Pneumocystis jirovecii, una
infeccion oportunista grave, también puede presentarse en estos pacientes, si bien no es tan
frecuente ni caracteristica como en los pacientes con inmunosupresion celular (Oksenhendler et
al., 2008). Estos casos se han relacionado con el uso de terapia inmunosupresora, mas que con
la propia inmunodeficiencia humoral, y con aquellos subgrupos de pacientes con IDCV que
presentan ademas un recuento bajo de linfocitos CD4+. La sucesién de infecciones pulmonares
graves y de repeticion, puede conllevar el desarrollo de bronquiectasias y enfermedad pulmonar

intersticial (Ramzi et al., 2020).

Las infecciones gastrointestinales son otra manifestacion frecuente en pacientes con IDCV,
expresandose clinicamente como diarrea crénica o aguda. La giardiasis, causada por el protozoo
Giardia lamblia, es una infeccion parasitaria que puede cursar con diarrea crénica, distension
abdominal y pérdida de peso, y es el patdgeno mas comiunmente identificado, seguido por
Campylobacter jejuni y algunas especies de Salmonella, especialmente en aquellos IDCV que
muestran niveles indetectables de IgA sérica (Agarwal et al., 2013). Si bien la IgRT es capaz de
controlar y disminuir el nmero de infecciones de vias respiratorias altas y bajas, las IgRT no
mejoran de forma consistente los sintomas gastrointestinales. También es importante destacar
la infeccion por H. pylori, que, si bien no presenta una prevalencia superior respecto a la
formacion general en este grupo de pacientes, su asociacién con la displasia gastrica y

finalmente, el cancer gastrico, obliga a su screening precoz (Yazdani et al., 2020).

Las infecciones flingicas son menos frecuentes y caracteristicas que las previamente descritas,
y en caso de aparecer, pueden variar desde candidiasis orales hasta infecciones mortales graves
por Aspergillus spp. Estos Ultimos casos se suelen relacionar con fenotipos mas graves de IDCV

que ademas asocian defectos en la inmunidad celular (Antachopoulos et al., 2007).

Si bien las infecciones bacterianas son mas frecuentes que las infecciones virales, estas también
son destacables. Los virus que cominmente causan las infecciones de vias respiratorias superior
e inferior incluyen el virus respiratorio sincitial (VRS), los virus de la gripe y el rinovirus
(Kainulainen et al., 2010).Entre los virus que pueden causar infecciones gastrointestinales se
incluyen los rotavirus y los norovirus, siendo estos Ultimos, a menudo, muy dificiles de erradicar

pese a la optimizacion de la IgRT y de los antivirales (Woodward et al., 2017).
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Ademas, tanto el CMV como el VEB pueden afectar a los pacientes con IDCV especialmente
aquellos con fenotipo clinico mas grave o con defectos en el nimero o funcion de las células T o
una disfuncion en la respuesta inmune innata. Las infecciones por VEB en estos pacientes
pueden ser dificiles de controlar y se han relacionado con la aparicion de linfoproliferacion y
neoplasias (Costagliola et al., 2021).

En la Tabla 4 se representa la prevalencia agrupada de diferentes infecciones segun los
resultados de un metaanalisis amplio incluyendo series de pacientes hasta el afio 2020
(Zainaldain et al., 2020).

Tabla 4. Prevalencia agrupada de diversas infecciones entre los pacientes con
Inmunodeficiencia Comun Variable.
Adaptado de Zainaldain et al., (2020)
NUumero | Suma del tamafio de Rango de
Infecciones de la muestra, sumade | prevalencias entre
estudios casos positivos los estudios

Neumonia 58 3937, 2294 19.1-100
Infecciones de via aérea

superior 20 1477, 978 12.0-100
Sinusitis 44 2187, 1339 6.3-100
Otitis media 32 1471, 628 10.0-100
Infeccion bacteriana 19 950, 274 5.3-100
Amigdalitis 4 507, 49 5.0-100
Infeccién gastrointestinal 26 1635, 409 0-87.5
Infeccion viral 26 1837, 472 1.6-100
Infeccién parasitaria 22 1344, 163 1.9-87.0
Faringitis 4 598, 101 7.2-32.0
Infeccién cutanea 17 938, 178 2.5-36.4
Absceso 11 1084, 91 1.6-100
Conjuntivitis 13 975, 154 9.1-36.0
Infeccion del SNC 25 3141, 192 1.3-100
Sepsis 14 1632, 128 1.2-22.2
Candidiasis 12 1367, 125 0.8-42.9
Hepatitis C 14 1870, 108 1.2-34.9
Artritis séptica 9 908, 44 0.8-24.0
Infeccion fangica 11 1458, 51 1.1-46.9
Osteomielitis 7 900, 22 0.8-12.0

35 INTRODUCCION




Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

3.7.2. Complicaciones no infecciosas

Un total del 30-50% de los pacientes con IDCV presentan manifestaciones no infecciosas,
incluyendo complicaciones autoinmunes, gastrointestinales, pulmonares, linfoproliferativas y
malignas, que contribuyen fuertemente a la morbilidad y mortalidad (Chapel et al., 2008; Resnick

et al., 2012). A continuacion, se detallan estos fenotipos clinicos.

3.7.2.1. Disinmunidad y autoinmunidad

Las enfermedades autoinmunes ocurren en el 20-30% de los pacientes con IDCV. Las
citopenias autoinmunes, y en particular la purpura trombocitopénica inmune (PTI), la
anemia hemolitica autoinmune (AHAI), y el sindrome de Evans (Odnoletkova et al., 2018;
Cunningham-Rundles et al., 2011), son las mas cominmente descritas, aunque también
se han objetivado enfermedades autoinmunes sistémicas y especificas de 6rganos y
sistémicas. Estas patologias pueden ser la primera manifestacion de la propia IDCV sin

gue exista una historia tipica de infecciones (Chapel H et al., 2012).

En cuanto a las enfermedades autoinmunes sistémicas, en un estudio de 870 pacientes
con IDCYV del registro de la Red de Inmunodeficiencia de Estados Unidos (USIDNET), se
encontrd que el 5% tenian una enfermedad reumatolégica (Gutierrez et al., 2018), siendo
la artritis inflamatoria la mas documentada, en un 3% de los pacientes. También se han
descrito casos lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad de Sjogren, enfermedad de
Behcet, y psoriasis (Resnick et al., 2012; Gutierrez et al., 2018; Abolhassani et al., 2013).

Entre las enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas, en un registro de la ESID de
2700 pacientes con IDCV, el hipotiroidismo fue el mas prevalente con un 3,5%, seguido

por alopecia areata, vitiligo, y diabetes mellitus tipo | (Odnoletkova et al., 2018).

Diversos estudios sugieren que la patogénesis de la enfermedad autoinmune en la IDCV
muestra un trasfondo genético e inmunolégico. La disfuncién de las células T es un factor
contribuyente en el desarrollo de la autoinmunidad en la IDCV (Azizi et al., 2016). En
pacientes con IDCV y autoinmunidad se ha observado un fenotipo de células T
hiperactivadas (Warnatz et al., 2012), un nimero disminuido y alteracién de la funcion de
las células Tregs (Genre et al., 2009), y un aumento en las células LThl, LThl17 y LTh
foliculares (Cunningham-Rundles et al., 2011). Ademas, la autoinmunidad puede ser
causada no s6lo por una alteracion en la tolerancia a los autoantigenos, sino también por
la incapacidad de los pacientes con IDCV para erradicar completamente los antigenos
microbianos, resultando en respuestas inflamatorias compensatorias, a menudo

exageradas y crénicas (Amaya-Uribe et al., 2019). En cuanto al trasfondo genético, se han
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documentado numerosos genes implicados en la linfoproliferacion y la autoinmunidad en
los pacientes con IDCV, como, por ejemplo, la mutacion TNFRSF13B (que codifica para
el factor activador de las células B (BAFF) y el receptor APRIL, TACI) o el déficit de NF-
kB1y NF-kB2, entre otros (ver apartado de genética) (Peng et al., 2023).

A continuaciéon, se resume la prevalencia de las manifestaciones autoinmunes y

disinmunes de la IDCV segun el metanalisis de Janssen et al., (2021) (Tabla 5).

Tabla 5. Prevalencia de diferentes patologias autoinmunes en la
Inmunodeficiencia Comun Variable en 8521 pacientes de 51 estudios.
Adaptado del metaanalisis de Janssen et al., (2021)
D S
Anemia hemolitica autoinmune 6 (4-8)
Artritis reumatoide 3 (2-4)
Artritis seronegativa 4 (2-7)
Autoinmunidad 27 (22-32)
Celiaquia 3 (2-4)
Citopenias autoinmunes 13 (10-17)
Enfermedad inflamatoria intestinal 6 (10-16)
Enfermedad tiroidea 9 (4-16)
Granulomatosis 12 (9-16)
Lupus eritematoso sistémico 1(1-2)
Neutropenia autoinmune 4 (2-6)
Purpura trombocitopénica idiopatica 10 (7-14)
Sindrome de Sjogren 3 (1-6)
Tiroiditis autoinmune 4 (2-6)
Vitiligo 5 (3-8)

3.7.2.2. Linfoproliferacién benigna

El 8-20% de los pacientes con IDCV pueden presentar linfoproliferacion benigna en
diferentes érganos, segun las series (Ho HE et al., 2020; Chapel et al., 2008; Farmer et
al., 2017). El desencadenante de este trastorno en IDCV sigue siendo desconocido. El
hecho de que la aparicion de enfermedad granulomatosa y la linfoproliferacién benigna se
relacione con un aumento de la incidencia de enfermedades autoinmunes en pacientes

con IDCV sugiere que la etiopatogenia esta relacionada con una disfuncién inmunolégica
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que favorece la formacién de granulomas y la linfoproliferacién benigna (Ardeniz et al.,
2009). Ademas, se han sugerido diversos desencadenantes infecciosos, relacionado el
virus herpes 8 y el Toxoplasma gondii con la formacion de granulomas en la IDCV (Wheat
et al., 2005; Mrusek et al., 2004). Sin embargo, los estudios sobre la etiopatogenia de la
linfoproliferacion benigna son limitados y se requiere mas investigacién para comprender

mejor la patogénesis de la enfermedad granulomatosa en IDCV.

Esta patologia granulomatosa afecta principalmente a los pulmones, seguidos por los
ganglios linfaticos y el higado (Ho HE et al., 2020; Janssen et al., 2021). La enfermedad
granulomatosa a nivel pulmonar puede ir acompafiada de infiltrados linfociticos
intersticiales, a lo que se denomina enfermedad pulmonar intersticial linfocitica
granulomatosa (EPIGL) (ver siguiente epigrafe). Sin embargo, en mas de un 50% de los
pacientes se documenta enfermedad granulomatosa extrapulmonar, afectando también a
ganglios linféticos, higado, bazo, tracto gastrointestinal (tracto Gl), médula 6sea (MO), piel,
ojos, sistema nervioso central (SNC), glandula parétida y rifiones (Ho HE et al., 2020;
Janssen et al.,, 2021; van Stigt AC et al., 2020). El tratamiento de la linfoproliferacion
benigna es muy heterogéneo y la evidencia es considerablemente limitada. Las terapias
mas utilizadas varian desde agentes inmunosupresores clasicos, incluyendo
corticoesteroides, y farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad (FAMES),

hasta biolégicos mas especificos como el rituximab (Boursiquot et al., 2013).

3.7.2.3. Enfermedad pulmonar intersticial y Enfermedad Pulmonar
Intersticial Granulomatosa Linfocitica

La EPI es una complicacién no infecciosa caracteristica de algunos pacientes con IDCV
asociada a fenotipos clinicos complejos y mayor morbimortalidad. Con una prevalencia
variable entre el 30-50% (Ho y Cunningham-Rundles et al., 2020), presenta una histologia
heterogénea, observandose frecuentemente patrones mixtos en una Unica biopsia,
incluyendo inflamacion granulomatosa no necrotizante, neumonitis intersticial linfoide,
hiperplasia linfoide, bronquiolitis folicular, neumonia organizada, y fibrosis intersticial (Rao
et al., 2015; Dhalla et al., 2020). El término EPIGL o GLILD por sus siglas inglés, acuiiado
para describir los hallazgos histopatologicos en los pulmones de pacientes con IDVC con
o0 sin granulomas multisistémicos, es algo controvertido ya que los granulomas pulmonares
no siempre estan presentes en la histologia y la naturaleza de los linfocitos infiltrantes es
variable, por lo que algunos autores proponen englobar las manifestaciones
parenquimatosas pulmonares no infecciosas como EPI asociada a la IDCV o IDCV-EPI
(Dhalla et al., 2020).
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La EPIGL, con una prevalencia entre el 10-30% de los pacientes, constituye el gran
paradigma de la disinmunidad en la IDCV, pues se trata de una hiperproliferacion linfocitica
pulmonar que se asocia a fenébmenos autoinmunes, mayor frecuencia de enteropatia y
malabsorcion, y al posterior desarrollo de neoplasias de origen linfocitario, identificandose

asi los cinco fenotipos clinicos establecidos por Chapel et al (2008).

La EPIGL ha sido definida, tras el consenso Delphi de la British Lung Foundation y la
United Kingdom Primary Immunodeficiency Network, como “una enfermedad intersticial
pulmonar distinta con infiltrado linfocitico y/o granulomas en el pulmoén, y en la que se han
considerado y excluido otras condiciones en la medida de lo posible” (Hurst et al., 2017).
De hecho, estd asociada a mayor morbimortalidad en pacientes con IDCV con
comorbilidades no infecciosas, debido a la falta de herramientas que faciliten su sospecha
y diagnoéstico tempranos con manifestaciones clinicas inespecificas, asi como a

estrategias terapéuticas mal definidas (Resnick et al, 2012).

El diagnéstico de EPIGL se basa en hallazgos clinicos, radiolégicos e histopatoldgicos, y
debe diferenciarse de otras causas de enfermedad pulmonar en IDCV, tales como
infecciones y neoplasias. Por ello, la tomografia computerizada (TC) de alta resolucion
(TCAR) es la modalidad de imagen preferida. Los hallazgos radiolégicos en el TCAR se
observan principalmente en el tercio medio e inferior pulmonar, e incluyen la presencia de
micronddulos difusos, engrosamiento septal interlobar, asociacién con discretas
bronquiectasias, y adenopatias, asi como patron en vidrio deslustrado. Recientemente, se
han disefiado varios sistemas de puntuacion radiol6gica para los TCs con el fin de evaluar
el grado de lesién pulmonar e incluso diagnosticar y clasificar a los pacientes con EPIGL
(Meerburg et al., 2020; Schiitz et al., 2019). Sin embargo, el diagnostico definitivo requiere
de una evaluacion radioldgica e histopatoldgica del pulmén, principalmente a través de
técnicas como la biopsia transbronquial, la criobiopsia o la biopsia por videotoracoscopia

asistida (VATS), que conllevan asimismo una importante morbilidad (Lamers et al., 2021).

Algunos autores han demostrado una asociacion significativa entre la EPIGL y otros
fendbmenos de disinmunidad como la parpura trombocitopénica inmunolégica (PTI), la
anemia hemolitica autoinmune (AHAI) y la hiperplasia linfatica del bazo, higado y
linfadenopatias (Cinetto et al., 2021). Del mismo modo, se ha relacionado la PTl y la AHAI
con el desarrollo de granulomas en cualquier tejido, por lo que la EPIGL podria no
considerarse exclusivamente como una forma localizada de linfoproliferaciéon (Rao et al.,
2015) (Figura 5). En este sentido, y para evitar la comorbilidad que supone la realizacion
de una biopsia pulmonar, se han desarrollado modelos predictivos que pretenden predecir
el riesgo de desarrollo de EPIGL para un diagnéstico y tratamiento mas precoces en base

a hallazgos clinicos (Hartono et al., 2017; Manina et al., 2016).
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Figura 5. Biomarcadores analiticos y clinicos de la
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica

Biomarcadores analiticos

Elevacion de IgM

Deficiencia marcadade IgA
Episodios de trombocitopenia (PTI)
Anemia hemolitica autoinmune

Caracteristicas clinicas

Esplenomegalia
Linfadenopatia

Hepatitis granulomatosa
CelulaB

CD21low B (>10% de células B) Enteropatia
CélulaT

Disminucion TCD4 naive
Disminucion Treg

Poliartritis

Granulomas en otros lugares

En cuanto al tratamiento, el manejo de la EPIGL implica principalmente el uso de terapias
inmunomoduladoras y/o inmunosupresoras, aunque las pautas terapéuticas no estan bien
establecidas. Los corticosteroides han sido la piedra angular del tratamiento, consiguiendo
inducir la remisién en un 67% de los casos (Lamers et al., 2017), a menudo en combinacion
con agentes como la azatioprina o el micofenolato con una elevada heterogeneidad en los
resultados (Lamers et al., 2017; Jolles et al., 2021). También se han reportado
experiencias aisladas positivas con el uso de otros inmunosupresores convencionales
como la ciclofosfamida, el metotrexate o el sirolimus (Boursiquot et al., 2013).
Recientemente, se ha constatado mejoria radioldgica y espirométrica con el uso de
rituximab, si bien se ha documentado una recurrencia en torno al 30% al afio de
tratamiento (Lamers et al., 2021). El uso de rituximab y azatioprina ha demostrado una
mejoria sostenida de al menos 4 afios, con una tasa de recaidas del 25% a los 3 afos
(Lamers et al., 2021). Sin embargo, estas terapias presentan una tasa alta de efectos
secundarios, especialmente de complicaciones infecciosas derivadas de Ia

inmunosupresiéon (Ramzi et al., 2020).

La realizacion de un exoma clinico que permita identificar mutaciones monogénicas con
tratamiento dirigido es esencial en estos pacientes. El uso de abatacept ha demostrado
ser eficaz en casos aislados de pacientes con déficit de LRBA y haploinsuficiencia CTLA-
4 (Lo B et al., 2015). El trasplante de progenitores hepatopoyéticos constituye una opcion
terapéutica en casos con IDCV y EPIGL de elevada complejidad, con eficacia variable
(Lamers et al., 2021).
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3.7.2.4. Enteropatia

La prevalencia de enteropatia en pacientes con IDCV oscila entre 9-34%. El principal
desafio radica en la falta de una definicién universal de la enteropatia de IDCV, que
complica la investigacion y comparacion de estudios. La diarrea es el sintoma mas comun
en estos pacientes, con variaciones de prevalencia debido a diferencias en los disefios de
estudio (Andersen et al. 2022).

La gastritis cronica se presenta en el 3-20% de los pacientes con IDCV. Aunque se ha
asociado la infeccién por H. pylori, algunos estudios sugieren que otros factores pueden
contribuir a su desarrollo, como la disregulacién inmune y su papel en la aparicion de
gastritis cronica atrofica tipo anemia perniciosa. Asimismo, los pacientes con IDCV
presentan una mayor incidencia de cancer de estdbmago asociada con la presencia de

gastritis atréfica y metaplasia intestinal (Jorgensen et al., 2016).

El hallazgo histolégico mas comun en el tracto gastrointestinal superior de pacientes con
IDCV es similar a la enfermedad celiaca, incluyendo la infiltracion de células
mononucleares y el aumento de linfocitos intraepiteliales, aunque en menor nimero y
menor atrofia de las vellosidades y con ausencia de células plasmaticas (Malamut et al.,
2010; Agarwal et al., 2013) y con una asociacién limitada con los perfiles de HLA
relacionados con la celiaquia (DQ2-DQ8) (Venhoff et al., 2013). Por otra parte, la
inflamacion gastrointestinal baja en la IDCV es muy heterogénea, con hallazgos
histolégicos que van desde patrones similares a la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell),
con una prevalencia del 2-14%, hasta colitis linfocitica/colagena en el 10-26% y afecciones
parecidas al EICH (Biagi et al., 2012). La enfermedad granulomatosa, que puede afectar
el tracto Gl y el higado, ocurre en el 8-22% de los pacientes con IDCV (Boursiquot et al.,
2013).

Existe un subgrupo de pacientes con IDCV que desarrolla una enteropatia crénica grave,
presentando pérdida de peso, malnutricion proteica y en algunos casos precisando
nutricibn parenteral prolongada. Ademés, muestran un aumento de linfocitos
intraepiteliales, positividad para norovirus y considerables pérdidas digestivas de IgG con
descenso de niveles plasméticos. Actualmente, este subgrupo de pacientes se clasifica
como “Enteropatia grave” distinguiéndose de aquellos pacientes con diarrea
intermitente/cronica sin pérdida de peso o malnutricién, que se englobarian dentro de la

“enteropatia no grave asociada a la IDCV” (Jorgensen et al, 2022).
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3.7.2.5. Malignidad

Los pacientes con IDCV tienen un riesgo significativamente mayor de padecer tanto
neoplasias hematol6gicas como soélidas, con una prevalencia de aproximadamente el 10%
(variando desde el 1,5% hasta el 20,7% segun la serie) (Resnick et al., 2012; Kiaee et al.,
2019; Quinti et al., 2019; Cunningham-Rundles y Bodian et al., 1999; Abolhassani et al.,
2012; Tak Manesh et al., 2017).

Los linfomas constituyen el tipo de neoplasia mas frecuentemente observada en pacientes
con IDCV. De ellos, linfoma no Hodgkin (LNH) es el tipo de cancer mas frecuente, seguido
por tumores epiteliales de estbmago, mama, pulmon, vejiga y cuello uterino, asi como los
tumores cutaneos. Entre ellos, el adenocarcinoma gastrico es el cancer mas prevalente
(Piquer et al., 2015; Resnick et al., 2012; Kiaee et al.,, 2019; Quinti et al., 2019;
Cunningham-Rundles y Bodian et al., 1999; Abolhassani et al., 2012; Tak Manesh et al.,
2017; Lépez-Rocha et al., 2015; Dhalla et al., 2015). Tras la mejora en el control de la
patologia infecciosa, y su consecuente aumento en la supervivencia, la incidencia
acumulada de neoplasias en pacientes IDCV estd aumentando progresivamente
(Pulvirenti et al., 2018).

Segun un estudio realizado por la Sociedad de Australasia de Inmunologia Clinica y
Alergia (ASCIA), se encontré un incremento significativo en el riesgo de ciertas neoplasias
en los pacientes con IDCV en comparacién con la poblaciéon general. Los aumentos se
identificaron de la siguiente manera: un riesgo 12 veces mayor para linfoma no Hodgkin,
7 veces mayor para cancer gastrico, 2,49 veces mayor para leucemia, 2,24 veces mayor
para cancer de mama y, de manera sorprendente, un riesgo 146 veces mayor para cancer
de timo (Vajdic et al., 2010).

3.8. Tratamiento

3.8.1. Terapia de reemplazo de inmunoglobulinas

La terapia de remplazo con inmunoglobulinas (IgRT) se utiliza desde los afios 50 como terapia
sustitutiva en las inmunodeficiencias primarias. De acuerdo con la Agencia Europea del
Medicamento (EMA por su siglas en inglés, European Medicines Agency), la IgRT esta indicada
para la terapia de reposicion en IDP con alteracién en la produccion de anticuerpos y en
pacientes con inmunodeficiencias secundarias que padecen infecciones graves o recurrentes,
en los que el tratamiento antibidtico es ineficaz, y que asocian, o insuficiencia de anticuerpos

especificos demostrada tras la vacunacion, o un nivel de IgG <400mg/dL. Por ello, el tratamiento
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con Ig constituye el gold standard en el manejo de los pacientes con IDCV, previniendo
eficazmente el desarrollo de infecciones graves y recurrentes (Lucas et al., 2010; Perez et al.,
2017).

La IgRT ejerce su mecanismo de accién a través de dos vias principales. Por un lado, presentan
actividad antigeno-especifica mediante mecanismos de opsonizacion, neutralizacion de
patégenos y activacion del complemento. Por otro lado, poseen actividad inmunomoduladora y
antiinfecciosa, incluyendo la modulacidn de receptores celulares y sistema de complemento,
neutralizacién de autoanticuerpos patégenos, regulacion de la produccion de autoanticuerpos,
apoptosis, o produccién de citoquinas (Lucas et al., 2010; Perez et al., 2017). Pese a ello, las Ig
no tienen efecto en la prevencién del desarrollo de neoplasias en los pacientes con IDCV y
tampoco son capaces de controlar la linfoproliferacion, la enteropatia, o el desarrollo de patologia
autoinmune o autoinflamatoria mas alla de las dosis terapéuticas en crisis de citopenias inmunes,
siendo necesario el uso de otros tratamientos como los inmunosupresores (Lamers et al., 2017;
Jolles et al., 2021; Varricchi et al., 2021).

Las Ig pueden administrarse esencialmente de dos formas: por via intravenosa (IglV), o por via
subcutanea (IgSc) (Bonilla et al., 2008). La via intramuscular ha quedado en desuso. La IglV se
administra con menor frecuencia (cada 3-4 semanas), requiere mayor volumen y tiempo de
infusién, y es una via éptima para el tratamiento con altas dosis. Sin embargo, presenta
fluctuaciones del nivel de IgG en suero, requiere personal sanitario capacitado para su
administracion en el hospital y conlleva un coste global mas elevado. En contraste, la IgSc se
administra con mas frecuencia (cada 1-4 semanas), requiere menor volumen y tiempo de infusion
y proporciona una mayor estabilidad en los niveles de IgG. La formacion para la
autoadministracion en domicilio ofrece mayor flexibilidad e independencia al paciente, mejorando
su calidad de vida. Si bien puede haber reacciones en el punto de infusion, suelen ser leves y
disminuir con el tiempo; a diferencia de las IglV, con efectos adversos mas frecuentes,
especialmente en las primeras infusiones, y pudiendo presentar caracter sistémico (fiebre,
artromialgias, lumbalgia, cefalea e incluso, anafilaxia). Estas caracteristicas diferenciales entre

ambos preparados aparecen detalladas en la Tabla 6 (Jolles et al., 2011; Koleba et al., 2006)

El uso de IgSc ha aumentado significativamente durante la Gltima década debido a su eficacia
similar a la IglV, pero con menos efectos adversos sistémicos. Ademas, al mantener unos niveles
de IgG mas estables en el tiempo, carece del efecto “wear off”: una disminucion gradual de los
niveles de inmunoglobulinas en sangre hacia el final del ciclo de infusion que aumenta la
susceptibilidad a las infecciones y los sintomas relacionados con la enfermedad. En cambio, con
el tratamiento con Iglv, hay un rapido aumento en los niveles de IgG después de la
administracion, seguido de una caida gradual antes de la proxima infusién, como puede
objetivarse en la Figura 6 (Ochs et al., 2006).



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

Actualmente existen dos preparados de IgSc: uno al 20% que se administra cada 1-2 semanas,
y otro al 10% facilitado con hialuronidasa (IgScf) que se administra cada 3-4 semanas y que
admite un mayor volumen que las IgSc convencionales con menor reaccion en el punto de
infusion (Ponsford et al., 2015).

En la Figura 7, se representan, de forma ilustrativa, los esquemas de tratamiento utilizados en
la practica clinica segun el Protocolo de Uso de gammaglobulinas en pacientes con IDP de la

Unidad de Referencia de Inmunodeficiencias Primarias a la que pertenece la autora, para el inicio

y mantenimiento de las diferentes vias de administracion de la IgRT.

Frecuencia de infusion

Volumen

Tiempo de infusion

Terapia de alta dosis

Determinacion niveles IgG

Farmacocinética

Lugar de la infusion

Reaccion en el punto de
infusion

Reacciones sistémicas

Satisfaccion del paciente

Coste farmacoeconémico

Menos frecuente: cada 3 0 4
semanas.

Mayor

2 a 6 horas

Posible

Valle de IgG, extraido al final del
ciclo de infusibn de 3a 4
semanas

Aumento rapido del nivel sérico
de IgG al inicio.

Fluctuacion del nivel de IgG en
suero.

Efecto “wear off” los dias de
niveles valle.

Hospital — requiere personal
médico capacitado

Poco comun

Frecuentes, especialmente
durante las primeras infusiones

Preferido por pacientes que no
desean auto-administracion

Mayor (producto, suministros
intravenosos, gastos de
enfermeria)

Tabla 6. Comparacion clinica de las caracteristicas de las
inmunoglobulinas intravenosas y subcutaneas

Mas frecuente: cada 1-4
semanas.

Menor

30-120 minutos

Limitado por el volumen
tolerado (ideal para
pacientes con IC 0 ERC)

Situacién estable de IgG, se
puede extraer en cualquier
momento

Mayor estabilidad en los
niveles valle.

No efecto “wear off”

Domicilio — requiere formar
al paciente

Es comun, pero no grave y
tiende a disminuir con el
tiempo: hinchazon, eritema,
picazon durante algunas
horas a algunos dias

Poco comun

Mejor calidad de vida
(flexibilidad, independencia,
portabilidad)

Menor (producto, fungible de
infusién, bomba)

IC: insuficiencia cardiaca; ERC: enfermedad renal crénica
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Figura 6. Cinética en plasma de las inmunoglobulinas endovenosas (curva rosa)
respecto a la cinética de las inmunoglobulinas subcuténeas (curva azul).
Extraido de Ochs et al., (2006)
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Figura 7. Protocolo de inicio y mantenimiento de la terapia con
inmunoglobulinas intravenosas y subcutaneas convencionales o facilitadas
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3.8.2. Tratamiento de la disregulacién inmune: la paradoja de la
Inmunodeficiencia Comun Variable

Desde la introduccién de la IgRT, el perfil de paciente con IDCV ha sufrido un cambio de
paradigma, y las manifestaciones autoinmunes y disinmunes de la enfermedad suponen
actualmente la principal causa de morbimortalidad y un gran reto terapéutico (Resnick et al.,
2012; Orange et al., 2010).

El tratamiento sustitutivo no modifica ni el curso ni la evolucion de estas complicaciones, y ante
la notable ausencia de evidencias y de dianas terapéuticas especificas, en ocasiones se requiere
el uso de tratamiento inmunosupresor en este subgrupo de pacientes ya de por si

inmunosuprimidos (Perez et al., 2017; Agarwal et al., 2019; Gathmann et al., 2014)

Las enfermedades autoinmunes sistémicas asociadas a la IDCV se tratan, en general, de la
misma manera que aquellas que aparecen en pacientes sin IDCV, utilizando con mayor
frecuencia farmacos como los corticosteroides o tratamientos inmunosupresores como la
azatioprina, el metotrexato, el micofenolato o la ciclofosfamida, asi como tratamientos biolégicos
frente al factor de necrosis tumoral alfa o frente al receptor CD20 como el rituximab, entre otros
(Chase et al., 2013; Malbran et al., 2010; Franxman et al., 2014; Pecoraro A., 2019). Por ello, el
tratamiento de esta disinmunidad es altamente complejo por el riesgo aumentado de infecciones
o de desarrollo de neoplasias, que ya de por si estan intrinsecamente relacionados con la propia
fisiopatologia de la IDCV (Agarwal et al., 2019).

La enteropatia asociada a la IDCV constituye otro desafio terapéutico, debido a la ausencia de
respuesta a las terapias habituales utilizadas para el tratamiento de la Ell y desarrollando
finalmente atrofia vellositaria avanzada y cuadros graves de malabsorcién de elevada
morbimortalidad (Andersen et al., 2022). Se han utilizado pautas de tratamiento a dosis bajas de
corticoides sistémicos, antibioterapia para eliminar el posible sobrecrecimiento bacteriano
asociado, budesonida oral y otros inmunosupresores como los 5-aminosalicilatos o la
azatioprina, asi como inhibidores de TNF, IL-12, IL-23 e integrinas, con efectividad variable y alta

tasa de efectos adversos (Agarwal et al., 2009; Uzzan et al, 2016; Boland et al, 2017).

La secuenciacién de ultima generacion (Next Generation Sequencing, o NGS), particularmente
el analisis del exoma clinico, se esta convirtiendo en una herramienta esencial para la
identificacién de mutaciones patogénicas en la IDCV, guiando el manejo terapéutico (Peng et al.,
2023). Por ejemplo, la identificacién de mutaciones en los genes PIK3CD y PIK3R1 que causan
el sindrome de activacion de fosfoinositida 3-quinasa delta (APDS) ha permitido la aplicacion de

terapias dirigidas con inhibidores de PI3K3, como el leniolisib (Rao VK et al., 2023).

Del mismo modo, para pacientes con defectos en CTLA-4 que manifiestan sintomas similares a
la IDCV, el abatacept, que imita a CTLA-4, ha demostrado ser beneficioso (Lo B et al., 2015).
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Este enfoque ofrece un diagnostico preciso y facilita la personalizacion del tratamiento,
optimizando el manejo del paciente y disminuyendo los efectos secundarios asociados con el

uso de tratamientos méas generales como los inmunosupresores.

3.9. Prondéstico

La IDCV se ha caracterizado histéricamente por mayor susceptibilidad a infecciones recurrentes,
qgue suponian el principal determinante pronéstico. Sin embargo, gracias a la IgRT, las
complicaciones no infecciosas, como los trastornos autoinmunes, la linfoproliferacion benigna y
el cancer, han emergido en la actualidad como las comorbilidades con mayor impacto pronéstico
(Figura 8) (Gathmann et al., 2014). Estos fenémenos de disfuncién inmune pueden afectar hasta
el 70% de los pacientes (Orange et al., 2010; Resnick et al., 2012) y conllevan un riesgo de
muerte hasta 11 veces mayor, ya que la IgRT no cambia su curso evolutivo (Resnick et al., 2012;
Fisher et al., 2018).

Ademas, la edad de inicio y la edad de diagnéstico se asocian significativamente con la
supervivencia del paciente. Un aumento de un afio en la edad de diagnéstico esta asociado con
un aumento del 4,5% en el riesgo de muerte, que ya es del 3% en el momento del debut de la
enfermedad (Gathmann et al., 2014). Un mayor retraso diagnéstico también se asocia con un
mayor riesgo de muerte, y la presencia de linfoma y tumores solidos aumenta ain mas este
riesgo. En un andlisis multivariante, la edad de diagnéstico resulté ser el principal factor
correlacionado con la supervivencia del paciente (Gathmann et al., 2014), al permitir instaurar un

tratamiento sustitutivo precoz y prevenir las infecciones graves y recurrentes, y sus secuelas.

Por otra parte, niveles mas bajos de IgG basal, niveles mas elevados de IgM y un menor nidmero
de células B periféricas como parametros inmunolégicos, se han asociado asimismo a peor
pronéstico (Resnick et al.,, 2012). Segun Resnick et al., (2012), la mortalidad se asocio
significativamente con la presencia de linfoma, cualquier forma de hepatitis, dafio pulmonar
funcional o estructural como la EPIGL (Chase et al., 2013), y enfermedad gastrointestinal con o

sin malabsorcion.

Por ello, los factores de riesgo de mortalidad en pacientes con IDCV son multiples y complejos,
abarcando tanto aspectos inmunoldgicos como comorbilidades no infecciosas. Estos hallazgos
subrayan la necesidad de un enfoque de atencién mas integral y personalizado para estos
pacientes, centrado no solo en la prevencion de infecciones, sino también en el manejo de las

comorbilidades asociadas



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

Figura 8. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en pacientes con
Inmunodeficiencia Comun Variable con y sin complicaciones no infecciosas.
Los pacientes con complicaciones no infecciosas presentaron mortalidad significativamente
mayor que aquellos que soélo presentaban infecciones (p < 0.0001).
Extraido de Resnick et al., (2012)
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4.1. Hipotesis

Se plantean las siguientes hip6tesis para el desarrollo de la tesis doctoral:

1. En torno al 40% de los pacientes con IDCV presentan una activacion inflamatoria
sistémica cuya etiologia se desconoce. Para poder caracterizar mejor esta entidad, es
necesario el desarrollo de estudios multicéntricos que audnen caracteristicas
epidemiolégicas, clinicas, analiticas, terapéuticas y prondsticas, especialmente dada la
rareza de la IDCV, con una prevalencia de 1:25.000-1:50.000, y la ausencia de registros
nacionales en Espafia. Por ello, proponemos que la realizacion de un estudio
multicéntrico nacional, recopilando datos de méas de 17 centros espafioles, es crucial
para adquirir un conocimiento més profundo y preciso de las caracteristicas clinicas y la
evolucion de la enfermedad. Este esfuerzo recopilatorio abordara una notable brecha en
la literatura actual, proporcionando datos valiosos sobre la prevalencia de enfermedades
autoinmunes, disinmunes, linfoproliferativas y neoplasias en pacientes con IDCV, en el

contexto especifico de la poblacion espafiola.

2. La EPIGL es el mayor ejemplo de disinmunidad presente en los pacientes con IDCV,
pues cursa con fenébmenos autoinmunes, se asocia a enteropatia y a una marcada
linfoproliferacién y granulomatosis a todos los niveles del organismo. No existe en la
actualidad ningn marcador clinico, analitico o radiolégico que permita predecir qué
pacientes con IDCV desarrollan EPIGL, ya que los estudios que existen al respecto son
escasos y contradictorios. Suponemos que la conjuncién de una serie de variables
clinicas, analiticas y/o radiolégicas que puedan jugar un papel relevante o ser el reflejo
de la patogenia de este proceso, podrian predecir de manera precoz el desarrollo de
esta entidad en la poblacion de pacientes con IDCV, pudiendo mejorar potencialmente

su morbimortalidad y permitiendo identificacion y tratamientos tempranos.

3. Se ha establecido que la microbiota intestinal juega un papel esencial en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes. En el caso de la IDCV, se ha evidenciado una menor
biodiversidad de especies y una mayor traslocacion de bacterias gramnegativas. Por
tanto, la deteccion de determinadas especies bacterianas tanto a nivel intestinal, como
oral y pulmonar podria relacionarse con los diferentes fenotipos clinicos de IDCV, y por

tanto servir como biomarcadores de la enfermedad o su prondstico.

En conjunto, estas hipétesis describen una triada de interrelaciones en la etiologia de la IDCV:
las caracteristicas clinicas y evolutivas de la enfermedad en un contexto nacional, la relacion
entre la EPIGL y la IDCV como paradigma de disinmunidad, y la influencia de la microbiota en la
progresion y los fenotipos de la enfermedad con especial énfasis a los pacientes con

manifestaciones no infecciosas. Esta sintesis de tres facetas distintas pero entrelazadas de la
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IDCV propone una perspectiva mas completa de la enfermedad y ofrece mdltiples vias para

futuras investigaciones y posibles intervenciones terapéuticas.

4.2. Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es avanzar en la comprension de la IDCV a través
de tres vertientes interconectadas: primero, al establecer un registro multicéntrico nacional de
pacientes con IDCV que proporcionara un panorama epidemiolégico mas amplio de la
enfermedad en Espafia; segundo, al caracterizar la EPIGL como modelo de disinmunidad e
hiperactivacion del sistema inmunitario en pacientes con IDCV, y tercero, mediante el analisis y
comparacion de la taxonomia bacteriana a nivel fecal, salivar y pulmonar en pacientes con IDCV
con y sin comorbilidad no infecciosa, para determinar la posible relacion entre la microbiota y las
manifestaciones disinmunes de la enfermedad. Este enfoque integrado tiene como meta
proporcionar una vision mas completa de la IDCV, potencialmente revelando relaciones entre su
prevalencia, la microbiota del paciente y la aparicion de EPIGL, lo que permitira identificar

posibles factores de riesgo y guiar futuras intervenciones terapéuticas.

Para la consecucién del objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

1. Evaluar las posibles relaciones entre las caracteristicas clinicas y el desarrollo de

manifestaciones no infecciosas en una cohorte nacional de pacientes con IDCV.

2. Describir el manejo terapéutico llevado a cabo en los pacientes con IDCV y

manifestaciones no infecciosas a nivel nacional.

3. Desarrollar una herramienta clinica predictiva basada en el analisis multiparamétrico
de alteraciones analiticas, citométricas, radioldgicas en pacientes con IDCV para facilitar

la identificacién temprana de pacientes con riesgo de desarrollo de EPIGL.

4. Comparar y analizar la microbiota fecal, oral y respiratoria en pacientes con IDCV y
comorbilidad no infecciosa respecto a los pacientes con IDCV y comorbilidad

exclusivamente infecciosa.

5. Valorar si la presencia de determinadas bacterias en esputo, heces y saliva de

pacientes con IDCV podria definir el fenotipo disinmune asociado a peor prondstico.
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5.1. Estudio sobre el espectro clinico actual de la

Inmunodeficiencia Comun Variable en Espafia: creacion
del registro multicéntrico nacional GTEM-SEMI-CVID

5.1.1. Disefo del estudio, escenario y poblacion objetivo

En 2019 se cre6 un registro multicéntrico nacional para el estudio de pacientes diagnosticados
de IDCV, disefiado por la Unidad de Inmunodeficiencias del Hospital Universitario y Politécnico
La Fe, y promovido a través del Grupo de Trabajo de Enfermedades Minoritarias (GTEM) dentro
de la Sociedad Espafiola de Medicina Interna (SEMI). El registro se llamé “GTEM-SEMI-CVID”.

Se invitd a los centros participantes a realizar la inclusion de pacientes durante un tiempo maximo
de tres afios. Asi pues, en junio de 2022, con los datos aportados por dicho registro procedentes
de 17 centros participantes espafioles (pueden visualizarse en la Tabla 7), se disefig el presente
estudio de caracter transversal y multicéntrico.

Se considero elegibles a todos los pacientes mayores de 16 afios con diagndstico de IDCV de
acuerdo con la definicion propuesta por la ESID (Seidel et al., 2019).

Tabla 7. Centros participantes en el registro GTEM-SEMI-CVID
Nimero de
Centro participante Ciudad pacientes
registrados
Hospital Universitario y Politécnico La Fe Valencia 49
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol Badalona 36
Hospital Universitari Bellvitge Barcelona 34
Hospital Universitario Virgen de la Victoria Mélaga 29
Hospital Universitario La Paz Madrid 21
Hospital General Universitario de Valencia Valencia 19
Hospital Universitario Rafael Méndez Lorca 17
Hospital Universitario de Cruces Barakaldo 9
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa Zaragoza 8
Hospital Universitario Miguel Servet Zaragoza 7
Hospital Universitario 12 de Octubre Madrid 5
Hospital General de Castellon Castellén 5
Hospital General de Alicante Alicante 5
Complejo Asistencial de Avila Avila 4
Hospital Universitario Santiago Ramoén y Cajal Madrid 3
Hospital de Alcorcon Madrid 2
Hospital Universitario de Elche Elche 1
Hospital Clinico Universitario de Valencia Valencia 1

(63
w

MATERIAL y METODOS
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5.1.2. Recolecciéon de datos

El registro GTEM-SEMI-CVID recoge datos sociodemograficos, epidemiol6gicos, genéticos,
antecedentes infecciosos y no infecciosos, hallazgos de pruebas de imagen, de pruebas de
laboratorio, hallazgos histopatolégicos asi como tratamientos recibidos y datos pronoésticos, de
una forma sistematica. Todos estos datos fueron aportados a partir de la revisién de las historias

clinicas de los pacientes. A continuacién se desglosan cada uno de estos parametros:

- Datos demograficos: se incluyd el sexo y la edad de los pacientes en el momento de la
inclusion, o la edad en el momento del fallecimiento; la edad diagnostica y la edad al
comienzo de los sintomas para calcular el retraso diagnéstico; el primer sintoma relacionado
con su inmunodeficiencia primaria (infeccién, disinmunidad, malignidad u otros), y el tiempo
de seguimiento. También se incluyé de forma dicotdmica la realizacion de estudio genético
de inmunodeficiencias y su resultado, y la presencia de antecedentes familiares y/o historia

de consanguineidad.

- Historial de infecciones bacterianas mayores, tales como neumonia, meningitis o
encefalitis, osteomielitis, celulitis o infeccién de piel y partes blandas, infecciones de via
urinaria con fiebre, sepsis de cualquier origen o historial de infecciones oportunistas.
También se recogieron datos sobre la presencia de infecciones de repeticion (tres
infecciones 0 mas al afio) de via respiratoria alta, baja, de via urinaria, de origen

gastrointestinal, de piel y partes blandas o de cualquier otro origen.
- La comorbilidad no infecciosa se subdividié en varios apartados.

e Por un lado, la historia de citopenias autoinmunes y el tipo de citopenia.

e También se recogié la presencia de linfadenopatias, si se habia realizado una
biopsia adenopatica y si cudl era el resultado histopatolégico (granulomatosis,

linfoproliferacién benigna, linfoma u otros).

e Lapresencia de esplenomegalia diagnosticada a partir de una prueba de imagen,
asi como la realizacion de andlisis histopatoldgico y su resultado (granulomatosis,

linfoproliferacién benigna, linfoma u otros).

e La historia de afectacion hepética, incluyendo la presencia de hepatomegalia, de
nédulos hepéticos en pruebas de imagen, de signos clinicos o radiolégicos de
hipertension portal, y el resultado histopatoldgico en caso de haberse realizado
biopsia  hepética (hiperplasa  nodular  regenerativa,  granulomatosis,

linfoproliferacion benigna, fibrosis u otros).

e En cuanto a la afectacion pulmonar, se recogieron datos sobre la presencia de

disnea y tos crdnica. También se documenté si el paciente se habia realizado un
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TCAR toracico y sus resultados: la afectacion predominante (parenquimatosa,
pleural, bronquial + pleural, parenquimatosa + pleural, bronquial + parenquimatosa,
o no afectacién); y dentro de cada afectacion predominante, se especificé el tipo
de afectacién bronquial (bronquiectasias, engrosamiento difuso u otros), el tipo de
afectacion pleural (engrosamiento, derrame pleural u otros) y el tipo de afectacion
parenquimatosa (neumonia intersticial no especificada (NINE), neumopatia
intersticial linfoide (NIL), neumopatia intersticial alérgica (NIA), neumonitis
obliterante (NO), bronquiolitis respiratoria asociada a EPI o EPIGL). También se
registré la realizacién de biopsia pulmonar y su resultado histopatolégico (EPIGL,
granulomas, bronquiolitis, NIL, linfoma, combinacion de los anteriores u otros).
Ademas, se incluyo la realizacion de test de funcion respiratoria, especificando el

resultado y la difusion pulmonar para el monéxido de carbono corregida (DLCOc).

e Sobre la afectacion gastrointestinal, se recogio la presencia de dolor abdominal,
diarrea crénica no infecciosa y malabsorcion intestinal. Ademas, se documento la
presencia de H. pylori, anticuerpos de celiaquia, anticuerpos anti-CPG (célula
parietal gastrica), anticuerpos anti-FI (factor intrinseco) y la realizacion y resultado
del HLA DQ2/DQ8. También, se recogieron los resultados de la biopsia
gastroduodenal, de intestino delgado y colon en caso de haberse realizado, a
saber: la atrofia vellositaria, gastritis atréfica, hiperplasia nodular linfoide, infiltrados
linfocitarios submucosos, infiltrados eosinofilicos submucosos, ausencia de células
plasmaticas, granulomatosis, enfermedad intestinal inflamatoria compatible con

Crohn o colitis ulcerosa, colitis linfocitaria u otros.

e Se recogieron datos sobre antecedentes de riesgo cardiovascular, tales como
historia de hipertension arterial, dislipemia, hiperuricemia y diabetes mellitus de tipo
2. Ademas, se documento la presencia de enfermedades cardiovasculares, como
la insuficiencia cardiaca, enfermedad vascular cerebral, arteriopatia periférica,
insuficiencia renal crénica y enfermedad tromboembodlica. Se recogieron los datos
de HDL (mg/dL), LDL (mg/dL) y triglicéridos (mg/dL) de la Ultima analitica

disponible.

e Anivel cutaneo, se documento la historia de vitiligo, psoriasis, eccema, verrugas,

alopecia u otros.

e En cuanto a la afectacion neurolégica, se recogieron datos sobre la presencia de
lesiones desmielinizantes-like del SNC, meningitis linfocitaria, paquimeningitis,
neuritis dptica, mielitis transversa, neuropatia periférica y se dejoé un espacio abierto

para especificar otras afectaciones neurolégicas, si las hubiese.

e Se recogieron también datos sobre las presencia de patologia autoinmune o

autoinflamatoria asociada, tales como la presencia de diabetes mellitus tipo 1,
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lupus, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica,
espondiloartropatia seronegativa, vasculitis, miositis, asi como un espacio abierto

para especificar otras afectaciones sistémicas autoinmunes.

¢ En cuanto a las manifestaciones oncoldgicas asociadas a la IDCV, se recogio la
presencia de adenocarcinoma gastrico, linfoma MALT (tejido linfoide asociado a
mucosas) gastrico, linfoma tipo Hodgkin o tipo no Hodgkin, leucemia, y se dejé un

espacio abierto para especificar otras posibles afectaciones neurolégicas.

e Se recogieron también datos de parametros analiticos inmunolégicos, tales como
la IgG (mg/dL), IgA (mg/dL), IgM (mg/dL) e IgE (mg/dL) al diagndstico y el dltimo
parametro valle disponible; el recuento de linfocitos totales, linfocitos CD3, linfocitos
CD4, linfocitos CD8 vy linfocitos CD19 (cél/mL) al diagnéstico y tras el tratamiento
con inmunoglobulinas. Asimismo, se determinaron los ultimos titulos disponibles de
ANA, ANCA, ENAs, factor reumatoide, anticuerpos anti-citrulina, y si se habia

realizado un blot de miositis o de esclerosis sistémica, especificando su resultado.

- En cuanto al tratamiento inmunosupresor, se documenté la administraciéon previa o actual
de corticoides, antipalidicos, azatioprina, micofenolato de mofetilo, metotrexate,
ciclofosfamida, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, rituximab, belimumab, infliximab,
etanercept, anakinra, tocilizumab y/o abatacept, dejando también un campo abierto titulado
“otros” en caso de que se hubiese administrado algun otro tratamiento inmunosupresor no

indicado previamente.

- También se recogio6 si el paciente se encontraba en tratamiento con inmunoglobulinas,
mediante qué via de administracion y qué tipo de preparado, asi como su lugar de
administracion, su dosis habitual en gramos/semanales y la cadencia de administracién

(semanal, bisemanal, trisemanal o mensual).

- Finalmente, se recogieron datos sobre la mortalidad de los pacientes, especificando si
habian fallecido, cual fue la causa y la edad en el momento de la muerte, y el tiempo de

seguimiento hasta el fallecimiento.

5.1.3. Analisis estadistico

Debido al caracter epidemioldgico y transversal del estudio, las variables se analizaron
principalmente mediante estadistica descriptiva. Los analisis y la realizacién de la iconografia
estadistica se llevaron a cabo con el software estadistico R versiéon 4.2.1 (R Development Core
Team, 2022).

Los datos cuantitativos se expresaron como media y desviacion estandar. Los datos cualitativos

Se expresaron como recuento absoluto y porcentaje de casos, sin tener en cuenta los valores no
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disponibles. Para los subanalisis de las variables de interés, la significaciéon se evalué con la
prueba de x2 o exacta de Fisher para variables categéricas y la prueba de la t de Student para
variables continuas después de verificar los supuestos estadisticos pertinentes. Un p-valor por

debajo de 0,05 se considerd estadisticamente significativo.

5.1.4. Declaracion ética

El protocolo del Registro GTEM-SEMI-CVID se envié a todos los centros participantes y fue
aprobado de forma independiente por todos los Comités de Etica de Investigacion Clinica

institucionales de cada hospital bajo sus codigos de registro correspondientes.

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitari i Politecnic La Fe como
centro promotor, con cédigo de registro GIC-GAM-2020-01 previa evaluacion y autorizacién por
la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) con el mismo caodigo de

protocolo.

Se garantizé el anonimato y la confidencialidad de los datos de todos los pacientes incluidos de
acuerdo con la normativa espafiola de estudios observacionales. El trabajo se realiz6 de acuerdo
con la Declaracion de Helsinki y siguiendo las directrices de la Iniciativa STROBE (Strengthening
the Reporting of Observational studies in Epidemiology) para la comunicacidon de estudios

observacionales.

Identificacion de parametros clinicos, de laboratorio y de
imagen para la prediccion y diagndstico de la Enfermedad

Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica asociada
a la Inmunodeficiencia Comun Variable

5.2.1. Desarrollo general del trabajo, criterios de inclusion y criterios de
exclusion

Para el desarrollo de este trabajo, se realizé un estudio retrospectivo mediante la revisién de las
historias clinicas de los pacientes diagnosticados de IDCV que se encontraban en seguimiento
por la Unidad de Inmunodeficiencias Primarias del Hospital Universitario y Politécnico La Fe
desde el afio 2000 hasta la actualidad. Este hospital atiende a una poblacion de mas de 300.000
habitantes dentro de los 5.000.000 de habitantes de la Comunidad Valenciana, y consta de 996

camas de ingreso hospitalario.

Todos aquellos pacientes diagnosticados de IDCV con una edad superior o igual a 18 afios

fueron seleccionados y estudiados. Inicialmente se revisé que dichos pacientes cumpliesen los
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criterios diagnésticos de acuerdo con la definicion establecida por la ESID (Seidel et al., 2019),

para posteriormente poder ser incluidos en el estudio.

Los pacientes “caso” fueron definidos como aquellos pacientes con IDCV que presentaban un
TC pulmonar de alta resolucién con resultado radiolégico compatible con EPIGL, que ademas
fuese histopatoldgicamente confirmado con una biopsia realizada mediante toracoscopia video-
asistida o biopsia transbronquial que excluyera la presencia de malignidad, junto con un lavado
broncoalveolar que excluyese a su vez la presencia de neumonia de origen infeccioso. El
diagnostico final de EPIGL se establecid tras la revision de cada caso en un comité
multidisciplinar compuesto por un radiélogo toracico, un patélogo, un neumdlogo y un internista

especialista en inmunodeficiencias primarias.

Los pacientes “controles” fueron identificados como aquellos pacientes que cumpliesen criterios
de IDCV y que no presentaran EPI. Se excluyé a todos los pacientes con IDCV y enfermedad

pulmonar intersticial compatible con EPIGL no confirmada histopatolégicamente.

En el momento de la inclusién en el estudio, tanto casos como controles debian presentar al
menos un TCAR realizado, junto con una determinacion de IgG, IgA, IgM al diagnéstico y previo
a la administracién de tratamiento inmunosupresor; y durante el seguimiento. También debian
presentar una ecografia abdominal realizada, asi como constar en la evolucion clinica la
presencia o no de malignidad, enteropatia, citopenia autoinmune y linfoproliferacién en la

evolucidn clinica de los pacientes, asi como un andlisis de las poblaciones linfocitarias By T.

5.2.2. Recoleccion de los datos clinicos

Se recogieron los siguientes datos clinicos de cada paciente:

- Se recogié una aproximacion demografica de los pacientes, incluyendo la edad, el

sexo Yy la fecha diagnéstica de IDCV.

- Los parametros clinicos recogia la historia clinica de los pacientes y su comorbilidad: la
presencia de diabetes mellitus de tipo 1, poliartritis, dermatitis, anemia hemolitica
autoinmune, purpura trombocitopénica inmune, sindrome de Evans, la presencia de
linfadenopatias generalizadas documentadas mediante TC o mediante tomografia por
emision de positrones (PET), la documentacion de esplenomegalia (diametro
craneocaudal >12cm mediante ecografia abdominal o TC); hepatopatia (aumento de las
transaminasas y/o hipertensién portal o imagen hepatica anormal mediante ecografia o
TC); el desarrollo de infecciones respiratorias de repeticion (>3 al afio); la presencia de
enteropatia (diarrea crénica o hallazgos histologicos sugestivos de dicha enfermedad en

ausencia de infeccién) y la historia de neoplasia sélida 0 hematol6gica.
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- Los datos de laboratorio incluyeron la IgG (mg/dL), IgM (mg/dL), IgA (mg/dL), LDL
(mg/dL), HDL (mg/dL), triglicéridos (mg/dL), el recuento de linfocitos CD4 (cél/uL), CD8
(cél/uL), CD19 (cél/uL), natural killers (cél/uL) y el ratio CD4/CD8 al diagnostico. Para
caracterizar el perfil lipidico de los pacientes, se investigd si habian recibido estatinas,
fibratos y/o inhibidores de NPC1L1 o de PCSKO9.

- Los parédmetros respiratorios incluyeron datos de los tests de funcion respiratoria de
los pacientes, datos radiologicos de los TCAR pulmonares y también, la objetivacion del
grado de disnea de acuerdo con la escala mMRC (Modified Medical Council Scale). Los
datos de los tests de funcidn respiratoria que se determinaron en el estudio fueron la
capacidad vital forzada (FVC), el volumen de espiracion forzada en el primer segundo
de espiracion (FEV1), la capacidad de difusion pulmonar del monéxido de carbono sin
corregir y corregida (DLCO y DLCOc, respectivamente). A nivel radiologico, se usé la
escala pulmonar Baumann para determinar la afectacion pulmonar y su extension. Las

variables que usa dicha escala pueden visualizarse en la Tabla 8.

- También se recogieron datos sobre el tratamiento recibido por paciente, especialmente
la dosis total administrada de Ig, su cadencia y su via de administracion. También se
documento si los pacientes habian recibido tratamiento inmunosupresor, indicando cual

era y su dosis de administracion.

5.2.3. Aplicacién de los scores clinicos alos TC pulmonares de alta
resolucion

Se revis6 el TC pulmonar de alta resolucion mas reciente disponible para cada paciente, antes
de que el paciente recibiera tratamiento inmunosupresor para la EPIGL. Se descartaron aquellos
TC en los que hubiera una presencia elevada de artefactos de movimiento, en los que existiera
neumotoérax, derrame pleural significativo o en el que no se visualizaran completamente los

pulmones.

Las imagenes fueron analizadas mediante el software RadiAnt DICOM viewer version 2021.1
(Medixant, Poznan, Polonia). Se calcul6 el score compuesto de Baumann, desarrollado por el
Chest CT Antibody Deficiency Group (Schutz K et al., 2019) para cada paciente. Los items que
valora el score compuesto de Baumann pueden visualizarse en la Tabla 8. En este score, se
valoran 13 anormalidades pulmonares diferentes, asi como su extension, generando un total de
22 items a valorar por cada TC pulmonar. El score compuesto para la valoracién de la EPIGL es

la suma de los siguientes componentes:

- Numero de I6bulos afectados por opacidades pulmonares en vidrio deslustrado

- Opacidades en vidrio deslustrado debidas a fibrosis o inflamacién
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- Numero de lébulos afectados con nédulos menores de 5mm

- Nudmero de I6bulos afectados con nédulos de entre 5mm y 10mm
- Nudmero de I6bulos afectados con nédulos mayores de 10mm

- Nudmero de I6bulos afectados con reticulaciones

- Predominancia de lineas reticulares

Cada TCAR fue analizado por un especialista en radiologia toracica y a su vez, por un neumologo
entrenado en TC pulmonar (Figura 9). El analisis fue doble ciego, y se compard la puntuacion
percibida por cada item entre ambos especialistas. Para ello, se determinaron los intervalos de
confianza y se uso el coeficiente kappa Cohen (k), valorando la concordancia en la evaluacion

radiologica del score compuesto Baumann-EPIGL.

Figura 9. TC de térax de 4 pacientes diferentes del estudio detallando la evaluacion

de parametros radiologicos del score Baumann

A: paciente con EPIGL con multiples nédulos bilaterales en vidrio deslustrado <5 mm (puntas de flecha),
nddulos solidos (estrellas) y lineas mixtas (inflamatorias y fibréticas) (flecha).

B: Paciente sin EPIGL con engrosamiento difuso de la pared bronquial leve y bronquiectasias leves (flechas)
con atrapamiento de aire predominantemente en los l6bulos superiores y atelectasia parcial del I6bulo
inferior izquierdo.

C: paciente sin EPIGL con banda parenquimatosa lineal en el I6bulo superior izquierdo (punta de flecha).
D: paciente sin EPIGL con taponamiento mucoso en las vias respiratorias grandes del I6bulo inferior
izquierdo con >50 % de atelectasia del mismo I6bulo (flechas), atelectasia completa del I6bulo medio
(estrella), patron de arbol en brote en el I6bulo inferior derecho (flechas) y atrapamiento de aire en los I6bulos

superior izquierdo e inferior derecho.
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Tabla 8. Variables consideradas en el score radiolégico de Baumann
Ndmero de I6bulos con:
e Engrosamiento de pared bronquial
e Bronquiectasias
e Moco en via aérea superior
e Moco en via aérea inferior
o Atelectasias
e NoAdulos <5 mm
* Nodulos >5 - <10 mm NUmero de I6bulos 0-6
e Nodulos >10 mm
e Lineas
e Consolidacién
e Cicatrices lineares y bandas
e Opacidades en vidrio deslustrado
e Quistes
¢ Enfisema o bullas
Gravedad de:
0 = ninguno
o El engrosamiento de la pared bronquial 1=PB<05xV 0-3
mas engrosada 2=05xV<PB<V
3=PB>V
0 = ninguno
. . ~ 1=B<2xV
e Bronquiectasia de mayor tamafio 2= 2xV<B<3XV 0-3
3=B>3xV
Mecanismos patoldgicos de:
e Causa de opacidades en vidrio 0 = Fibrosis,
_ L, 0-1
deslustrado 1 = Inflamacién
0 = Inflamacion
e Tipo de lineas predominante 1 = Fibrosis 0-2
2 = Tipo mixto
Presencia de:
e Atrapamiento aéreo inspiratorio
. 2 . : 0=No
e Atrapamiento aereo espiratorio 1=5 0-1
¢ Linfadenopatia hiliar mediastinica
Tamafio de:
. P e Tamafio (eje corto) de o
¢ Linfadenopatia hiliar mediastinica la mayor adenopatia milimetros
B, lumen bronquial; PB, pared bronquial; V, vaso acompafiante
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5.2.4. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevé a cabo con la colaboracién del Departamento de Data Science,
bioestadistica y bioinformatica del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Para ello, se usé el

programa estadistico R version 4.0.5 (R Core Team).

Se realiz6 un analisis descriptivo para resumir las caracteristicas clinicas de los pacientes. Las
variables cuantitativas se expresaron como la media y desviacion estandar. Las variables
cualitativas se expresaron como el recuento absoluto y como porcentaje de casos. Se realizaron
andlisis univariantes para describir las diferencias epidemiolégicas entre ambos grupos, pero no
para realizar el analisis predictivo, ya que este tipo de inferencia esta sujeta a errores de tipo | y
Il asi como a sesgos de confusioén. El test x2 o test exacto de Fisher se us6 para analizar la
normalidad de las variables categodricas y el test de T de Student se us6 para valorar la
normalidad de las variables continuas, especialmente a fin de asegurar la ausencia de diferencias
significativas en la demografia de ambas poblaciones. Se usaron graficos Q-Q para valorar
gréficamente la normalidad. Un p-valor menor de 0.05 fue considerado estadisticamente

significo.

Debido al escaso tamafio muestral inherente a la naturaleza de la enfermedad, y a sus
esperables amplios intervalos de confianza, se seleccionaron las variables predictivas de
acuerdo con el método de seleccion de variables elastic net mediante el gimnet package segin
los datos previamente publicados (Friedman et al., 2010). Se usé el método elastic net debido al
escaso nimero de observaciones con un relativamente elevado nimero de predictores, asi como
por la incrementada colinealidad y la dimensionalidad de los datos. Este método supera a los
métodos lasso y ridge, y se ha demostrado Util en la seleccion de variables, fomentando un efecto
de agrupacion donde los predictores fuertemente correlacionados tienden a estar dentro o fuera
del modelo juntos (Zou et al.,, 2005). La cantidad de regularizacion fue determinada por el
parametro de regularizacion A. Pese a suponer una ausencia de significatividad estadistica
debido a los esperablemente amplios intervalos de confianza, se incluyeron las variables en el
modelo. Se realiz6 una regresiébn Bayesiana con las variables finalmente elegidas para
considerar conjuntamente la relacién de las variables entre ellas y en la prediccion del efecto. La
capacidad predictiva del modelo se estimé mediante el area bajo la curva (AUC en inglés) de las
curvas ROC (receiver operating characteristic curve), eligiéndose el mejor modelo que combinara
parametros clinicos, de laboratorio y radiolégicos. Se realizé una validacion interna del modelo

mediante la técnica bootstrap, usando mas de 500 muestras bootstrap generadas.

Finalmente, con estos datos, se construydé un nomograma para representar graficamente la

probabilidad de EPIGL, integrando las variables finalmente seleccionadas en el modelo.
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5.2.5. Declaracion ética

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitari i Politecnic La Fe con

cédigo de registro 2020-359-1 y se desarrollé de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.

5.3. Estudio de la microbiota asociada a los diferentes

fenotipos clinicos y ala disinmunidad en la
Inmunodeficiencia Comun Variable

5.3.1. Pacientes y recoleccion de datos

Se realiz6 un estudio transversal que incluy6 pacientes con diagnéstico de IDCV seguidos en la
Unidad de Inmunodeficiencias Primarias del Departamento de Medicina Interna del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe. Mediante revision retrospectiva de historias clinicas
electrénicas, se analizaron variables clinicas, de laboratorio y relativas a pruebas de imagen.
Finalmente, se consideraron elegibles 41 pacientes con diagnostico de IDCV mayores de 18
afios en seguimiento por dicha unidad. Todos los pacientes inicialmente seleccionados fueron
evaluados para confirmar el diagnéstico de IDCV de acuerdo con las definiciones de trabajo del

registro de la ESID (Seidel et al., 2019) para su inclusién final en el estudio.

Las variables demograficas recogidas y analizadas incluyeron el sexo, la edad y la fecha de
diagndstico de los pacientes. Los parametros clinicos incluyeron la historia de diabetes mellitus
tipo 1, AHAI, PTI, sindrome de Evans, linfadenopatias generalizadas presentes en TC de térax
o0 PET-TC realizados, presencia de EPIGL diagnosticada y confirmada mediante biopsia
pulmonar, esplenomegalia diagnosticada mediante ecografia o TC, hepatopatia (elevacion de
las enzimas hepaticas, hallazgos de imagen anormales en ecografia o TC, o evidencia de
hipertension portal), enteropatia (diarrea cronica o hallazgos histopatoldégicos anormales en
biopsias intestinales) y presencia de tumores sélidos y hematologicos. Las variables de
laboratorio incluyeron los niveles de IgG (mg/dL), IgM (mg/dL), IgA (mg/dL), recuento de células
CD4+ (células/uL), recuento de células CD8+ (células/uL), relacion CD4/CD8, recuento de

células CD19+ (células/pL) y recuento de células NK (células/uL) al diagnostico.

Las definiciones de las variables fueron superponibles a las descritas en el apartado 1.2. del
estudio sobre el espectro clinico actual de la IDCV en Espafia: creacion del registro multicéntrico
nacional GTEM-SEMI-CVID.

Segun los parametros clinicos y siguiendo la clasificacion de Chapel et al., los pacientes se
clasificaron en dos fenotipos clinicos distintos (Chapel et al., 2012). Veinticinco pacientes con

IDCV tenian antecedentes de AHAI, PTI, sindrome de Evans, EPIGL, adenopatias no
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infecciosas, hepatopatia, esplenomegalia, enteropatia crénica no infecciosa y/o malignidad
sélida o hematolégica y, por lo tanto, se clasificaron como “IDCV disinmune”. Hasta la fecha de
inclusion, los otros 16 pacientes con IDCV no habian presentado ninguna patologia disinmune y
solo habian desarrollado infecciones. Por lo tanto, fueron clasificados como "IDCV con sélo

infecciones".

Ademas, se obtuvieron también muestras de 15 personas sanas no convivientes y sin historia de
patologia de inmunodeficiencia, enfermedad autoinmune y sin tratamiento actual para ninguna

enfermedad.

5.3.2. Muestreo

Se recogieron muestras de 41 pacientes diagnosticados con IDCV y de 15 donantes sanos. Los
controles no debian presentar lesiones cariégenas activas diagnosticadas en el momento de la
inclusién. Se excluyeron los pacientes con antecedente de toma de antibidticos distintos a
cotrimoxazol o azitromicina en regimenes profilacticos 1 mes antes de su inclusién en el estudio
y recogida de las muestras. Ningun control tenia antecedente de toma de antibi6ticos el intervalo

de tiempo contemplado.

Por cada participante se obtuvo una muestra oral, una muestra de esputo y una muestra fecal
(Figura 10). En el muestreo oral, se tomé aproximadamente una muestra estandarizada de 1 mL
de saliva no estimulada después de tres minutos de salivacion siguiendo la metodologia descrita
por Simon-Soro et aAl., (2013). En cuanto a las muestras respiratorias, se recogié por cada
participante una muestra de 1 ml de esputo no inducido después de realizar entrenamiento
respiracion profunda y tos intensa hasta obtencion del volumen seleccionado (Data et al., 2019).
Las muestras se almacenaron a -80°C hasta el proceso de extraccion de ADN (Figura 11). Para
el muestreo fecal, se recogieron 5 mL de heces que fueron almacenadas en frascos estériles con

una solucion de 5mL de RNAlater®, a fin de preservar el material genético hasta su analisis.

Figura 10. Procedimiento del muestreo del microbioma oral, pulmonar y fecal
en los pacientes con Inmunodeficiencia Comun Variable y controles sanos

Saliva Sputum Faeces
CVID
dCVID B
N=24 -
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5.3.3. Extraccion de ADN

El proceso de extraccion de ADN se realizd con el kit MagNa Pure LC DNA Isolation kit Il
(Roche®) y el sistema MagNa Pure Instrument. Las muestras se lisaron usando ciclos de
ultrasonidos de 3 x 10 segundos. Se realizo la digestion enzimatica de las muestras mediante un
coctel de enzimas de lisostafina (5 kU/mL), lisozima (100 mg/mL) y mutanolisina (2,5 kU/mL),

seguido de la degradacion proteica mediante proteinasa K (Rosier et al., 2010).

A continuacion se presenta el protocolo de extraccion de ADN seguido por los investigadores en

la Figura 11.
Figura 11. Protocolo de procesamiento de muestras y extraccion de ADN
Procesamiento esputo Procesamiento heces Pu Procesamiento saliva
1) Descongelar las muestras y verter todo el contenido en

1)  Descongelar las muestras y verter todo el Falcons de 15mL

contenido en eppendorfs 2mL 2)  Aiiadir la misma cantidad de PBS que volumen de
2)  Afiadir 300uL de DDT (previamente preparado al muestra 1)  Descongelar las muestras

0.75% (volumen esputo/5) 3)  Centrifugar 3 min a 4°C a 2000rpm 2)  Extraer 250uL de cada muestra
3)  Calentar las muestras 30min a 37°C, a 600rpm 4)  Coger sobrenadante y escasa cantidad de interfase. 3)  Centrifugar 10 minutos a 4°C a 13000rpm
4)  Extraer 250uL a nuevos eppendorfs. El resto, Verter en nuevos eppendorfs de 2mL. Descartar el resto. 4)  Descartar sobrenadante

guardar a -80°C 5)  Segun la densidad de la muestra, obtener un volumen de 5)  Afadir 100mL de PBS y congelar a -20°C
5)  Centrifugar 10min a 13000rpm a 4°C 250, 500 o 750. Congelar el resto a -80°C
6) Descartar sobrenadante, afiadir 100uL de PBS y 6) Centrifugar 10 minutos a 13.000rpm

congelar a -20°C 7)  Pesar pellet

8)  Afadir 100mL de PBS y congelar a -20°C

NN \\\\y
@ Extraccionde ADN

1)  Descongelar las muestras
2)  Aplicar US durante 45 segundos

Cocktail enzimatico 3)  Aplicar spin 5 segundos
4)  Afadir 130uL de buffer de lisis y 10uL de cocktail
- 100ul de lisozima enzimatico B
7 . 100uL de lisostafina 5)  Vortexear e incubar 1h a 37°C 400 rpm
- 100uL de metanolisina 6)  Afadir 20uL de proteinasa Ky glucanex
- 100ul de zimolasa 7)  Incubar durante 15 minutos a 65°C 400 rpm

8)  Extraer del termoblogue y posteriormente incubar 10
minutos a a 95°C
9)  Spin 10 segundos Kit MagNa Pure LC DNA Isolation kit Il
(Roche®) y sistema MagNa Pure Instrument

Después de la extraccion, se estimé la concentracion de ADN con el kit de ensayo Quant-It™
PicoGreen® dsDNA y un fluorémetro Qubit™ 3 (ThermoScientific). Las regiones hipervariables
V3-V4 se amplificaron con los cebadores universales del gen 16S rRNA Forward
(CCTACGGGNGGCWGCAG) y V3-V4 Reverse (GACTACHVGGGTATCTAATCC) optimizados
para la secuenciacion lllumina siguiendo el procedimiento descrito por Dzidic et al., (2018). Se
utilizé el equipo Illlumina Miseq para la secuenciacion de alto rendimiento y se construy6 una
biblioteca siguiendo el 16s rRNA gene Metagenomic Sequencing Library Preparation Illumina
(Parte #15,044,223 Rev. A). El procedimiento se llevd a cabo en el servicio de secuenciacion del

Instituto FISABIO (Valencia) utilizando el Protocolo 2x300bp paired-end lllumina.
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5.3.4. Analisis bioinformatico y estadistico

En primer lugar, para la comparacion de las caracteristicas clinicas de los participantes, se
utilizaron las pruebas de Fisher y ANOVA después de comprobar los supuestos de normalidad

con graficos Q-Q y la igualdad de varianzas con la prueba de Levene.

A fin de filtrar, recortar, eliminar ruido y fusionar lecturas emparejadas se uso el software Dada2
v1.16 utilizando parametros predeterminados (Callahan et al., 2016). Se filtraron los adaptadores
las lecturas de secuencias, que se recortaron posteriormente en ventanas de 10 pares de bases
con ausencia de Ns y valores de calidad <35. Se eliminaron los singletones excepto para calcular
los indices de riqueza y diversidad. El resto de las lecturas se fusionaron, agruparon y limpiaron.
Las secuencias de alta calidad se transfirieron al analisis de pipeline Dada2. Finalmente, se las
asigno tanto a variantes de secuencia de amplicon (ASV) como a nivel de especie utilizando la
base de datos no redundante SILVA v138.1 (Quast et al., 2013).

Para realizar el analisis downstream, se utilizé el software estadistico R. Se eliminaron aquellos
géneros que mostraron una abundancia inferior a <0,01%. Los analisis multivariante se llevaron
a cabo mediante la prueba Adonis (Permutational Multivariate Analysis of Variance Using

Distance Matrices), proporcionado por la biblioteca Vegan de R (Oksanen et al., 2015).

Ademas, los datos de 16S se normalizaron y compararon mediante la prueba ANCOM-BC (o
Andlisis de composiciones de microbiomas con correccién de sesgo) (Lin y Peddada, 2020), y
los indices de diversidad se compararon mediante la prueba de Wilcoxon. El taxén con una
abundancia menor que el valor de abundancia mas cercano a cero en los grupos comparados

multiplicado por cuatro en menos del 60 % de las muestras se eliminé del ANCOM-BC.

Para finalizar, con el objetivo de analizar interacciones complejas entre biomarcadores
bacterianos y determinar la cantidad de bacterias necesarias para discriminar eficientemente
entre los grupos de pacientes, se llevd a cabo un analisis de tipo random forest. Utilizamos el
algoritmo de bootstrap implementado en la biblioteca Boruta de R para seleccionar dichos
biomarcadores bacterianos (Havdsed et al., 2021). La precision de los modelos se evalud por los
valores del AUC, utilizando combinaciones de 30 o menos bacterias con las mejores
puntuaciones, y se seleccioné el menor nimero de bacterias con mayor capacidad predictiva.
Este andlisis se realiz6 tanto para biomarcadores a nivel de género (a través de ASVs) como de

especie.

5.3.5. Declaracion ética

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del Instituto de Investigaciones Sanitarias La Fe

con cédigo de registro 2020-376-1 y se realiz6 de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.
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6.1. Estudio sobre el espectro clinico actual de la

Inmunodeficiencia Comun Variable en Espafia: creacion
del registro multicéntrico nacional GTEM-SEMI-CVID

Resumen en castellano:

La IDCV constituye un grupo heterogéneo de trastornos de inmunodeficiencia primaria con un
amplio espectro clinico. La morbilidad no infecciosa asociada a IDCV se ha convertido en un
desafio importante que requiere una comprension completa de su fisiopatologia y su importancia
clinica y variabilidad global, especialmente considerando la amplia heterogeneidad clinica,
genética y regional de los trastornos de IDCV. Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un
estudio retrospectivo multicéntrico a nivel nacional durante un periodo de 3 afios que describiera
las caracteristicas epidemiolégicas, clinicas, de laboratorio, terapéuticas y prondsticas de 250

pacientes con IDCV en Espafia.

El retraso diagnéstico medio fue de unos 10 afios y la mayoria de los pacientes presentaron

inicialmente complicaciones infecciosas seguidas de trastornos inmunitarios no infecciosos.

Sin embargo, las enfermedades infecciosas no supusieron la principal causa de morbimortalidad.
La enfermedad pulmonar no infecciosa fue extraordinariamente frecuente en nuestro registro,
afectando aproximadamente al 60% de los pacientes. Las bronquiectasias fueron el hallazgo de
imagen mas frecuente (35%) en consonancia con estudios previos. A pesar de la alta prevalencia
de enfermedad pulmonar, menos del 65% de los pacientes incluidos en la cohorte se habian
sometido en el momento de su inclusion en el registro a una TCAR. Esto sugiere que algunos
pacientes con afectacion subclinica pueden haber sido infradiagnosticados en nuestra cohorte,
ya que solo alrededor del 20% presentd manifestaciones clinicas respiratorias como tos o disnea.
De acuerdo con esto, la EPIGL confirmada histolégicamente solo se observo en 17 pacientes;
una prevalencia notablemente menor a la esperada segln la evidencia previa. Esto enfatiza la
necesidad de una mayor basqueda activa de enfermedad pulmonar crénica en el seguimiento de
estos pacientes a pesar de ser asintométicos o paucisintomaticos, ya que se ha asociado con

peores resultados clinicos.

Mas de un tercio de los pacientes de nuestra cohorte presentaron adenopatias y esplenomegalia
en su seguimiento, y en torno a un 33% presentaron citopenias inmunes, especialmente
sindrome de Evans. Se observ6 enfermedad gastrointestinal en mas del 40% de los pacientes.
Entre los drganos biopsiados en nuestra cohorte, la linfoproliferacion benigna fue la principal
alteracion histopatolégica. Estos resultados concuerdan con la creciente evidencia que respalda
la linfoproliferacion benigna diseminada y la infiltracion como una de las principales
caracteristicas de la inmunidad anormal en pacientes con IDCV, lo que puede resultar en

disfuncidén organica en diferentes niveles.
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Superando el 15%, la prevalencia global de cancer en nuestro registro fue una de las mas altas
reportadas hasta la fecha, siendo el linfoma no Hodgkin B el mas frecuente. A pesar de la
disminucién de la incidencia de cancer gastrico en informes mas antiguos, la prevalencia del 2%
en esta serie es significativamente mayor en comparacion con otros estudios recientes. El hecho
de que se haya determinado aproximadamente la presencia de H. pylori en la mitad de los
pacientes puede haber contribuido a estas cifras mas altas, y pone de manifiesto la necesidad
de realizar pruebas de deteccién periddicas y de forma sistematica de esta infeccién en todos

los pacientes con IDCV.

Este es el primer estudio multicéntrico de ambito nacional sobre pacientes con IDCV en Espania,
que incluye hospitales de referencia tanto de segundo como de tercer nivel. Los datos que aporta
este trabajo subrayan la necesidad de desarrollar guias nacionales para optimizar el diagnéstico
y manejo de estos pacientes. Las complicaciones disinmunes crénicas se han convertido en la
principal causa de morbilidad y mortalidad después de la introduccion de las inmunoglobulinas,
y representan un gran desafio para los médicos que tratan las IDP. La falta de tratamientos
efectivos y el uso de inmunosupresores para el manejo de estos trastornos enfatiza la
importancia de la investigacion basica y traslacional que profundice en las vias fisiopatoldgicas
involucradas en la desregulacién inmune vy la infiltracion linfocitica difusa. Esto revelaria nuevas
estrategias personalizadas para reducir las complicaciones inmunitarias, la carga de atencién

médica asociada y garantizar una mejor calidad de vida para los pacientes con IDCV.

Este articulo fue publicado en la revista Frontiers in Immunology:

Cabarfiero-Navalon MD, Garcia-Bustos V, Nufiez-Beltran M, et al. Current clinical
spectrum of common variable immunodeficiency in Spain: The multicentric
nationwide GTEM-SEMI-CVID registry. Front Immunol. 2022 Oct 28;13:1033666.
doi: 10.3389/fimmu.2022.1033666.
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Common variable immunodeficiency (CVID) constitutes a heterogenic group
of primary immunodeficiency disorders with a wide-ranging clinical spectrum.
CVID-associated non-infectious morbidity constitutes a major challenge
requiring a full understanding of its pathophysiology and its clinical
importance and global variability, especially considering the broad clinical,
genetic, and regional heterogeneity of CVID disorders. This work aimed to

01 frontiersin.org

70 RESULTADOS




Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa

Cabariero-Navalon et al. 10.3389/fimmu.2022.1033666

develop a nationwide, multicenter, retrospective study over a 3-year period
describing epidemiological, clinical, laboratory, therapeutic, and prognostic
features of 250 CVID patients in Spain. The mean diagnostic delay was around
10 years and most patients initially presented with infectious complications
followed by non-infectious immune disorders. However, infectious diseases
were not the main cause of morbimortality. Non-infectious lung disease was
extraordinarily frequent in our registry affecting approximately 60% of the
patients. More than one-third of the patients in our cohort showed
lymphadenopathies and splenomegaly in their follow-up, and more than 33%
presented immune cytopenias, especially Evans’ syndrome. Gastrointestinal
disease was observed in more than 40% of the patients. Among biopsied organs
in our cohort, benign lymphoproliferation was the principal histopathological
alteration. Reaching 15.26%, the global prevalence of cancer in our registry was
one of the highest reported to date, with non-Hodgkin B lymphoma being the
most frequent. These data emphasize the importance of basic and translational
research delving into the pathophysiological pathways involved in immune
dysregulation and diffuse lymphocytic infiltration. This would reveal new
tailored strategies to reduce immune complications, and the associated
healthcare burden, and ensure a better quality of life for CVID patients.

KEYWORDS

common variable immunodeficiency, CVID, cohort, dysimmunity, immune
dysregulation, lymphoproliferation

Introduction

Common variable immunodeficiency (CVID) constitutes a
heterogenic group of primary immunodeficiency disorders
(PID) with an estimated prevalence of 1:50.000 - 1:25.000 (1-
3). It is characterized by decreased levels of serum IgG, together
with decreased IgM and/or IgA, and it can be diagnosed after
excluding secondary causes of hypogammaglobulinemia and
other primary immunodeficiencies (1, 2). Infectious diseases
were its main cause of morbidity and mortality until the
introduction of immunoglobulin replacement therapy (IgRT)
in the late 20™ century. Due to this treatment, non-infectious
complications such as autoimmune, benign lymphoproliferative
disorders, and even cancer have emerged as comorbidities with a
larger impact on prognosis than infections (4). These
dysimmune phenomena may affect up to 70% of patients (5,
6) and imply an 11-fold increased risk of death (5, 7). In fact,
IgRT does not seem to prevent or improve many of these
conditions (5).

Therefore, the clinical spectrum of CVID is wide-ranging.
Back in 2008, Chapel et al. already described five clinical
phenotypes of CVID: those that showed polyclonal
lymphocytic infiltration, those with autoimmune diseases,
those that developed enteropathy, those showing malignant
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neoplasia, and those only suffering infectious diseases (8).
These non-infectious phenomena can be the first symptom of
CVID disease in some patients (9) or can appear over time.
Polyclonal infiltration may affect lymph nodes, liver, spleen,
skin, or lung -causing the well-known granulomatous-
lymphocytic interstitial lung disease (GLILD)- although every
organ might be virtually infiltrated (10). The most common
autoimmune complications are blood cytopenias. Nevertheless,
almost every autoimmune disease has been described in
association with CVID (7, 11). Some patients with CVID
present with non-infectious inflammatory gastrointestinal
disease resulting in diarrhea, malabsorption, and weight loss
(12). Additionally, hematologic, and solid organ malignancies
have been more frequently described in CVID than in the rest of
PIDs and are associated with poorer outcomes (4, 13).

Thus, CVID-associated non-infectious morbidity constitutes a
major challenge requiring a full understanding of its
pathophysiology and its clinical importance and variability
worldwide, especially considering the wide clinical, genetic, and
even regional heterogeneity of CVID disorders. Moreover, many of
these complications might be part of a common altered
immunological substrate resulting in a complex multisystemic
disease that needs to be further characterized (14). The
development of standardized targeted therapies is also required,
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as IgRT only plays a role in preventing infectious disorders. The use
of other anti-inflammatory or immunosuppressant agents for
immune complications is not exempt from serious adverse effects
in these already immunocompromised patients and lacks a wide
body of evidence (15).

Consequently, registries and large cohort studies are needed
in order to provide an updated epidemiological overview of the
clinical spectrum of CVID with less biased results considering
high variability and even regional diversity of these disorders.
The aim of this work was to develop a nationwide, multicenter,
retrospective study over a 3-year period describing
epidemiological, clinical, laboratory, therapeutic, and
prognostic features of CVID patients in Spain.

Material and methods
Study design, setting, and population

A multicenter, cross-sectional, nationwide study of patients
diagnosed with CVID was carried out in Spain from November
2019 to May 2022. A total of 17 hospitals treating PIDs
participated in the creation of the GTEM-SEMI-CVID-
Registry promoted by the Working Group of Minority
Diseases of the Spanish Society of Internal Medicine (GTEM-
SEMI). All patients aged 16 years and above with CVID
diagnosis according to the European Society for
Immunodeficiencies (ESID) registry working definitions (2)
and who were or had been followed up by the participating
units were considered eligible. By protocol, all selected patients
for inclusion were initially screened to confirm CVID diagnosis
according to the consensus ESID criteria, and patients with
definite monogenic immunodeficiencies were not eligible for
inclusion at the time of data collection.

Data collection and variables

The GTEM-SEMI-CVID-Registry systematically compiles
sociodemographic and epidemiological data, genetic
information, infectious and non-infectious comorbidities,
imaging findings, laboratory and histopathological parameters,
treatments, and patient outcomes. All data were collected by
reviewing electronic medical records and included in a
predesigned database.

Demographic data included sex, current age, or age at the
time of death, age at diagnosis, age at clinical onset, diagnostic
delay, first PID-related clinical complication (infection,
dysimmunity, malignancy, or other), and time of follow-up.
Genetic testing, family history, and consanguinity were
recorded. All described genes with variants not listed under
CVID and attributable to defined monogenic PIDs were
compulsorily those of ‘uncertain significance’ or ‘likely benign’,
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according to the Standards and Guidelines for the Interpretation
of Sequence Variants of the American College of Medical
Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology.

History of major bacterial infections, opportunistic, and
recurrent infections were collected, including chronic Epstein-
Barr virus (EBV) and Helicobacter pylori infections. Non-
infectious comorbidities included autoimmune cytopenias,
lymphadenopathies, splenomegaly, hepatomegaly, and clinical
or imaging findings of portal hypertension, systemic
autoimmune disorders, lung, gastrointestinal, cutaneous, and
neurological involvement, as well as cardiovascular comorbidity
and malignancy (both solid and hematological neoplasia).
Furthermore, clinical symptoms such as chronic cough,
dyspnea, chronic diarrhea, and abdominal pain were recorded.
Chronic enteropathy was considered, if the presence of chronic
diarrhea, and/or diagnosed malabsorption were recorded in
absence of documented infection.

Imaging findings were limited to chest CT scanning due to
frequent and potentially severe lung involvement in CVID and
according to the follow-up recommendations of the British
Society for Immunology/United Kingdom Primary
Immunodeficiency Network Consensus on managing non-
infectious complications of CVID (16). Additionally, and
following previous recommendations, lung function tests
(LFT) and values of corrected diffusing capacity of the lungs
for carbon monoxide (¢cDLCO) were also considered.

Laboratory variables included IgG (mg/dL), IgM (mg/dL),
IgA (mg/dL), CD4 cell count (cell/uL), CD8 cell count (cell/uL),
CD4/CDS8 ratio, CD19 cell count (cell/uL), CD3 cell count (cell/
uL), and natural killers (NK) cell count (cell/uL) both at
diagnosis and last determination after treatment, first available
LDL (mg/dL), HDL (mg/dL), triglycerides levels (mg/dL),
positivity at any point of autoantibodies such as antinuclear
antibodies (ANA) -only if titres exceed 1/80-, extractable nuclear
antigens (ENA), rheumatoid factor (RF), antineutrophil
cytoplasmic antibodies (ANCA), and myositis-related and
systemic sclerosis-related antibodies. Due to the high
prevalence of bowel disease, positivity at any point of coeliac-
related antibodies, intrinsic factor, and gastric parietal cells
antibodies (GPC), and HLA DQ2/DQ8 typing were also noted.

Histopathological results of lymph nodes, spleen, liver, lung,
and digestive tract were compiled. In lymph node and spleen
biopsies, the presence of granulomatosis, benign
lymphoproliferation, lymphoma, or other features were
collected. In liver biopsies, evidence of fibrosis or nodular
regenerative hyperplasia (NRH) was registered too. For those
patients who underwent lung biopsy, histologically relevant
findings were classified as lymphoid interstitial pneumonia
(LIP), GLILD, follicular bronchiolitis, granulomas, lymphoma,
and their combinations. Gastric and bowel histology was
comprehensively studied, including variables such as atrophic
gastritis, nodular lymphoid hyperplasia (NLH), intestinal villous
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atrophy, lymphocytic infiltration, eosinophilic infiltration,
absence of plasma cells, presence of granulomas, lymphocytic
colitis, or findings compatible with Crohn’s disease or
ulcerative colitis.

Treatment with IgRT, regime, and route of administration
were also included. Moreover, therapy with all categories of
immunosuppressant agents received at any point of the clinical
history was considered. The GTEM-SEMI-CVID-Registry also
collected the mortality rate, cause of death, and follow-up time
until death in those deceased patients.

Statistics

Owing to the epidemiological and cross-sectional nature of
the study, variables were mainly analyzed using descriptive
statistics. The analyses were performed with R statistical
software version 4.2.1 (R Development Core Team, 2022).
Quantitative data were expressed as mean and standard
deviation (SD). Qualitative data were expressed as absolute
count and percentage of cases, without accounting for non
available values. For subanalyses of variables of interest,
significance was assessed with the %2 or Fisher exact test for
categorical variables and the Student t test for continuous
variables after checking pertinent statistical assumptions. Two-
tailed p-value below 0.05 was considered statistically significant.

Ethical statement

The creation and protocol of the GTEM-SEMI-CVID-
Registry were independently approved by all institutional
Ethical Committees of each participating hospital under their
corresponding registry codes. Anonymity and data
confidentiality of all included patients were ensured in
accordance with the Spanish regulation of observational
studies. The work was performed according to the Declaration
of Helsinki and followed the STROBE guidelines
(Supplementary Material).

Results
Demographics

As of May 2022, a total of 250 patients diagnosed with CVID
were included in the GTEM-SEMI-CVID Spanish Registry. In
our cohort, the mean age was 54.08 (SD 18.22) years old, and 121
patients (48.4%) were male. The mean age at diagnosis was 40.89
(SD 19.74) years old. However, the mean diagnostic delay was
10.01 (SD 13.21) years, while the global mean age at
characteristic symptom onset was 29.8 (SD 20.08) years old.
Most patients initially presented with infectious complications
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(158, 63.2%), followed by non-infectious or neoplastic
complications (83, 33.2%). Two patients presented with non-
Hodgkin lymphoma. Family history and consanguinity were
registered in 226 and 193 patients, respectively. Twenty-seven
(11.95%) patients had a previous family history of CVID.
History of consanguinity was seen in 8 patients (4.14%).
Genetic testing was performed in 99 (39.6%) patients. Genetic
variants were found in 35 patients, and all of them were
considered benign or of unknown significance (Table 1).

Infectious complications

Information on the history of infectious complications of
CVID was available for all patients included in the cohort, with
airway infections being the most common. Almost 65% had
suffered at least one episode of a major bacterial infection, and
pneumonia accounted for most episodes. A history of sepsis,
nevertheless, was only reported in 31 patients. Of all respiratory
infections, more than 50% were recurrent and around 70% of
patients reported a previous history of recurrent upper
respiratory tract infections. Skin, soft tissue, or musculoskeletal
infections were less frequent than opportunistic infections
(considering deep-seated candidiasis, cryptococcosis,
tuberculosis (TBC), and infection by non-TBC mycobacteria,
Pneumocystis jirovecii pneumonia, cytomegalovirus (CMV)
infection, JC virus infection, leishmaniasis or toxoplasmosis
among others). Noteworthy, there were 2 reported cases of
TBC, 3 cases of disseminated CMV infection, and 1 case of
visceral leishmaniasis. Further information is detailed in Table 2.

A significantly higher proportion of patients who suffered
opportunistic infections had received or were under treatment
with corticosteroids (68.2% versus 32.2%, %2 p=0.002).
Additionally, this was also significantly observed when
considering treatment with azathioprine (31.8% versus 10.3%,
%2 p=0.01), as well as the combination of corticosteroids,
azathioprine, and rituximab (20.8% versus 5.3%, x2 p=0.015).
No other significant differences were observed in relation to
rituximab alone or other immunosuppressive treatments, or in
relation to CD4+ cell count and genetic mutations. However, the
genetic information is limited due to the absence of genetic
analysis in a large part of the studied population.

Overview of non-infectious immune
complications

Forty-three patients showed non-infectious immune
complications as the first manifestation of the disease. During
the mean follow-up time until data collection (8.90 years, SD
7.90), the most common immune complication was the presence
of lymphadenopathies (35.2%), closely followed by the
development of immune cytopenias (33.73%), non-infectious
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TABLE 1 List of genetic variants in the Spanish GTEM-SEMI-CVID
Registry.

Genetic variants N
TACI 7
NFKBI 7
CTLA4 5
MBL2 3
IKAROS 2
BTK 1
NFKB2 1
LRBA 1
MLI2 1
PI3KCD 1
PI3KR1 1
PCLG2 1
PTPN2 1
RAGI 1
TFC3 1
CD27 1

N, number of patients with mutations in the mentioned gene.

enteropathy (33.60%) and splenomegaly (33.06%). A total of
19.68% of patients had been previously diagnosed with a
systemic autoimmune disease. Liver disease was less frequent,
with hepatomegaly and liver nodules being found in 18.8% and
6.5% of patients, respectively (Figure 1). Considering GLILD as a
severe lung immune complication in CVID, its presence was
histologically confirmed in 7.69% of patients. Dysimmune

TABLE 2 Descriptive statistics of the major bacterial and the
recurrent infections in the GTEM-SEMI-CVID Registry.

N Frequency (%)
Major bacterial infections
Major bacterial infections 159 63.6
Abdominal infections 29 11.6
Cellulitis 20 8
Febrile UTI 17 6.8
Meningitis 8 32
Opportunistic infections 24 9.64
Osteomyelitis 2 0.8
Pneumonia 146 585
Sepsis 31 124
Recurrent infections
Upper airway 178 70.8
Lower airway 133 532
Gastrointestinal 59 236
Urinary 21 8.4
Intestinal parasitosis 23 92
SST 11 4.4

N, number of patients with the mentioned variable; SST, soft and skin tissue infections;
UTI, urinary tract infections.
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neurological complications were also reported in 15 patients
(6.02%) of the cohort.

Organ-specific manifestations will be described in
detail below.

Systemic autoimmune diseases and
immunosuppressant drugs

Cytopenias were present in 84 patients of the cohort. Two
hundred and thirty-one patients were recorded for the specific
presence of cytopenias. Evans’ syndrome, defined as both the
simultaneous presence of immune anemia and thrombopenia, as
well as leukopenia and thrombopenia were the most frequent
cytopenias in our cohort, reported in 12 and 11 patients,
respectively (5.19% and 4.76%). Isolated immune thrombopenia
and hemolytic anemia were present in 6 (2.60%) and 4 (1.73%)
patients, respectively. Isolated immune neutropenia was reported in
4 patients (1.73%).

Autoimmunity was present in 49 patients (19.68%) (Figure 1).
The most common rheumatic disease in our cohort was ankylosing
spondylitis, with a prevalence of 2.41% (6 cases), closely followed by
sarcoidosis (2% and 5 cases). Systemic lupus erythematosus (SLE)
and unspecified vasculitis had been diagnosed in 2 patients each
(0.80%), and only 1 case of Sjogren syndrome and rheumatic
polymyalgia were described (Figure 2). No reports on other
autoimmune diseases such as systemic sclerosis or rheumatoid
arthritis were seen. Type 1 diabetes mellitus was reported in 7
patients (2.81%) (Figure 2). Antinuclear antibodies (ANA),
extractable nuclear antigen antibodies (ENA) and anti-neutrophil
cytoplasmic antibodies (ANCA) were positive in 8.84% (17), 1.77%
(2), and 2.86% (4) of determinations. Of all patients, 94 had received
pharmacological immunosuppressant or immunomodulatory
treatments (Table 3). Corticosteroids (34.17%), followed by
azathioprine (12.24%) and rituximab (12.23%) were the most
frequently used immunosuppressant agents, mainly targeting
CVID immune complications such as cytopenias,
lymphoproliferation, and autoimmune disorders

Eighty-one patients had received or were under
corticosteroid treatment at the time of inclusion, of which 52
presented autoimmune cytopenias, 14 had histologically
confirmed GLILD, and 24 patients suffered intestinal
malabsorption. Azathioprine had been administered in 21
patients affected by immune cytopenias and 12 patients with
confirmed GLILD. Rituximab therapy was the most used
monoclonal antibody, and it had been administered in 24
patients with immune cytopenias, 14 patients with GLILD and
in 6 patients who suffered non-Hodgkin lymphoma. Seventeen
patients received treatment with all three agents, of which 10
patients presented coexistence of autoimmune cytopenias and
GLILD. Further information on significant immunosuppressant
therapies and the observed comorbidities in these patients can be
consulted in the Supplementary S1 File.
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FIGURE 1
Summary of major comorbidities of the CVID patients included in the GTEM-SEMI-CVID Registry. Pop., number of patients for whom
information on the specified variable was available.
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Summary of main immune complications of the CVID patients included in the GTEM-SEMI-CVID Registry. CNS, central nervous system. Pop.,
number of patients for whom information on the specified variable was available.
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Spleen and lymph node involvement

The presence of significant lymphadenopathies was
observed in 88 patients. Half of them (18) had undergone a
lymph node biopsy. Eighty-two patients (33.06%) presented
splenomegaly (Figure 1), but a splenic biopsy was only
performed in 4 patients due to high hemorrhagic risk. Benign
lymphoproliferation (65.91% of lymph node biopsies and 50% of
spleen biopsies) and node granulomatosis (44.45% of lymph
node biopsies and 75% of spleen biopsies) were the most
frequent histological findings for both organs. Further
histological data are detailed in Table 4.

Liver involvement

In 47 patients (18.8%), hepatomegaly was documented on
imaging tests regardless of the presence of splenomegaly. Liver
nodules were observed in 16 patients (6.5%). Clinical, laboratory,
imaging, or endoscopic evidence of portal hypertension was present
in 19 patients (7.75%), and liver biopsy had been performed in 12
individuals (4.8%) during follow-up. As seen in Table 4, liver
nodular hyperplasia was the most frequent histological finding
(58.33%) followed by liver granulomatosis (41.67%).

Lung involvement

Non-infectious lung disease was extraordinarily frequent
and was seen in almost 60% of CVID patients (Figure 1).

10.3389/fimmu.2022.1033666

Nevertheless, less than 25% of them reported chronic dyspnea
or cough as the most frequent clinical manifestation (Table 5).
High-resolution CT (HRCT) scanning had been performed for
nearly 65% of the patients and isolated bronchial affectation,
mainly bronchiectasis was the most frequent imaging finding
(35%). Lung parenchymal involvement was observed in 15% of
the patients, and the most regularly described radiological
pattern was compatible with lymphoid interstitial pneumonia
(13.83% of HRCT scans). Almost 80% of the patients had
undergone LFT during follow-ups. Normal results were
obtained in 56.90% of them and an obstructive spirometry
pattern was seen in 27.59%. The mean ¢cDLCO was 73.62
(21.28 SD). Further data are detailed in Table 5. Thirty-one
patients underwent lung biopsy. Histological results concurred
with imaging observations, and combined lymphocytic
interstitial pneumonia and granulomatosis were the most
frequent findings (25.81% of lung biopsies), as seen in Table 4.
Confirmed GLILD according to the British Lung Foundation
Criteria (15) was seen in 17 patients (Table 5).

Digestive tract involvement

Gastrointestinal affectation was common (40.56%) but also
highly variable. Non-infectious diarrhea was reported in 83
patients (33.60%) (Figure 1). However, proved malabsorption
was diagnosed in 30 patients (23.81%). Determination of H.
pylori infection was performed in 126 patients, with a prevalence
in our population of 23.81%. Screening for coeliac, anti-gastric
parietal, and anti-intrinsic factor antibodies, as well as screening

TABLE 3 History of immunosupressant treatment in the GTEM-SEMI-CVID Registry.

Patients who received immunosuppressant therapies
Corticosteroid treatment
Antimalarial treatment
Abatacept

Anakinra

Azathioprine
Belimumab
Cyclophosphamide
Cyclosporin

Etanercept

Infliximab

Mofetil mycophenolate
Methotrexate
Rituximab

Sirolimus

Tacrolimus

N, number of patients that received each treatment.
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N Frequency (%)
94 38.68
81 34.17
6 255
1 042
0 0
29 12.24
0 0

1 042
2 084
0 0

5 212
9 381
2 084
29 12.23
2 084
7 296
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TABLE 4 Lymph node, spleen, liver, lung, and gastrointestinal histopathology of GTEM-SEMI-CVID Registry.

Lymph node biopsy

Node granulomatosis

Node lymphoma

Node benign lymphoproliferation
Other

Spleen biopsy

Spleen granulomatosis

Spleen lymphoma

Spleen benign lymphoproliferation
Other

Liver biopsy

Liver granulomatosis

Liver fibrosis

Liver benign lymphoproliferation
Liver nodular hyperplasia

Lung biopsy

Follicular bronchiolitis
Granulomatosis

Advanced interstitial pneumonia
Lymphocytic interstitial pneumonia
Lymphocytic i itial p ia and bronchioliti
Lymphocytic i itial p ia and granul
Other

Diagnosed GLILD
Gastroduodenal biopsy

Small intestine biopsy

Colon biopsy

Histological findings

Atrophic gastritis

Gast I nodular lymphoid h lasi

P PEP

Inflammatory bowel disease
Intestinal eosinophilic infiltrate
Intestinal plasmatic cell absence
Intestinal granulomatosis
Intestinal lymphocytic infiltrate
Lymphocytic colitis

Villous atrophy

for HLA DQ2/DQ8, was carried out in 241, 71, 53, and 33
patients obtaining a positive result in 3.73%, 19.72%, 3.77%, and
24.24%, respectively. Gastroduodenal, small intestine, and colon
biopsies were performed in 95, 49, and 76 patients,
correspondingly. Histological findings are detailed in Table 4.
To highlight, lymphoid nodular hyperplasia, lymphocytic
infiltrate, and intestinal absence of plasma cells were the most
common traits. Atrophic gastritis was observed in 27.36% of the
patients (Figure 2).
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N Frequency (%)
44 17.89
20 44.45
9 20.45
29 65.91
1 227
4 1.6
3 75

1 25
2 50

1 25
12 4.8
5 41.67
3 25

1 833
7 58.33
31 13.06
2 645
1 322
1 322
7 22.58
1 322
8 25.81
13 41.94
17 7.69
95 38.61
49 20.16
76 31.27
26 27.36
38 40
14 15.38
9 947
35 39.66
5 337
37 38.95
16 18.39
2 27.08

Involvement of other organs: cutaneous
and neurological manifestations

Skin disorders were reported in 67 patients in our cohort
(26.91%) (Figure 1). The most frequent lesions were eczema, in
22 patients (8.83%); psoriasis, in 10 patients (4.02%) (Figure 2);
followed by vitiligo and alopecia, both recorded for 6 patients
(2.41%). The presence of warts was registered for 3 patients
(1.20%). However, the occurrence of other non-specified lesions
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TABLE 5 Lung disease in the GTEM-SEMI-CVID Registry.

Lung disease

Dyspnoea

Cough

Chest HRCT performed
Normal

Bronchial

Parenchymatous

Bronchial and parenchymatous
Bronchial, parenchymal and pleural
Bronchial and pleural
Parenchymal and pleural
Radiological patterns

Respiratory bronchiolitis and interstitial lung disease

Desq ive interstitial p
Lymphocytic interstitial pneumonia
Non-specific interstitial pneumonia
Usual interstitial pneumonia
Normal

Lung function test (LFT)

LFT pattern

Normal

Obstructive

Restrictive

Mixed

Diagnosed GLILD

GLILD, granul Iymph

10.3389/fimmu.2022.1033666

N Frequency (%)
147 59.03
48 19.91
56 23.14
158 64.49
67 33.33
72 35.82
31 15.42
2 11.94

2 1

2 1

3 149

1 053

1 053
26 13.83
10 532

1 053
149 79.26
188 79.66
99 56.9
48 27.59
13 747
14 8.05
17 7.69

ytici itial lung disease; HRCT, high resolution ¢

of a wide nature (cutaneous neoplasms, nevi, among others) was
reported in 37 individuals.

The presence of non-infectious neurological involvement
was also studied. Five patients (2.01%) presented both
intellectual disability and peripheral neuropathy of diverse
severity and etiology. Of note, 4 patients suffered epilepsy
(1.60%) and immune demyelinating lesions and transverse
myelitis were described in 2 cases each (Figure 2). One episode
of subacute sclerosing panencephalitis with severe sequelae was
reported after measles vaccination in an undiagnosed CVID
patient at that moment.

Neoplastic complications

Prevalence of both solid and hematological malignancies
from inclusion to follow-up was 15.26% (38 cases) (Figure 1).
Non-Hodgkin B lymphoma (11 cases and 4.41%) was the most
frequent malignancy in our population. Gastric cancer and lung
adenocarcinoma were reported in 5 (2.01%) and 3 (1.20%)
patients, respectively. Interestingly, only 2 cases of colorectal
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graphy; LFT, lung function test; N, number of patients with the mentioned variable

cancer, as well as 1 case of breast cancer and prostate cancer were
diagnosed. Of note, 3 patients reported basal cell carcinomas,
and 1 patient was diagnosed with both basal cell and skin
squamous cell carcinoma of the skin. The remaining 7 cases
were diagnosed with other less frequent tumors (namely,
myeloma, splenic lymphoma, thyroid, renal, uterine, or
cervical cancer).

Other comorbidities

The prevalence of diseases resulting in increased
cardiovascular events such as hypertension, type 2 diabetes
mellitus (DM), dyslipidemia, and gout were seen in 52, 22, 41,
and 4 individuals (namely, 20.88%, 8.84%, 16.65%, and 1.61%).
Eighteen patients (7.23%) presented heart failure, 5 (2%) had
suffered a stroke, and 3 (1.20%) reported peripheral arteriopathy.
Chronic kidney disease was documented in 12 patients (4.82%).
Venous thromboembolic disease was reported in 7
patients (2.81%).

frontiersin.org

78

RESULTADOS




Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable coi
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Li

Cabariero-Navalon et al.

Immunological parameters

Immunoglobulin levels at diagnosis as well as lymphocyte
subpopulation cell count are detailed in Table 6. There was wide
variation in the immunoglobulin levels and B and T cell
subpopulations cell counts.

IgRT and mortality

Two hundred and fourteen patients were under active
treatment with IgRT. Remarkably, 29 patients were not being
treated or had received IgRT at the time of data collection, and 3/
2%had already died. Therapeutic information was lacking for 8
patients in the national cohort. No differences were observed in
the baseline epidemiological features of patients in the non-
treated group, being only discretely younger than the treated
group (46.10 vs 51.51 years). Intravenous route (IVIgRT) was
preferred (124 patients, 57.94%) over subcutaneous (SCIgRT)
(88, 41.12%) or intramuscular (IMIgRT) (1, 0.47%) routes. All
patients received IVIgRT at the hospital, and most patients
under SCIgRT (74 patients) administered it at home, or both (5).

Fifteen patients had died until the time of data collection,
meaning a mortality rate of 6% in our cohort until data cut-off,
with a mean age at death of 57 years old (SD 20.16) and a follow-
up time until death of 7.6 years (SD 7.75). Non-infectious
complications such as chronic respiratory failure (3 patients),
solid or hematological malignancies (3 patients), or dysimmune
complications (3 patients) were more frequent than infectious
complications (3 patients) when analyzing the cause of death.

Discussion

The GTEM-SEMI-CVID-Registry systematically compiles
the current clinical profile of 250 patients diagnosed with
CVID in Spain on the basis of a nationwide multicentric
approach. Hence, a complete, updated, and integrated view of

10.3389/fimmu.2022.1033666

the CVID dinical course is detailed in this study, which increases
the available data provided by other CVID cohorts.

In line with previous reports, the mean diagnostic delay in
our study was around 10 years (8, 19, 20), and most patients
initially presented with infectious complications followed by
non-infectious immune disorders. However, the current
diagnostic delay appears higher than previously reported in
partial cohorts in our country, which ranged from 4-6 years
(4). More than one-third of the patients in our cohort showed
lymphadenopathies and splenomegaly in their follow-up, and
more than 30% presented immune cytopenias, with a higher
prevalence than in other international cohorts, possibly due to a
relatively higher mean age of our patients and longer disease
evolution (8, 14, 17, 19) (Figures 1, 2). Remarkably, Evans’
syndrome was the most frequently described immune cytopenia
instead of isolated ITP as previously described (5, 8, 14).
Furthermore, systemic autoimmunity was reported in 20% of
the patients, with anchylosing spondylitis being the most
frequent rheumatic disease. This highlights the present need
for developing referral protocols allowing an earlier diagnosis,
which should include not only repeated infections as the main
red flag for suspecting CVID and other immunodeficiendies (21,
22) but also immune disorders and organ lymphoproliferation.

Since the introduction of IgRT, infectious complications are
not the main cause of morbimortality in CVID patients (5), as
illustrated in this series. For more than a decade, SCIgRT has
been introduced as a successful alternative to conventional
IVIgRT with optimal IgG trough levels, fewer side effects,
better health-related quality of life, patient empowerment, and
faster functional recovery with less contact with the healthcare
environment (23). Nevertheless, less than half of the patients
received SCIgRT and IVIgRT was preferred by almost 60%.
Through these data, practitioners should be encouraged to
consider switching IVIGRT to SCIgRT for qualified patients
with CVID.

Non-infectious lung disease was extraordinarily frequent in
our registry affecting approximately 60% of the patients, which
shows a higher prevalence than previously known (5, 8, 14)
(Figure 1). Bronchiectasis was the most frequent imaging finding

TABLE 6 Data on mmunoglobulin levels and lymphocyte subpopulations count in the GTEM-SEMI-CVID Registry.

Mean
Serum IgG levels at diagnosis (mg/dL) 403219
Serum IgA levels at diagnosis (mg/dL) 47.09
Serum IgM levels at diagnosis (mg/dL) 53.3
Total lymphocyte count at diagnosis (cell/uL) 1794.05
CD3 cell count at diagnosis (cell/uL) 1302.81
CD4 cell count at diagnosis (cell/uL) 678.9
CD8 cell count at diagnosis (cell/uL) 520.6
CD19 cell count at diagnosis (cell/uL) 231.22

SD, standard deviation.
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Median SD Interquartile range

382 218.65 290.25

15 7826 51.83

26 88.88 54.25
1500 105595 966.5
1151 708.06 774

616 427.81 436

432 393 453

178 1921 19275
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(35%) in consonance with previous studies (14). This could be
due to chronic and repeated infections rather than local immune
dysregulation (24). However, lung parenchymal involvement
was observed in around 15% of the patients, mainly as
lymphoid interstitial pneumonia. Despite the high prevalence
of lung disease, less than 65% of the patients included in the
cohort underwent a HRCT. This advocates that some patients
with subclinical affectation may have been underdiagnosed in
our cohort, as only around 20% experienced respiratory clinical
manifestations such as cough or dyspnea. In line with this,
histologically confirmed GLILD was only seen in 17 patients; a
notably lesser prevalence than expected according to previous
evidence (25, 26). This emphasizes the need for a further active
search for chronic lung disease in the follow-up of these patients
despite being asymptomatic or paucisymptomatic, as it has been
associated with poorer clinical outcomes (8, 27).

In the GTEM-SEMI-CVID Registry, gastrointestinal disease
was observed in more than 40%, which is the high end of
previously reported data (range: 9 - 44%) (8, 14, 17, 19, 20,
28). Intestinal lymphocytic infiltration was the most common
histological finding, being present in almost 40% of the biopsies,
as recently published (14).

These results concur with growing evidence supporting
disseminated benign lymphoproliferation and infiltration as
one of the main characteristics of abnormal immunity in
CVID patients, which may result in organ dysfunction at
different levels. Among biopsied organs in our cohort, benign
lymphoproliferation was the principal histopathological
alteration, except for spleen and liver, where granulomatosis
was observed in 75% and 42% of the biopsies, respectively.
Interestingly, in non-lymphoid organs, lymphocytic infiltration
was more frequent in gastrointestinal tract, probably due to the
continuous antigen-lymphocyte interaction with local
microbiota. Many studies have shown increased permeability
of the gut barrier which results in microbial translocation and
local inflammation, both endpoints of the systemic immune
activation that was expressed in the histological findings of the
patients in our cohort (29-31).

This coexistence of immunodeficiency and immune
dysregulation with diffuse lymphocytic infiltration and
autoimmune disorders in CVID patients seems paradoxical,
requiring the use of immunosuppressant treatments on already
immunosuppressed patients. In our case, almost 40% of the
individuals had received immunosuppressant therapies, mainly
corticosteroids followed by azathioprine and, notably, rituximab.
These agents were mainly used to treat immune cytopenias,
granulomatous or lymphocytic disorders, and other
autoimmune complications. Given their risk of adverse effects,
the need for these therapies reveals an important therapeutic
complexity (32), especially considering the relatively high
prevalence of opportunistic infections in our cohort, of up to
9.64% with clear relation to some of the most frequently used
treatments. Further pathophysiological studies are needed to
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unravel the genetic and molecular pathways driving CVID
dysimmunity that will allow the development of targeted
therapies with fewer side effects.

In this regard, the presence of persistent abnormalities in
immune activation and systemic inflammation have been related
to an increased risk of cardiovascular disease (33, 34). Although
the chronic proinflammatory state of CVID could be related to
higher cardiovascular risk, evidence is still scarce (35-37).
Nonetheless, the prevalence of cardiovascular comorbidities
was not increased in our series when compared to the Spanish
general population of the same age group. For instance,
hypertension and type 2 DM are found in 42.6% and 14.8% of
the Spanish adult population respectively, whereas in our study,
the global prevalence of hypertension and type 2 DM was
20.88% and 8.84%, respectively. Chronic kidney disease (CKD)
accounted for 4.82% of the patients in our registry, while the
global prevalence of CKD is 15.1% for the Spanish adult
population (38, 39). Studies aiming to profile the
cardiovascular risk in CVID are needed to overcome this large
knowledge gap.

Moreover, in the literature, patients with CVID have a
significantly higher risk of both hematological and solid
malignancies, with a described prevalence of approximately
10% (ranging from 1.5 - 20.7%). The overall prevalence of
cancer in our registry was one of the highest reported to date,
of up to 15.26% (5, 13, 14, 39-42) (Figure 1). As with immune
complications, the higher mean age in the Registry as well as the
diagnostic delay could partially explain these findings (13). In
line with previous evidence, non-Hodgkin B lymphoma was the
most frequently reported malignancy, followed by gastric cancer,
lung tumors, and cutaneous malignancies. Despite the declining
incidence of gastric cancer in older reports (43, 44), the
prevalence of 2% in this series is significantly higher compared
to the other recent studies (5, 14). The fact that approximately
half of all patients had been actively investigated for the presence
of H. pylori may have contributed to these higher figures and
indicates the need for periodical screening for this infection in all
CVID patients.

Several important limitations deserve mention. Firstly, this is
a retrospective cohort study. Despite a systematic and closed
form with clear instructions and definition of variables was
provided, data were collected by a large number of researchers
which could have led to heterogeneity in data input and
validation. In fact, due to the retrospective approach based on
the review of electronic clinical records, some information was
not available, thus limiting its extrapolation to the general
population with CVID. Secondly, despite the large number of
clinical and complementary variables included in the registry,
other important variables such as a complete cardiovascular risk
evaluation, other received treatments apart from
immunosuppressants and immunoglobulins, and complete
lymphocyte subpopulation counts, among others, were not
included. Noteworthy, only adult individuals were included,
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and many hospitals were not reference institutions for treating
PIDs. This fact might have influenced the follow-up of CVID
patients but is a clear reflection of the Spanish reality in the
diagnosis, management, and treatment of this heterogeneous
disease. Finally, this study was conceived from a descriptive
approach, and no inferential analyses were performed. Data
from the GTEM-SEMI-CVID Registry will be used for the
design of further studies aiming to characterize and compare
patient subpopulations.

Conclusion

This is the first nationwide multicentric study on CVID
patients in Spain including both secondary and tertiary referral
hospitals. The data provided by this work stress the need for
developing national guidelines to optimize the diagnosis and
management of these patients. Chronic dysimmune
complications have emerged as the main cause of morbidity and
mortality after the introduction of IgRT and pose a great challenge
for dlinicians treating PIDs. The lack of effective treatments and the
use of immunosuppressants for the management of these disorders
emphasizes the importance of basic and translational research
delving into the pathophysiological pathways involved in immune
dysregulation and diffuse lymphocytic infiltration. This would
reveal new tailored strategies to reduce immune complications,
the associated healthcare burden, and ensure a better quality of life
for CVID patients. Moreover, evidence on cardiovascular disease
in CVID is lacking and new studies should be designed to address
this considerable knowledge gap. Finally, further studies with a
large sample size in other regions, and meta-analyses of current
evidence are needed to improve the epidemiological knowledge of
this complex and heterogeneous disorder.
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Supplementary material

Table S1. Comorbidities of patients who had received or were under corticosteroid treatment.

Total number of patients N=81
who had received or were
under corticosteroid

treatment
Autoimmune cytopenia N=52
Enteropathy N=24
GLILD N=14
NHL N=9
Ankylosing spondylitis N=4
Demyelinating CNS N=2

disease

Transverse myelitis
Optic neuritis

SLE

Peripheral neuropathy
Sjogren disease

ZZ%ZZ
N Y )

CNS, Central Nervous System; GLILD, Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease;
N, number of patients who had received or were under the specified treatment; NHL, Non-
Hodgkin lymphoma; SLE, Systemic Lupus Erythematosus

Table S2. Comorbidities of patients who had received or were under azathioprine treatment.

Total number of patients N=29
who had received or were
under azathioprine

treatment
Autoimmune cytopenia N=21
GLILD N=12
Enteropathy N=8
NHL N=4
Transverse myelitis N=1
Ankylosing spondylitis N=1
Vasculitis N=1

GLILD, Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease; N, number of patients who had
received or were under the specified treatment; NHL, Non-Hodgkin lymphoma
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Table S3. Comorbidities of patients who had received or were under rituximab treatment.

Total number of patients N=29
who had received or
were under rituximab

treatment
Autoimmune cytopenia N=24
GLILD N=14
Enteropathy N=4
NHL N=6
Transverse myelitis N=1
Optic neuritis N=1
Demyelinating CNS N=1

disease

CNS, Central Nervous System; GLILD, Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease;
N, number of patients who had received or were under the specified treatment; NHL, Non-
Hodgkin lymphoma

Table S4. Comorbidities of patients who had received or were under corticosteroids, rituximab,
and azathioprine.

Total number of patients N=17
who had received or were

under corticosteroids,

azathioprine, and

rituximab treatment

GLILD + autoimmune N=10
cytopenia

GLILD N=1

Enteropathy N=3

Autoimmune cytopenia N=2

NHL N=3

Transverse myelitis N=1

GLILD, Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease; N, number of patients who had
received or were under the specified treatment; NHL, Non-Hodgkin lymphoma
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Table S5. Comorbidities of patients who had received or were under mycophenolate mofetil
treatment.

Total number of patients N=9
who had received or were

under mycophenolate

mofetil treatment

Autoimmune cytopenia N=4
GLILD N=4
Enteropathy N=2

GLILD, Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease; N, number of patients who had
received or were under the specified treatment.

Table S6. Comorbidities of patients who had received or were under tacrolimus treatment.

Total number of patients N=7
who had received or were
under tacrolimus

treatment
Autoimmune cytopenia N=2
GLILD N=1
Enteropathy N=3
Demyelinating CNS N=1
disease
Transverse myelitis N=1
Optic neuritis N=1

CNS, Central Nervous System; GLILD, Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease;
N, number of patients who had received or were under the specified treatment; NHL, Non-
Hodgkin lymphoma

Table S7. Comorbidities of patients who had received or were under antimalarial treatment.

Total number of patients N=6
who had received or were

under antimalarial

treatment

Autoimmune cytopenia N=5

SLE + autoimmune N=2
cytopenia

SLE N=1

N, number of patients who had received or were under the specified treatment; SLE, Systemic
Lupus Erythematosus.
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Identificacidon de parametros clinicos, de laboratorio y de
imagen para la prediccion y diagndstico de la Enfermedad

Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica asociada
a la Inmunodeficiencia Comun Variable

Resumen en castellano:

La EPIGL es una enfermedad pulmonar intersticial con caracteristicas clinicas, radiolégicas y
anatomopatolégicas distintivas que se desarrolla en el 9% al 30% de los pacientes con IDCV. A
menudo relacionado con trastornos disinmunes extrapulmonares, se asocia con dafio pulmonar
a largo plazo y peor pronoéstico. El objetivo de este estudio fue explorar el uso potencial de la
integracion entre parametros clinicos, variables de laboratorio y scores de valoracion de
imagenes de TC desarrollados para mejorar la precision diagnéstica de herramientas no

invasivas.

Se realiz6 un estudio transversal retrospectivo de 50 pacientes con IDCV en una unidad de
referencia de inmunodeficiencias primarias. Las variables clinicas incluyeron datos demograficos
y comorbilidades; parametros analiticos con niveles de inmunoglobulinas, metabolismo de lipidos
y subpoblaciones de linfocitos; y también, se recogieron parametros radioldgicos y de pruebas
de funcién pulmonar. Para la valoracion sistematica de las imagenes radiol6gicas, se utilizo el
score GLILD de Baumann. Este sistema fue validado externamente por dos observadores en
TCAR. Se desarroll6 un modelo predictivo exploratorio mediante seleccién de variables utilizando
un modelo elastic net, y regresiobn bayesiana. Posteriormente se evalué su capacidad
discriminativa mediante el estadistico ¢ o area bajo la curvay se llevé a cabo su validacién interna

mediante remuestreo bootstrap.

Finalmente, en el modelo se incluyé la presencia de adenopatias (OR ajustado 9,42),
esplenomegalia (OR ajustado 6,25), puntuacion GLILD de Baumann (OR ajustado 1,56) y
recuento de células CD8+ (OR ajustado 0,9). El mayor rango de valores del score GLILD validado
de Baumann le confiri6 un mayor impacto predictivo y diagnéstico en el modelo. El estadistico k
de Cohen fue de 0,832 (IC 95% 0,70-0,90), mostrando una alta concordancia entre ambos
observadores. El modelo combinado mostré una muy buena capacidad de discriminacién con un
AUC validada internamente de 0,969.

Todavia no se han desarrollado estudios de cohortes longitudinales para determinar los factores
de riesgo de EPIGL, y no existen estudios sobre la precision de modelos predictivos que
combinen variables clinicas, analiticas y de imagen para su diagnéstico, principalmente debido
a la naturaleza de la enfermedad. Esto es de notable importancia, especialmente considerando
que se sugiere que la EPIGL es el componente pulmonar de un proceso disinmune generalizado

en pacientes con IDCV que conduce a una enfermedad linfoproliferativa multisistémica.
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Ademas, su diagndstico histolégico definitivo mediante biopsia pulmonar conlleva una carga
afladida de morbilidad y mortalidad, con tasas de mortalidad en enfermedades intersticiales

pulmonares que alcanzan el 1,7% en procedimientos programados.

Nuestros hallazgos ponen de manifiesto el potencial de modelos combinados que integren la
clinica, las pruebas de laboratorio y los métodos sistematicos o scores de valoracion de imagenes
radioldgicos de TC para mejorar la precision del diagnostico no invasivo de la EPIGL. Si bien
este estudio esta limitado por el tamafio muestral y supone un abordaje exploratorio, tras futuras
investigaciones y validaciones de estos sistemas en cohortes mayores, estas herramientas
podrian, idealmente, incluso desplazar a las técnicas de diagnéstico agresivas como la biopsia
pulmonar en pacientes seleccionados. Ademas, estos resultados resaltan la necesidad de
estudios idealmente prospectivos y de mayor tamafio para desentrafiar la fisiopatologia de la
EPIGL y desarrollar métodos de diagndstico alternativos que permitan un diagndstico temprano

que conlleve una mayor supervivencia de los pacientes.

Este articulo fue publicado en la revista Frontiers in Immunology:

Cabanero-Navalon MD, Garcia-Bustos V, Forero-Naranjo LF, et al. Integrating
Clinics, Laboratory, and Imaging for the Diagnosis of Common Variable
Immunodeficiency-Related Granulomatous-Lymphocytic Interstitial Lung Disease.
Front Immunol. 2022 Feb 23;13:813491. doi: 10.3389/fimmu.2022.813491.
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Background: Granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease (GLILD) is a distinct
clinic-radio-pathological interstitial lung disease (ILD) that develops in 9% to 30% of
patients with common variable immunodeficiency (CVID). Often related to extrapulmonary
dysimmune disorders, it is associated with long-term lung damage and poorer clinical
outcomes. The aim of this study was to explore the potential use of the integration
between clinical parameters, laboratory variables, and developed CT scan scoring
systems to improve the diagnostic accuracy of non-invasive tools.

Methods: A retrospective cross-sectional study of 50 CVID patients was conducted in a
referral unit of primary immune deficiencies. Clinical variables including demographics and
comorbidities; analytical parameters including immunoglobulin levels, lipid metabolism,
and lymphocyte subpopulations; and radiological and lung function test parameters were
collected. Baumann's GLILD score system was extemnally validated by two observers in
high-resolution CT (HRCT) scans. We developed an exploratory predictive model by
elastic net and Bayesian regression, assessed its discriminative capacity, and internally
validated it using bootstrap resampling.

Results: Lymphadenopathies (adjusted OR 9.42), splenomegaly (adjusted OR 6.25),
Baumann's GLILD score (adjusted OR 1.56), and CD8+ cell count (adjusted OR 0.9) were
included in the model. The larger range of values of the validated Baumann’s GLILD HRCT
scoring system gives it greater predictability. Cohen’s x statistic was 0.832 (95% CI 0.70-
0.90), showing high concordance between both observers. The combined model showed
a very good discrimination capacity with an interally validated area under the curve (AUC)
of 0.969.
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Conclusion: Models integrating clinics, laboratory, and CT scan scoring methods may
improve the accuracy of non-invasive diagnosis of GLILD and might even preclude
aggressive diagnostic tools such as lung biopsy in selected patients.

Keywords: GLILD, CVID,

variable immt

y, interstitial lung disease, predictive model, diagnosis,

scoring system, splenomegaly

INTRODUCTION

Common variable immunodeficiency (CVID) constitutes a
group of primary antibody deficiency disorders characterized
by decreased IgG serum levels together with decreased IgA and/
or IgM levels and reduced antibody response to immunization or
infections (1). Nowadays, thanks to the introduction of
immunoglobulin replacement therapy (IgRT), infectious
diseases are not the main cause of morbidity and mortality in
CVID patients. Non-infectious complications such as
autoimmune or benign lymphoproliferative disorders (2, 3)
have emerged as the comorbidities with a larger impact on
prognosis and quality of life over infections involving up to
70% of patients (4). Nevertheless, their pathophysiology and the
mechanisms by which they affect determined subsets of CVID
patients are still poorly understood.

Granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease
(GLILD), a non-infectious lung complication, develops in 9%
to 30% of patients with CVID (5, 6) and has been associated with
long-term lung damage and poorer clinical outcomes in
symptomatic patients (7, 8). After the Delphi consensus,
GLILD has been defined as a distinct clinic-radio-pathological
interstitial lung disease associated with lymphocytic infiltrate
and/or granuloma in the lung and in whom other conditions
have been considered and where possible excluded (9). Several
radiological scoring systems for CT scans have recently been
designed to evaluate the degree of lung injury in patients with
CVID and to phenotype CT scans of GLILD patients (10, 11).
However, the definite diagnosis requires both radiological and
histopathological assessment of the lung, mainly through
techniques such as transbronchial biopsy or video-assisted
thoracoscopic (VATS) biopsy that entails important morbidity.
Furthermore, it has been revealed as a major cause of death in
CVID patients with non-infectious comorbidities owing to the
lack of tools aiding its early clinical suspicion and diagnosis, as
well as undefined therapeutic strategies (12). There is still no
worldwide consensus on GLILD treatment and data on patients’
overall survival, and quantitative well-controlled evidence is
lacking (12). Several immunosuppressants such as
corticosteroids, cyclosporine, infliximab, azathioprine, and
rituximab are being used, with variable efficacy (12, 13).

Some authors have demonstrated a significant association
between GLILD and other dysimmune phenomena such as
immune thrombocytopenic purpura (ITP), autoimmune
hemolytic anemia (AIHA), and lymphatic hyperplasia of the
spleen, liver, and lymphadenopathies (14-16). Similarly, ITP and
AIHA have been related to the development of granulomas in
any tissue (6, 17); and therefore, GLILD may not be exclusively

considered as a localized form of lymphoproliferation, as it has
been suggested in some works evaluating the features of the
disease using 8E_FDG PET/CT (18, 19).

Further evidence is hence required on the independent
predictors of GLILD in CVID (20). Less invasive alternative
diagnostic approaches must be defined to reduce the
morbimortality caused by lung biopsy and diagnostic delay,
especially after diagnostic tools combining clinical, radiological,
and analytical information are lacking.

The aim of this study was to explore the potential use of the
integration between clinical and laboratory parameters
associated with GLILD in patients with CVID, as well as
develop CT scan scoring systems after external validation in
order to improve the diagnostic predictability of non-invasive
tools in a reference unit of primary immunodeficiencies.

MATERIAL AND METHODS
Study Design and Setting

A cross-sectional study was conducted via a retrospective review
of electronic medical records of patients with a diagnosis of
CVID in the Primary Immune Deficiencies Unit of the
Department of Internal Medicine of the University and
Polytechnic Hospital La Fe (UPHLF). UPHLF is a university
hospital with 996 beds providing tertiary care in Valencia, Spain,
and has an assigned population of 300,000. Patients with primary
immunodeficiencies from the Valencian Community
(population, 5,000,000) in the Spanish Mediterranean region
are referred to the UPHLF Primary Immune Deficiencies Unit.

Patients with CVID diagnosis aged 18 years and above in
follow-up by the Primary Immune Deficiencies Unit were
considered eligible. These selected patients were screened to
confirm CVID diagnosis according to the European Society for
Immunodeficiencies (ESID) registry working definitions (21) for
inclusion in the study. Cases were defined as patients with a chest
high-resolution CT (HRCT) scan consistent with GLILD, a
bronchoalveolar lavage excluding infectious pneumonia, and
histological confirmation of GLILD after lung biopsy through
both video-assisted thoracoscopic surgery (VATS) or
transbronchial biopsy excluding malignancy (22). The final
GLILD diagnosis was established after discussion in a
multidisciplinary team involving a clinical immunologist,
thoracic radiologist, pathologist, pneumologist, and internal
medicine specialist in primary immunodeficiencies. Controls
were defined as patients with CVID in the absence of
interstitial lung disease. Patients with interstitial lung disease
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with no histological confirmation of GLILD or alternative
diagnoses were excluded.

At the time of enrolment, both GLILD cases and controls
were required to have at least one HRCT scan; IgG, IgA, IgM,
low-density lipoprotein (LDL), high-density lipoprotein (HDL),
and triglyceride levels at last follow-up prior to diagnosis or
GLILD immunosuppressant therapy; one abdominal ultrasound;
clinical history regarding cancer, enteropathy, autoimmune
cytopenia, and lymphoproliferation; and B- and T-cell
subpopulation count by flow cytometry, similar to previously
described (16).

This study was approved by the Ethical Committee of Health
Research Institute La Fe with registry code 2020-359-1 and was
performed according to the Declaration of Helsinki.

Data Collection
Several parameters were investigated for all patients:

- Demographic variables included sex, age, and date of diagnosis.

-Clinical parameters included type 1 diabetes mellitus,
polyarthritis, dermatitis, hemolytic autoimmune anemia,
ITP, Evans syndrome, generalized lymphadenopathies
present at chest CT and/or CT-PET scans, splenomegaly
(craniocaudal length >12 cm diagnosed after an abdominal
ultrasound or CT scan), hepatopathy (elevation of liver
enzymes, abnormal image findings in abdominal ultrasound
or CT scan, or portal hypertension), frequent respiratory
airway infections (=3/year), enteropathy (chronic diarrhea
or abnormal findings in a digestive tract biopsy), and presence
of both solid and hematologic malignancy.

-Laboratory variables included IgG (mg/dl), IgM (mg/dl), IgA
(mg/dl), LDL (md/dl), HDL (mg/dl), triglyceride levels (mg/
dl), intake of lipid-lowering drugs recorded (statins, fibrates,
NPCI1LI inhibitors, and PCSK9 inhibitors were considered),
CD4 cell count (cell/ul), CD8 cell count (cell/ul), CD4/CD8
ratio, CD19 cell count (cell/pl), and natural killer (NK) cell
count (cell/ul).

-Respiratory parameters included lung function tests (LFTs)
such as forced expiratory volume in 1 s (FEV1), forced vital
capacity (FVC), gas transfer [diffusing capacity of the lungs
for carbon monoxide (DLCO) and corrected DLCO
(cDLCO)], basal dyspnea measured by the Modified
Medical Research Council (mMRC) scale, and chest CT
findings of hilar lymphadenopathies, parenchymal lung
disease, nodules, and bronchiectasis.

- Lung HRCT scan images and Baumann scoring method (11).

- Route and dosage of IgRT.

High-Resolution CT Scan Collection

and Analysis

The most recent available HRCT scan before treatment of
GLILD with immunosuppressant agents was collected for each
patient for image analysis. The exclusion criteria for assessment

were as follows: presence of important motion artifacts,
incomplete display of the lungs, and pneumothorax, as
previously described (10).

HRCT scan images were analyzed by means of the software
RadiAnt DICOM Viewer version 2021.1 (Medixant, Poznan,
Poland), and the composite GLILD score of the Baumann Scoring
method developed by the Chest CT Antibody Deficiency Group (11)
was calculated for each patient. The scoring items included in the
Baumann scoring method are represented in Table 1. In this scoring
system, 13 different global lung image abnormalities and their extent
are evaluated, creating a total of 22 scoring items per HRCT scan. The
GLILD composite score is the sum of the following components:
Number of lobes affected by ground glass + Ground glass due to
fibrosis or inflammation + number of affected lobes with nodules
smaller than 5 mm + number of affected lobes per nodules between 5
and 10 mm, + Number of affected lobes with frosted glass + frosted
glass due to fibrosis or inflammation + number of affected lobes with
nodules smaller than 5 mm + number of affected lobes with nodules
between 5 and 10 mm + Number of Lobes Affected with Nodules
Greater than 10 mm + Number of Lobes Affected with Reticulations +
Predominance of Reticular Lines.

Each HRCT lung scan was blindly analyzed by a specialized
thoracic radiologist and a trained pneumologist.

Statistical Analysis

The statistical analysis was conducted with the collaboration of
the Department of Data Science, Biostatistics and Bioinformatics
at Health Research Institute La Fe. The analyses were performed
with the R statistical software version 4.0.5 (23).

Descriptive analyses were performed in order to summarize
the patient characteristics. Quantitative data were expressed as
mean and SD. Qualitative data were expressed as absolute count
and percentage of cases. Univariate contrast analyses were only
performed to check for epidemiological differences between both
groups but not for predictor variables, as this type of analysis is
subject to type I and II errors, as well as confusion bias.
Significance was assessed by the % or Fisher’s exact test for
categorical variables and Student’s t-test for continuous variables
with normal distributions, especially to ensure the lack of
demographic differences between populations. Quantile-
quantile plots were used to assess normality (Figures S1, S2 in
the Supplementary Material). A two-tailed p-value below 0.05
was considered statistically significant.

Due to the low sample size inherent to the nature of the
disease and high expected ClIs, variables were selected according
to previously published data and through the variable selection
method via elastic net regularization using the glmnet package
(24). Owing to the low number of observations with relatively
high number of predictors, high collinearity, and dimensionality
of the data, the elastic net technique was chosen. It outperforms
both lasso and ridge methods and has been shown to serve as a
variable selection technique, encouraging a grouping effect
where strongly correlated predictors tend to be in or out of
the model together (25). The amount of regularization was
determined by the regularization parameter A. Although
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TABLE 1 | Variables of Baumann’s scoring system.

Item Definition Score
Number of lobes with: Number of lobes 0-6
Bronchial wall thickening
Bronchiectasis
Mucus large airways
Mucus small airways
Atelectasis
Nodules <5 mm
Nodules >5 to <10 mm
Nodules >10 mm
Lines
Consolidation
Linear scars and bands
Ground-glass opacities
Cysts
Emphysema or bullae
Severity of:
Thickest bronchial wall 0 =none 0-3
thickening 1=BW<05xV
2=05xV<BW<V
3=BW>V
Largest bronchiectasis 0 =none 0-3
1=B<2xV
2=2xV<B<3xV
3=B>3xV
Pathologic mechanism of:
Cause ground-glass opacities 0 = fibrosis 0-1
1 = inflammation
Predominant type lines 0 = inflammation 0-2
1 = fibrosis
2 = mixed type
Presence of: O0=no 0-1
Trapped air inspiratory scan 1 =yes

Trapped air expiratory scan
Lymphadenopathy hilar

mediastinal

Size of:

Lymphadenopathy hilar Size (shortest axis) of largest lymph  Milimeters
mediastinal node

B, bronchial lumen; BW, bronchial wall; V, accompanying vessel.

assuming a lack of statistical significance due to high expected
CIs, variables were included in the subsequent model. A
Bayesian regression was performed with the final selected
variables in order to jointly consider the relationship of the
variables to each other in the prediction of the effect. The
discriminative performance of the model was estimated by
means of the area under the curve (AUC) of the receiver
operating characteristic (ROC) curve (Figure 1B), and the
best model including clinical, laboratory, and radiological
parameters was selected. The internal validation of the model
was assessed by a bootstrap technique using 500 generated
bootstrap samples (26). Further information on the Bayesian
model can be consulted in the Supplementary Material.

Finally, a nomogram was constructed to generate the graphic
representation of the numerical probability of GLILD by
integrating the final variables included in the model (Figure 1A).

To analyze the agreement in the measurements of Baumann’s
GLILD composite score between both observers, Cohen’s kappa
(x) coefficient and CIs were calculated.

RESULTS

A total of 50 patients with CVID were enrolled in the study. Of the
50 CVID patients, 7 patients received a definite GLILD diagnosis
and were considered as cases, and 2 patients with undefined
interstitial disease pending biopsy and multidisciplinary
assessment were excluded from the analysis. Only 2 controls
underwent lung biopsy: one for severe bronchiectasis after lung
transplant and the other one for etiological diagnosis of severe
bilateral pneumonia without microbiological isolates, which finally
showed Prneumocystis jiroveci. No significant differences were
observed in age, sex, and diagnostic delay of both groups
(Students t-test p-value = 0.128, Fisher’s test p-value = 1,
Mann-Whitney test p-value = 0.593, respectively), although
patients with GLILD diagnosis tended to be younger than
control patients.

Thirty-seven out of 48 enrolled patients, with all GLILD cases
included, underwent a genetic screening. Only one patient with
GLILD presented a variant in PIK3R1 gene of uncertain
significance. Among controls, 1 patient showed a pathologic
mutation in NFKB2 gene, 1 patient had a pathological mutation
in PIK3CD gene, 3 patients presented variants in NFKBI gene (1
pathological and 2 possibly pathological), 1 patient had a non-
pathological variant in RAG1 gene, and one patient presented a
variant in TCF3 gene. Mutations in TCF3 gene have been related
to immunodeficiencies and have been described in
agammaglobulinemia with an autosomal dominant pattern of
inheritance (27). The variant c.1555A>G found in our patient
has not previously been described in CVID patients and has been
previously reported in a healthy population with a very low
frequency. After the application of several in silico predictive
algorithms on the basis of evolutionary conservation, protein
structure, protein function, and alignment and measurement of
similarity between variant sequence and protein sequence
homologs, it could only be interpreted as a variant of
uncertain significance.

Further information on the genetic mutations or variants is
described in Table 2.

All patients were receiving IgRT. Six out of 7 GLILD patients
and 31 out of 41 patients were under subcutaneous IgRT
(ScIgRT). No differences were observed in the mean weekly Ig
dose between both groups, being 8 and 11.69 g/week. None of the
cases had smoking habits, and only one of the controls smoked.

Demographic parameters are summarized in Table 3.

Baseline Clinical and Laboratory
Parameters

Baseline comorbidities were analyzed in both groups at
the time of inclusion. The absolute frequency of benign
lymphoproliferative-related and autoimmune-related disorders
was higher in the cases, as seen in Table 3. Namely, the
percentage of patients presenting type 1 diabetes, hemolytic
immune anemia, and immune thrombocytopenia—and hence,
Evans syndrome—as well as splenomegaly and generalized
lymphadenopathies was higher in patients suffering from
GLILD than in control CVID patients with the Chapel
“infection only” phenotype (7). However, the absolute
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FIGURE 1 | (A) Nomogram predicting the probability of GLILD in CVID patients. (B) Receiver operating characteristic curve of the Bayesian regression model
including Baumann’s composite GLILD score, splenomegaly, CD8 cell count, and generalized lymphadenopathies for the prediction of GLILD. To obtain the
nomogram predicted probability of GLILD, locate the patient values for each of the four variables at their own variable axis. Draw a vertical line to the upper “Point”
axis to determine how many points are attributed for each variable value. Sum the points for all variables. Locate the sum of the total points in the “Total points” line.
Draw a vertical line towards the “Probability of GLILD" line to determine the estimated probability of GLILD (an example of the use of this nomogram is provided in
Appendix S1). GLILD, granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease; CVID, common variable immunodeficiency.
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frequency of recurrent airway infections, enteropathy,
polyarthralgia, and malignancy tended to be increased in the
control group (Table 3).

Pulmonary Functional Assessment in
Patients With Granulomatous-
Lymphocytic Interstitial Lung Disease
Of the 7 patients with GLILD, two patients had undergone more
than 1 LFT prior to diagnosis. Both of them presented significant
moderate alterations: patient number 2 mainly progressed with
the CO diffusing capacity being affected (decrease in 28% of the
¢DLCO). Patient number 5 showed both ¢DLCO impairment
and a moderate restrictive ventilatory alteration through a
reduction of 4.65% in the FVC from previously normal values
in two sequential LFTs but with a known restrictive pattern due
to a decreased total lung capacity (TLC) (68%) at the expense of
decreased residual volume (RV) (38%).

Among the rest of the patients, 3 of them had undergone only
1 LFT before the time of diagnosis, and two of whom already

presented clearly altered findings easily attributable to GLILD,
namely, restrictive patterns and reduced cDLCO.

Treatment and Follow-Up

Of the seven patients with GLILD, two of the patients presented
functional and radiological progression in LFT prior to
diagnosis. One received high-dose corticoid treatment with
progressive descent to the minimum dose with poor response
of both functional and image alterations, but without further
significant progression, and the other was treated with
mycophenolate following a 4-week rituximab regimen, with
partial response and further stabilization. During the follow-up
of the rest of the patients after diagnosis, two of them required
treatment with azathioprine following rituximab in the same
therapeutic scheme due to progression. A long-term response
was achieved in one, but the other patient required two treatment
cycles for relapse and further progression after a medium-term
response. Three patients have not required treatment during
follow-up to date.
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TABLE 2 | Description of the genetic mutations and variants.

Patient Gene Genetic mutation/variant  Protein change Previously described in Previously described in Interpretation
general population CVID patients

1 (GLILD) PIK3R1 C.5A>T p.Tyr2Phe Yes No Uncertain significance
(heterozygosis)

2(non-  NFKB2 ©.2600_2619del p.Ala8B7Glyfs*12 No No Pathological

GLILD) (heterozygosis)

3{non-  PIK3CD €.2608C>[ p.Arg870Ter No No Pathological

GLILD) (homozygosis)

4 (non- NFKB1 Cc.94C>T p.GIn32Ter No No Pathological

GLILD) (heterozygosis)

5(non-  NFKB1 €.983C>A p.Ala328Asp No No Possibly pathological

GLILD) (heterozygosis) significance

6(non-  RAG1 c.1186C>T p.Arg396Cys Yes No Non-pathological*

GLILD) (heterozygosis)

7 (on-  NFKB1 C.920A>G p.His307Arg No No Possibly pathological

GLILD)  (heterozygosis) significance

8(non-  TCF3 c.1555A>G p.Lys519Glu Yes No Uncertain significance

GLILD) (heterozygosis)

CVID, common variable immunodeficiency; GULD, granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease.
*This mutation has been associated with severe combined immurodeficiency in homozygosis. The identification of this mutation in heterazygosis is not enough to explain the cause of the disease.

TABLE 3 | Patient characteristics.

Variable CVID (n = 41) GLILD (n=7)
Mean (SD)/n (%) Mean (SD)/n (%)
Age 44,07 (15.74 34 (17)
Male sex 17 (41.46) 3 (42.86)
Diagnostic delay of CVID (years) 11.08 (15.72 843 (6.16)
Comorbidities
Type | diabetes melitus 2(4.88) 1(14.29)
Upper ainvay infections 26 (63.41) 3 (42.86)
Polyarthralgia 5(122) 0(0)
Skin disease 7(17.07) 2 (2857)
Autoimmune hemolytic anemia 2(4.88) 4(57.14)
Immune thrombocytopenic purpura 8(19.51) 3 (42.86)
Evans syndrome 3(7.32) 2(2857)
Lymphadenopathies 7(17.09 6 (85.71)
Splencmegaly 8(19.51) 6(85.71)
Liver affectation 4(9.76) 1(14.29)
Enteropathy 21(51.22) 2 (2857)
Malignant tumor 4(9.76) 0{0)
Lung parameters
Lung function test
Normal LFT 27 (79.41) 2(33.33)
Obstructive LFT 6(17.65 1(1667)
Restrictive LFT 1(2.94) 3(50)
FEV1 95.18 (31.64) 87.5(19.03
VG 108.69 (21.8 90.17 (19.36)
cbLCO 79 (19.58) 70(12.71)
Dyspnea degree (mMRC)
0 33 (80.49) 6 (85.71)
1 4(9.76) 1(1429)
3 1(2.44) 0(0)
4 3(7.32) 00
Laboratory parameters
Detected genetic mutation 8(26.67) 1(14.29)
G 965.33 (224.05) 1098.57 (192.17)
IgM 151.18 (425.79) 19.14 (25.22)
IgA 68.67 (204.88) 12.86 (20.81)
CD4 686.76 (482.42) 308.14 (132.89)
cbe 579.61 (412.06) 196.14 (88.48)
Ccbh4/cb8 1.49 0.91) 172 (1.01)
cD19 158.08 (139.45) 41(54.75)
Natural killers 177.89 (100.2) 95 (52.68)
HDL cholesterol 50.56 (16.08 43(12.68)
LDL cholesterol 97.73 34.95 83.71 (25.32)
Triglycerides 93.68 (42.7) 124 (63.44)
Total cholesteral 167.22 (44.2) 151.57 (15.31)
Lipidowering drugs 0p) 5(11)

cDLCO, corrected diffusing capacity of the lungs for carbon monoxide; FVC, forced vital capacity; FEV'1, forced expiratory volume in 1 s; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density
lipoprotein; LFT, lung function test; CVID, common variable immunodeficiency; GLILD, granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease; mMRC, Modified Medical Research Council.
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Inter-Observer Agreement of Lung
Radiological Findings

Bronchiectasis was present in 28.6% (2) of GLILD patients and in
44.7% (17) of controls, and their global presence in all patients
who underwent an HRCT (n = 45) was 42.2%. Furthermore,
85.7% (n = 6) of cases showed hilar lymphadenopathies versus
24.4% (n = 10) in the control group. The number of lobes with
nodules, reticulation, and ground-glass opacities after evaluation
by both observers is represented in Table 4. Furthermore, the
bronchiectasis and bronchial wall thickening scores, the airway
disease composite score, and total Baumann’s score are
represented in Table 5. Blinded Baumann’s GLILD composite
scores were substantially higher for cases in both observers
(Table 4). The mean GLILD score of both measures for
GLILD patients was 17.07 (7), while it was 2.61 (3.72) for
controls. Cohen’s K statistic was 0.832 (95% CI 0.70-0.90),
showing high concordance between the measures taken by the
specialized thoracic radiologist and the trained pneumologist.
Details on the radiological findings observed can be seen
in Figure 2.

Exploring Granulomatous-Lymphocytic
Interstitial Lung Disease Associations
Through Bayesian Regression

Several regression models were built through the elastic net
variable selection technique including clinical, radiological, and
laboratory parameters previously associated with GLILD in order
to determine the set of interrelated variables with greater
discrimination capacity. Mean Baumann’s composite GLILD
score of both observers, splenomegaly, CD8 cell count, and
generalized lymphadenopathies were selected by the elastic net
model (regularization parameter A of 0.1228). After inclusion in a

Bayesian multivariable regression approach to explore their
associations to GLILD, the presence of lymphadenopathies and
splenomegaly was the most powerful predictor, with odds ratios
(ORs) 0f9.42 and 6.25, respectively. The OR of Baumann’s GLILD
score was 1.56, and the CD8 cell count was found to be inversely
related to the likelihood of GLILD (OR 0.9). However, as it can be
seen in the constructed nomogram with the four variables
(Baumann’s GLILD score, splenomegaly, CD8 cell count, and
presence of lymphadenopathies) for the estimated probability of
GLILD (Figure 1), the larger range of values of the validated
Baumann’s GLILD scoring system gives it greater predictability.

This exploratory model was validated by calculating the AUC
of the ROC curve (Figure 1), with a result of 0.985. The internal
validation of the model in 500 generated bootstrap samples
showed a very good discrimination capacity, with a validated
AUC of 0.969.

DISCUSSION

The main findings of this study can be summarized as follows: i)
the use of integrative predictive tools combining clinical,
laboratory, and radiologic scoring parameters might be useful
for the early diagnosis of GLILD in CVID patients. ii) The
presence of splenomegaly, lymphadenopathies, low CD8 cell
count, and high Baumann’s GLILD composite score predicts
with almost perfect accuracy the presence of histologically
confirmed GLILD even after internal validation. iii) Baumann’s
GLILD score is strongly correlated to GLILD probability and is
highly reproducible between trained observers.

Longitudinal cohort studies have not yet been developed to
determine risk factors for GLILD, and there are no studies on the
accuracy of predictive models combining clinical, analytical, and

TABLE 4 | Differences in the observers’ findings of variables included in Baumann’s composite score: nodules, reticulation, and ground-glass opacities, and composite

Observer 1 (pneumologist)

Observer 2 (thoracic radiologist)

GLILD score.
Variable

Mean
Number of lobes with nodules >5 to <10 mm
GULD 3.66
Non-GULD 0.00
Number of lobes with nodules >10 mm
GLILD 050
Non-GULD 0.03
Number of lobes with nodules <5 mm
GLILD 466
Control 0.37
Number of lobes with reticulation
GLILD 483
Non-GULD 0.93
Number of lobes with GGO
GLILD 433
Non-GULD 0.50
GLILD score
GLILD 19
Non-GULD 2.32

GUILD, granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease; GGO, ground-glass opacities.

SD Mean Sb
2.58 3.80 3.03
0.00 0.18 0.55
0.84 1.25 1.89
0.18 0.03 0.19
2.33 5.40 1.34
1.07 1.78 2.00
1.94 2.60 2.30
1.36 0.30 0.67
2.16 1.60 2.07
1.1 0.48 1.40
9.27 15.14 4.74
3.04 29 4.41
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TABLE 5 | Differences in the observers’ findings in Baumann’s composite scores.

Variable Observer 1 (pneumologist) Observer 2 (thoracic radiologist)
Mean SD Mean SD

Bronchiectasis

GULD 3.83 5.74 0.20 0.45

Non-GLUILD 3.70 5.11 2.63 3.87

Bronchial wall thickening

GLILD 9.66 5.64 1.40 2.60

Non-GULD 7.66 6.24 2.63 4.43

Airway disease score

GLILD 16.33 10.23 4.20 4.91

Control 13.96 11.84 7.1 9.78

GLILD score

GLILD 19 9.27 15.14 4.74

Non-GULD 2.32 3.04 29 4.41

Total score

GLILD 45.16 14.21 99.40 45.92

Non-GULD 17.96 15.04 95.93 39.04

GLILD, granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease.

imaging variables for its diagnosis, mainly due to the nature of
the disease. This is of remarkable importance, especially
considering that GLILD has been defined as a distinct clinic-
radio-pathological interstitial lung disease (9) and suggested to
be the pulmonary component of a generalized dysimmune
process in patients with CVID leading to a multisystemic
lymphoproliferative disease (28). Furthermore, its definite
histological diagnosis through lung biopsy carries an added
burden of morbidity and mortality, with mortality rates for
lung interstitial diseases reaching 1.7% in elected procedures
(29). Here we present a first study integrating comorbidities and
laboratory findings previously associated with the GLILD
phenotype, including Baumann’s CT scoring system after
external validation in our cohort, combining robust elastic net
and Bayesian regression techniques. Despite its exploratory
purpose and limited sample size from a reference unit of
primary immunodeficiencies, this model demonstrates a very
high discrimination capacity even after internal validation
through the bootstrap technique that prompts replication in
larger cohorts and multicenter studies.

However, this work presents obvious limitations. The small
sample size due to the low prevalence of the disease and the
single-center approach raises the probability of type II error, and
the statistical potency is limited; therefore, this study was conceived
exploratory in nature. As no prospective analyses have been
performed to date, our work shares the limitation of a
retrospective design with previous studies (14-16). Moreover,
there may be a selection bias as a result of induding patients from
a tertiary care referral unit with potentially different characteristics
from those of patients in the general population. The model
also lacks an external validation with patients from other centers,
subpopulations, and geographical origins. During the performance
of this study and the collection time of the variables, none of the
GLILD patients was actively treated with immunosuppressant
agents. However, one of them had previously (6 years prior to
GLILD diagnosis and variable collection) received a 4-week regimen
of rituximab therapy due to benign generalized lymphadenopathies,

and this fact must be considered, as it could influence some of the
parameters in the model.

Beyond these constraints, several important concerns arise
from the model. On the one hand, according to our data and as
previously described, splenomegaly and lymphadenopathies are
associated with GLILD (13-16). Both lymphadenopathies and
splenomegaly are easily detectable by physical examination and
CT scan, making these variables extremely useful in defining
determined subsets of CVID patients who may develop GLILD or
present with compatible image findings in clinical practice.
These results also concur with the previously stated idea that
GLILD is the lung expression of a systemic dysimmune
lymphoproliferation disorder (28). This gains importance
considering the difficulty of establishing a clinical suspicion
based only on clinical symptoms, as patients are asymptomatic
or present with completely unspecific symptoms, such as dyspnea
on exertion or cough (12, 30). In fact, in our work, the degree of
dyspnea was almost unchanged in both cases and controls
(Table 1), with findings that contrast with the found alterations
in LFTs (Table 1).

Almost 60% of our CVID patients with GLILD suffered from
AIHA, while it was not observed in any of the control patients, as
in the study by Chase and colleagues 2013 (13). A trend of lower
absolute levels of IgA was also more frequently observed for cases.
However, as in the work by Hartono and colleagues (14), it was
not identified as an independent predictive factor itself, contrary to
previous studies (13, 16). The prevalence of polyarthritis in both
groups of patients was similar. In fact, none of our 7 cases suffered
from arthralgia or arthritis, unlike previously suggested (15).
Interestingly, the absolute frequency of patients with
enteropathy seemed to be higher in the control group, which is
striking, as it has been traditionally considered a non-infectious
frequent complication possibly related to immune infiltration (19).

On the other hand, a lower CD8+ cell count appeared to be
associated with the presence of histologically confirmed GLILD
in the multivariable Bayesian model. Some studies have delved
into peripheral blood lymphocyte subpopulations in
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FIGURE 2 | Chest CT from 4 different patients of our study with some of the evaluated parameters. (A) GLILD patient with multiple bilateral ground-glass nodules
<5 mm (arrowheads), solid nodules (stars), and mixed (inflammatory and fibrotic) lines (arrow). (B) Non-GLILD patient with difuse mild bronchial wall thickening and
mild bronchiectasis (arrows) with air trapping predominantly in the upper lobes and partial atelectasis of left lower lobe. (C) Non-GLILD patient with linear parenchymal band
in the left upper lobe (arrowhead). (D) Non-GLILD patient with mucus plugging in large airways of the left lower lobe with >50% atelectasis of the same lobe (amows),
complete atelectasis of the middle lobe (star), tree in bud patternin the right lower lobe (arrows), and air trapping on the left upper and right lower lobes. GLILD,

granulomatous-lymphocytic interstitial lung disease.

characteristics in CVID patients with GLILD (16, 19, 31, 32). Our
findings are in agreement with other reports in cellular defects in
patients suffering from GLILD (16), autoimmune and
granulomatous disorders (32), or interstitial lung disease (31),
which also present an association between lower CD8+
subpopulations and the frequency of GLILD in that subgroup.
Furthermore, and in concordance with our work, Bateman et al.
(2012) (32) reported lower CD4+ and CD8+ lymphocyte counts in
patients with CVID and GLILD compared to non-GLILD CVID
patients. This was also documented by Kellner et al. (2019) (31) in
their USIDNET Registry, with the most dramatic difference seen
in the lower number of CD8+ cytotoxic T cells in patients with
interstitial lung disease compared to those without lung disease.
This finding could be related to a possible immune-mediated
mechanism of lymphopenia, a frequent systemic comorbidity in
patients with GLILD. Due to the limited sample size, the
association of other cell compartments with GLILD cannot be
firmly affirmed; however, a trend of lower CD19+ cell count was
observed in the cases; and several authors previously stated that

patients with splenomegaly, granulomas, enteropathy (33, 34), or
interstitial lung disease (31, 33) had a lower B CD19+
cell compartment.

Recently, impaired HDL function has been linked to systemic
inflammation in CVID patients with dysimmune complications
(35). Therefore, we included for the first time its assessment in our
GLILD cohort as well as other metabolic parameters such as LDL
and TG. Despite that our results are limited, no absolute differences
were observed between the lipid metabolism of cases and controls,
and higher levels were not selected as protective factors in the
model. Further studies with a larger sample size are needed to
determine whether HDL function plays a role in the inflammatory
pathways leading to the development of GLILD in CVID.

Interestingly, bronchiectasis was less frequently seen in our
series than in other works in both cases and controls. While in
the study by Meerburg and colleagues (10) bronchiectasis was
present in 82% of all patients, the prevalence in our series was
almost half, at 42%. Unlike previously reported (16), the absolute
frequency of bronchiectasis was higher in the control group than
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in patients with GLILD. Additionally, the important differences
in the higher prevalence of hilar lymphadenopathies in the cases
advocate the idea that a common pathway of extrapulmonary
lymphoproliferation may exist.

Several scoring systems have been developed for HRCT
characterization in patients with CVID, such as the Baumann
and Hartman methods (10, 11, 36). Despite that the Hartmann
score has been reported to have slightly better inter-observer
reproducibility for evaluating GLILD and airway disease,
Baumann’s composite GLILD score was chosen in this study
due to its easier application in clinical practice, good
reproducibility for GLILD assessment, and lesser extensiveness.
In our external validation of the Baumann score for GLILD
prediction, our results improved those reported by Meerburg
et al. (10), who showed an intraclass correlation coefficient of
0.74 and was similar to that observed for Hartmann’s GLILD
composite score (0.84). We believe that this scoring system is a
valuable outcome measure in research, but also its application in
clinical practice and referral units might be useful for improving
GLILD diagnostic accuracy.

To date, some works have been developed to identify
potential predictors of GLILD that might aid in identifying
subgroups of patients prone to developing GLILD or
enhancing its clinical suspicion when facing compatible clinical
symptoms and CT scan findings (14-16). However, GLILD is a
clinical entity that has been recently redefined. Evidence is still
scarce, and studies, despite some having large sample sizes, are
not exempt from limitations. On the one hand, previous works
include both histologically diagnosed and non-diagnosed
patients as GLILD cases. As pathological confirmation in
patients with clinical, analytical, and radiological suspicion is
considered the gold standard for diagnosis, it could represent a
selection bias, particularly including false positives, and could
limit their result interpretation, extrapolation, and external
validity. Therefore, in this study, only histologically confirmed
GLILD cases after lung biopsy were included. In addition, like
this work, all of them have a retrospective approach, but none
has performed any internal or external validation, and despite
carrying out univariate analyses with multiple comparisons, no
p-value penalization is applied, resulting in an inflated type I
error. Moreover, in the works by Mannina (15) and Cinetto (16),
univariate analysis is used as a variable selection method for their
inclusion in the regression model, which is a questionable
approach since univariate analyses are less comprehensive and
do not consider inter-variable relationships, making the final
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6.3. Estudio de la microbiota asociada a los diferentes

fenotipos clinicos y ala disinmunidad en la
Inmunodeficiencia Comun Variable

Resumen en castellano:

La IDCV es la inmunodeficiencia primaria sintoméatica mas comudn caracterizada por una
disminucién en el nivel de inmunoglobulinas e infecciones recurrentes. Su etiologia sigue siendo
desconocida, y algunos pacientes presentan complicaciones autoinmunes o inflamatorias no
infecciosas graves con alta morbimortalidad asociada. Recientemente, la disbiosis intestinal se
ha propuesto como uno de los impulsores de la disregulaciéon inmunolédgica. Se postula que la
disfuncién inmunitaria en estos pacientes podria resultar en una mayor translocacién microbiana
através de la barrera intestinal, llevando a un estado persistente de activacién inmune sistémica
y, consecuentemente, a la ruptura de la homeostasis inmune. Esto derivaria en disregulacién
inmune local y sistémica, posiblemente responsable de complicaciones no infecciosas asociadas

a la propia IDCV.

Se estan realizando investigaciones en torno al microbioma pulmonar y su posible papel en la
disfuncién inmune local y linfoproliferaciobn en otras patologias sistémicas, ademas de su
potencial conexion bidireccional con el microbioma intestinal, conocida como eje intestino-
pulmoén. Sin embargo, alin no existen estudios centrados en el microbioma respiratorio en IDCV,
y la evidencia disponible sobre las alteraciones de la microbiota segun fenotipos clinicos y
complicaciones asociadas es todavia escasa. Ademas, apenas existe informacioén sobre las

alteraciones microbianas con resolucién a nivel de especie.

Este estudio se propone identificar diferencias en la composicion del microbioma oral, respiratorio
y gastrointestinal entre 41 pacientes con IDCV, estratificados entre aquellos con complicaciones
disinmunes (dIDCV) (24) y aquellos pacientes que solo presentan infecciones (iIDCV) (17), asi
como individuos sanos (15) con el objetivo de dilucidar posibles diferencias en la composicion
microbiana que podrian estar asociadas generacion de la disregulacién inmunoldgica en estos

pacientes.

Para ello, se realizd un andlisis mediante secuenciacion masiva del gen 16S ARNr en muestras
orales, respiratorias y fecales para explorar biomarcadores bacterianos con identificacion a nivel
de especie asi como asociaciones entre perfiles de microbioma y fenotipos de IDCV. Como
resultado, se detectaron diferencias notables en la composicién de la microbiota en la saliva, el
esputo y las heces entre pacientes con IDCV y disinmunidad, e individuos sanos. A nivel global,
la diversidad de especies respiratorias y la rigueza de bacterias fecales fueron menores en las
personas con IDCV y complicaciones inmunitarias. A pesar de que no se identificd una Unica

especie como un predictor robusto de disinmunidad independiente, la combinacion de alrededor
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de 5-7 especies en cada tipo de muestra podria predecir este fenotipo severo con una precisién

de alrededor del 90% en nuestra poblacion.

En las muestras orales, Veillonella tobetsuensis, Peptococcus spp. no asignados, Prevotella oris,
Cardiobacterium hominis, Corynebacterium matruchotii, Capnocytophaga granulosa vy
Streptococcus mitis podrian predecir conjuntamente la disfuncion inmune en los pacientes con
IDCV con una precision del 95% en nuestra poblacion. P. oris y C. matruchotii también se
consideraron buenos indicadores de disfuncion inmune en muestras de esputo, junto con
Streptococcus cristatus, Corynebacterium durum y una especie de Kingella, mostrando una
precision del 92%. Es interesante que, en este estudio, el microbioma fecal fue el enfoque menos
discriminatorio. Considerando que casi todos los estudios en la literatura se centran en analisis
de heces o digestivos, estos resultados destacan la importancia de profundizar nuestros
conocimientos en nichos alternativos con fines diagnésticos o para desentrafiar el papel del
microbioma en la generacion de disfuncion inmune y autoinmunidad en la IDCV. En las muestras
fecales, las Peptococcaceae no asignadas, Christensellaceae, Oscillospirales, Alistipes,
Defluviitaleaceae y Parabacteroides merdae podrian clasificar al paciente con una precision del
86%.

Nuestro estudio proporciona huevos conocimientos sobre estos nichos ecoldgicos y perfiles de
pacientes previamente inexplorados pero altamente interrelacionados, y sugiere que esta
disbiosis microbiana sistémica relacionada con la enfermedad podria estar implicada en la
disregulacion inmune asociada a casos graves de IDCV. Ademas, estos datos resaltan la
importancia de la identificacion bacteriana con resolucién taxonémica a nivel de especie,
especialmente considerando el comportamiento heterogéneo de diferentes especies del mismo
género en la activacion de respuestas inflamatorias sistémicas en pacientes
inmunocomprometidos. La informacion proporcionada por este trabajo abre nuevas
oportunidades para futuros estudios que profundicen en los desencadenantes microbiolégicos
de la disfuncién inmune en la IDCV que deberian ser probados experimentalmente y que podrian

potencialmente ayudar en el manejo diagndstico e incluso terapéutico.

Este articulo fue publicado en la revista Clinical Immunology:

Cabanero-Navalon MD, Garcia-Bustos V, Mira A, et al. Dysimmunity in common
variable immunodeficiency is associated with alterations in oral, respiratory, and
intestinal microbiota. Clin Immunol. 2023 Sep 27:109796. doi:
10.1016/j.clim.2023.109796.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: C
Common variable immunodeficiency

leficiency (CVID) is the most common symptomatic primary immunodeficiency
characterized by decreased immunoglobulins and recurrent infections. Its aetiology remains unknown, and some

variable i

;‘.”D _ patients present with severe non-infectious autoimmune or inflammatory complications with elevated associated
romnes _ morbimortality. Recently, intestinal dysbiosis has been proposed as a driver of immune dysregulation. In this
Immune dysregulation £ : 3 g : 3 £ 3
Autoimmunity study, we assessed the oral, respiratory, and gastrointestinal microbiota of 41 CVID patients (24 with dysimmune
Micablone and 17 with infection complications) and 15 healthy volunteers using 16S rRNA gene sequencing to explore

associations between microbiome profiles and CVID phenotypes. Profound differences in the composition of the
microbiota in saliva, sputum, and stool were detected between dysimmune CVID patients and healthy in-
dividuals. Globally, respiratory species diversity and faecal bacterial richness were lower in CVID individuals
with immune complications. Although a single species could not be identified as a robust predictor of dysim-
munity, a combination of around 5-7 bacterial species in each type of sample could predict this severe phenotype
with an accuracy of around 90% in the study population. Our study provides new insights into these previously
unexplored but highly interrelated ecological niches among themselves and with patient profiles. Our data
suggest that this disease-related systemic dysbiosis could be implicated in the immune dysregulation associated
with severe cases of CVID.

1. Introduction

Common variable immunodeficiency (CVID) is the most common
symptomatic primary immunodeficiency (PID) with an estimated
prevalence of 1:25,000 to 1:50.000 worldwide. It comprises clinically
and genetically heterogeneous disorders that are characterized by
decreased levels of serum IgG, together with decreased IgM and/or IgA,
and whose diagnosis is made after excluding secondary causes of hy-
pogammaglobulinemia and other PID [1-3]. This deficient synthesis of

Abbreviations: CVID, Common variable immunodeficiency; PID, primary i

antibodies causes recurrent infections and also results in non-infectious
autoimmune or inflaimmatory complications. CVID is treated with
intravenous or subcutaneous immunoglobulin infusions, which nor-
mally correct antibody deficiency and control infectious disorders.
Nowadays, after the introduction of this immunoglobulin replacement
therapy (IgRT), associated dysimmune complications represent the main
cause of CVID morbimortality [4-6]. Consequently, two main pheno-
types could be distinguished: CVID patients only suffering infections
(iCVID), and those who will develop autoimmune diseases, enteropathy,

P e

deficiency; IgRT, i replacement therapy; LPS, lipopolysaccha-

ride; ILD, interstitial lung disease; Dysimmune CVID, dCVID; Infectious CVID, iCVID; ITP, immune thrombocytopenic purpura.
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and/or neoplastic complications due to an immune system dysfunction
(deviD) [7].

The aetiology of CVID remains unknown. As monogenic mutations
represent a minority of CVID patients [8], it is believed that multiple
genetic and environmental risk factors may interact to cause this dis-
order [9,10]. Recently, several studies have begun to investigate the
microbiome profile of CVID patients. Impaired immunity may result in
increased microbial translocation across the gut barrier, which could
lead to persistent systemic immune activation and breakage of immune
homeostasis, causing local and systemic immune dysregulation
responsible for non-infectious complications associated with CVID
[10-12]. In fact, Jorgensen et al. [12] detected elevated levels of serum
lipopolysaccharide (LPS) and other immune markers such as soluble
CD14 and IL-2 in CVID patients, together with lower alpha diversity and
a high dysbiosis index of their gastrointestinal microbiota. Noteworthy,
these findings were more pronounced in CVID patients with inflamma-
tory and autoimmune complications than in patients only suffering in-
fectious complications.

In addition, lung microbiota is also being studied as one of the causes
of local immune dysregulation and lymphoproliferation in systemic
autoimmune diseases such as sarcoidosis or interstitial lung diseases
(ILD) [13,14]. Furthermore, recent studies suggest a possible bidirec-
tional link between gut and lung microbiota, which is known as the gut-
lung axis [15,16]. In this regard, several reports have documented al-
terations in the intestinal microbiota as a consequence of increased
bacterial inflammatory mediators in the context of respiratory infections
[16], and chronic or recurrent intestinal infections result in increased
microbial translocation due to the damage of the intestinal epithelium
[17]. Soluble microbial components, modulation of immunological and
non-immunological responses in the lungs via host-mediated inflam-
matory mediators from the gut, or migration of inflammatory cells might
also explain this correlation [18]. However, there are no studies devoted
to analyzing respiratory microbiota in CVID. Moreover, changes in
oropharyngeal microbiota have been documented in patients with ILD
and primary antibody deficiencies such as CVID [19], indirectly
reflecting changes in pulmonary microbiota through bacterial seeding
from the lower respiratory tract.

However, there is a lack of studies aiming to characterize the distinet
microbiota profile of CVID in relation to patient clinical phenotypes and
associated complications, and evidence of microbiome differences be-
tween dysimmune and non-dysimmune CVID patients at the species
level is yet absent. Therefore, specific analyses on the composition of
microbiota at different locations in different phenotypes of CVID are
urgently needed.

This study aims to identify differences in oral, respiratory, and
gastrointestinal microbiome composition in patients with CVID and
healthy individuals. In addition, CVID patients were distinguished
depending on clinical phenotypes and the microbiotas in each niche
were compared in order to detect potential differences associated with
the generation of abnormal immune responses and immune dysregula-
tion. Hence, we aim to provide further insights into disease pathogenesis
and expand the scarce evidence regarding microbiota in CVID patients.

2. Material and methods
2.1. Patients

A cross-sectional study of patients with a CVID diagnosis followed in
the Primary Immune Deficiencies Unit of the Department of Internal
Medicine of the University and Polytechnic Hospital La Fe was con-
ducted. Clinical, laboratory, and imaging variables were obtained via a
retrospective review of electronic medical records. Forty-one patients
with a CVID diagnosis aged 18 years in follow-up by the Primary Im-
mune Deficiencies Unit were considered eligible (Fig. 1). These selected
patients were screened to confirm CVID diagnosis according to the Eu-
ropean Society for Immunodeficiencies (ESID) registty working
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Fig. 1. Graphical description of the study design. CVID, common variable
immunodeficiency; dCVID, dysimmune CVID; iCVID, infections-only CVID.
Created with BioRender.

definitions [2] for final inclusion in the study.

Demographic, clinical and laboratory parameters were investigated
for all patients. Demographic variables included sex, age, and date of
diagnosis. Clinical parameters included type 1 diabetes mellitus, auto-
immune haemolytic anaemia (AHA), immune thrombocytopenic pur-
pura (ITP), Evans syndrome, generalized lymphadenopathies present at
chest CT and/or CT-PET scans, the presence of granulomatous lym-
phocytic interstitial lung disease (GLILD) diagnosed after lung biopsy,
splenomegaly diagnosed after an abdominal ultrasound or CT scan,
hepatopathy (elevation of liver enzymes, abnormal image findings in
abdominal ultrasound or CT scan, or portal hypertension [20]), enter-
opathy (chronic diarrhoea or abnormal findings in a digestive tract bi-
opsy) and presence of both solid and hematologic malignancy.
Laboratory variables included IgG (mg/dL), IgM (mg/dL), IgA (mg/dL),
CD4+ cell count (cell/uL), CD8+ cell count (cell/uL), CD4/CD8 ratio,
CD19+ cell count (cell/uL) and natural killers (NK) cell count (cell/uL).
Genetic results were also recorded.

According to the clinical parameters and following Chapel et al.’s
classification, patients were classified into two distinct clinical pheno-
types [7]. Twenty-four CVID patients had a history of AHA, ITP, Evans
syndrome, GLILD, non-infectious lymphadenopathies, hepatopathy,
splenomegaly, non-infectious chronic enteropathy, and/or solid or he-
matologic malignancy and thus they were classified as ‘Dysimmune
CVID’ (dCVID). To date, the other 17 CVID patients had not shown any
dysimmune pathology and had only developed infections. Therefore,
they were classified as “Infectious-only CVID” (iCVID).

This study was approved by the Ethical Committee of Health
Research Institute La Fe with registry code 2020-376-1 and performed
according to the Declaration of Helsinki.

2.2. Sampling

Samples were collected from 41 patients diagnosed with CVID and
15 healthy donors. Controls were required not to have active caries le-
sions or periodontal disease. Patients who had taken antibiotics other
than cotrimoxazole or azithromycin for prophylaxis in the last month
were excluded. The use of immunosuppressant therapy, prophylactic
antibiotics, and probiotics was registered. Healthy donors had not taken
any antibiotics in the month before sample collection. One oral sample,
one sputum sample and one faecal sample were collected from each
participant (Fig. 1). Approximately 1 mL of non-stimulated, drooling
saliva was gathered for the oral sampling after three minutes of saliva-
tion. For sputum sampling, 1 mL was collected after induced deep
breathing and heavy coughing. These samples were centrifuged, and the
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microbial pellets were immediately stored at —80 °C before DNA
extraction. A flask containing 5 mL of nucleic acid stabilizing solution
RNAlater® was delivered to each participant for the sampling of 5 mL of
faecal sample, which was kept at room temperature until delivery to the
laboratory, where it was stored at —80 °C until DNA extraction.

2.3. DNA extraction

DNA extraction was performed using the MagNa Pure LC DNA
Isolation kit II (Roche®) and a MagNa Pure Instrument. Samples were
lysed using 3 x 10's cycles of ultrasounds. Enzymatic digestion with an
enzyme cocktail of lysostaphin (5kU/mL), lysozyme (100 mg/mL) and
mutanolysin (2.5kU/mL) was performed, followed by protein degrada-
tion with Proteinase K [21].

After extraction, DNA concentration was estimated with the Quant-
It™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit and a Qubit™ 3 Fluorometer (Ther-
moScientific). The V3-V4 hypervariable regions were amplified with
16S rRNA gene universal primers Forward (CCTACGGGNGGCWGCAG)
and V3-V4 Reverse (GACTACHVGGGTATCTAATCC) which had been
optimized for Illumina sequencing following Dzidic et al. 2018 [22].
Ilumina Miseq was used for high-throughput sequencing, and a library
was constructed following the 165 IRNA gene Metagenomic Sequencing
Library Preparation Illumina protocol (Part #15,044,223 Rev. A) and
sequenced at the sequencing service at the FISABIO Institute (Valencia)
using the 2x300bp paired-end Illumina protocol

2.4. Bioinformatic analysis and statistics

Firstly, for the comparison of the clinical characteristics of the par-
ticipants, Fisher tests and ANOVA tests were used after checking
normality assumptions with Q-Q plots and variance equality with Lev-
ene’s test. The software Dada2 v1.16 was used to filter, end-trim,
denoise, and merge paired reads [23] (Callahan et al., 2016) using
default parameters. Adapters and primers were first filtered out from the
sequence reads and then end-trimmed in 10 bp windows with an
absence of Ns and quality values <35. Singletons were removed except
for calculating richness and diversity indexes. Filtered reads were then
merged, clustered, and cleaned for hostand chimeric reads. High-quality
sequences were transferred to the Dada2 pipeline analysis. Finally, they
were assigned at the amplicon sequence variants (ASV) and species level
using the SILVA non-redundant database v138.1 [24].

To perform the downstream analysis, the R programming language
for statistical computing (R Development Core Team, 2016) was used
[25]. Those genera showing a lower abundance than <0.01% were
removed. An Adonis test (Permutational Multivariate Analysis of Vari-
ance Using Distance Matrices), provided by the Vegan library of R [26]
was used for performing multivariate analyses.

In addition, 16S data were normalized and compared using the
ANCOM-BC test (or Analysis of Compositions of Microbiomes with Bias
Correction) [27], and diversity indexes were compared using the Wil-
coxon test. Taxa with an abundance smaller than the closest abundance
value to zero in the groups compared multiplied by four in <60% of
samples were removed from the ANCOM-BC comparison.

Finally, a random forest analysis was used to address complex in-
teractions between bacterial biomarkers and to determine the number of
taxa necessary to efficiently discriminate between groups of patients. We
used the bootstrapping algorithm implemented in Boruta R library to
select biomarkers [28]. The model accuracy was evaluated by the area
under the curve (AUC) values. This analysis was performed for bio-
markers at the genus (through amplicon sequence variants) and the
species levels.
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3. Results
3.1. Clinical profile of studied patients

Forty-one CVID patients were enrolled in the study. According to the
defined classification criteria, 24 patients with CVID and dysimmune
complications were included in the “Dysimmune-CVID" group (dCVID)
and 17 patients were classified as “Infections-only CVID" patients
(iCVID). Fifteen volunteers were also recruited (healthy controls). No
significant differences were observed in the age and sex distributions
between groups.

Autoimmune cytopenias, which included the presence of ITP, Evan's
syndrome, or AHA were not documented in any patient from the iCVID
subgroup nor in the Control group. Only one patient in the iCVID sub-
group showed lymphadenopathies of infectious aetiology. The iCVID
and Control groups did not have splenomegaly, autoimmune systemic
diseases, enteropathy, or GLILD.

Ten dCVID patients presented non-infectious lymphadenopathies.
Splenomegaly, enteropathy, and autoimmune systemic diseases were
described in 12 (50%), 11 (45.8%), and 5 (20.8%) patients, respectively.
GLILD was histologically confirmed in 7 patients. Three patients from
the dCVID group had developed solid or hematologic malignancies.

In addition to the clinical findings, genetic analysis revealed several
mutations of unknown significance according to the Standards and
Guidelines for the Interpretation of Sequence Variants of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Mo-
lecular Pathology. One control subject exhibited a genetic variant in the
number of BTK copies, while another control subject had mutations in
the TCF3 and CD27 genes. Among the cases, a total of four patients had
mutations of unknown significance. Two patients had mutations in
NKFB1, one patient had a mutation in RAG1, and one patient had a
mutation in PI3K. The use of prophylactic antibiotics as well as immu-
nosuppressants was recorded. No significant differences were observed
between dCVID and iCVID regarding prophylactic antibiotic therapies.
However, immunosuppressant therapy use was significantly higher in
dCVID patients (p = 0.024). No patients were under probiotic treatment.
Further data are represented in Table 1.

Table 1
Clinical, laboratory, and imaging variables of the three study groups.
Dysimmune- Infections-only Healthy
CVID (n = 24) CVID (n = 17) controls (n =
15)
Age 43.87 (15.92) 49.88 (16.90) 44.42 (14.19)
Females 50% 71% 60%
Autoimmune
cytopenias
ITP 41.6% 0 0
Evan's syndrome 21% [ 0
AHA 21% 0 0
Lymphadenopathies 41.6% 0.5% 0
Splenomegaly 50% 0 0
Autoimmune systemic 20.8% [ 0
disease
Enteropathy 45.8% 0 [
Malignancy 12.5% 0.5%
GLILD 29.1% [ 0
Baumann score 8.02 (8.48) 1.33 (1.63) NA
CD4 581.20 (487.87) 662.87 (248.14) NA
CD8 457.95 (355.58) 563.75 (307.77) NA
Serum IgA 26.33 (42.41) 43.94 (44.49) NA
Prophylactic antibiotic 29.2% 11.8% [
use
Immunosuppressant 37.5% 5.9% 0

treatment
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3.2. Indices of alpha-diversity: dysimmune CVID patients harbour altered
respiratory and faecal microbiota

Saliva, sputum, and faecal samples were obtained for each patient at
one single point, and the V3-V4 region of the 165 rRNA gene was
sequenced. The mean number of sequence reads per sample for all
participants was 86,212.99 (SD 24,537.25). Diversity at the species level
was adequately covered with this sequencing effort, as all samples
reached saturation after 10.000 reads according to rarefaction curves
(Fig. 2).

No significant differences in species richness or evenness were found
between the saliva of the dCVID, iCVID or healthy groups (Fig. 3).
Respiratory bacterial evenness was significantly lower in dCVID patients
compared to controls (Wilcoxon test p.value = 0.02), as measured by the
Shannon index. In sputum samples, the Shannon index differed between
dCVID and controls but not between CVID phenotypes or iCVID and
controls. Although the Chaol richness index (an estimate of the total
number of bacterial species) was higher in controls than in CVID patients
independently of their clinical phenotype, the difference was not sta-
tistically significant (Fig. 3). No significant differences were found in
species richness or diversity in the saliva between dCVID patients, iCVID
patients, and controls.

Regarding faecal samples, Chao-1 index was significantly lower in
stool from dCVID patients than in controls (p.value = 0.02) and iCVID
patients (p.value = 0.04) (Fig. 3). No clear differences were observed in
the Shannon index in faecal samples between the studied groups.

3.3. Ordl, respiratory, and faecal microbiota associated with CVID
clinical phenotypes

Bacterial composition at the species level in saliva, sputum, and
faeces diverged between groups. Statistically significant differences in
the abundance of species as well as their relative frequency in the total
bacterial composition were taken into consideration for the analysis
(Supplementary Fig. 1). Therefore, only species with a proportion of
>0.1% of the total population will be described in this section, but all
significant differences are graphically represented in Supplementary
Figs. 2-4.

First, we screened the three types of samples for species significantly
associated with the dCVID group in comparison to the iCVID and control
groups. In respiratory samples, Corynebacterium matruchotii, Corynebac-
terium durum, Lautropia mirabilis, Streptococcus cristatus, and Prevotella
oris were significantly (p.value<0.05) more abundant in the dCVID
group in comparison to iCVID (Supplementary Fig. 2A). Moreover, an
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unassigned species of Alistipes was significantly more prevalent in faeces
of dCVID patients than in participants from the iCVID group (p.value =
0.03) (Supplementary Fig. 3A). When analyzing the bacterial composi-
tion of saliva, C. matruchotii, S. cristatus, Capnocytophaga granulosa and
P. oris were again associated with the dCVID group in comparison to
iCVID (p.value<0.05) (Supplementary Fig. 4A). These dysimmunity-
associated species were screened for significant differences when
dCVID was compared to the control group. Whilst no significant dif-
ferences were seen in stools for these previously reported bacteria
(Supplementary Fig. 3B), sputum from dCVID significantly harboured
higher proportions of C. matruchotii and L. mirabilis in comparison to
controls (p.value<0.003) (Supplementary Fig. 2B). Similarly, the
abundance of C. matruchotii was significantly (p.value = 0.01) lower in
the saliva of patients in the dCVID group in comparison to both the
iCVID and control groups (Supplementary Fig. 4B). Furthermore,
unassigned Streptobacillus and Granulicatella elegans were statistically
more represented in both respiratory (p.value<0.001) and saliva (p.
value<0.05) samples of dCVID individuals than in control individuals
(Supplementary Fig. 2B and 4B).

Species significantly associated with iCVID patients included Gemella
sanguinis, Veillonella tobetsuensis, Actinobacillus pleuropneumoniae, and
Campylobacter concissus in sputum (p.value<0.05) (Supplementary
Fig. 2A), Parabacteroides merdae in faeces (p.value = 0.04) (Supple-
mentary Fig. 3A) and Gemella parahaemolysans in saliva in comparison to
dCVID (p.value = 0.04) (Supplementary Fig. 4A). However, these dif-
ferences were not conjointly observed when comparing both phenotypes
of CVID patients with the control group. Only Veillonella massiliensis was
more frequently observed in the iCVID group than in the control group
in sputum (p.value<0.001) (Supplementary Fig. 2C).

The abundance of microbes at the species level was compared be-
tween the control group and CVID patients. Although no differences
were detected in faecal samples, Fusobacterium periodonticum was
significantly more abundant in the sputum of controls when compared
to both CVID subgroups (p.value<0.01) (Supplementary Fig. 2B—C).
Interestingly, Prevotella melaninogenica was found more abundant in
sputum, faeces, and saliva from healthy volunteers in comparison with
dCVID patients (p.value<0.05). In addition to F. nucleatum and
P. melaninogenica, other known oral periodontal pathogens such as
Porpyhyromonas endodontalis, or Alloprevotella tannerae, and another
Prevotella species, Prevotella pallens, were more abundant in sputum
samples from the control group in comparison to dCVID (p.value<0.05).
Moreover, a statistically higher abundance of Prevotella oris, Oribacte-
rium sinus, and Streptococcus lactarius was observed in the sputum of
healthy controls than in patients included in the iCVID group (p.
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The Chaol index was used to measure species richness and the Shannon index was used to estimate species evenness. Statistically significant differences (p.val-

ue<0.05) are indicated by an asterisk.

value<0.05) (Supplementary Fig. 2C). Regarding other oral bacteria,
S. lactarius and Oribacterium sinus were significantly associated with
controls when compared to dCVID patients (p.value<0.03). An unas-
signed species of Streptobacillus and an unassigned species of Veillonella
were significantly more abundant in saliva samples from controls versus
iCVID. In addition, there were no pooled differences in the abundance of
any species of bacteria in oral samples of controls versus CVID patients.

3.4. Predicting CVID phenotypes through the microbiome

A predictive model for each type of sample was built using a random
forest-based analysis in order to determine the number of species needed
to discriminate CVID phenotypes (Fig. 4). The obtained results suggested
that several species were necessary to properly distinguish between
groups. For example, in respiratory samples from sputum, seven species
differentiated dCVID from iCVID groups with an accuracy of 95%
(Fig. 4A). Ordered according to their relative predictive capacity, these
bacteria were S. cristatus, C. matruchotii, P. oris, C. durum, and an unas-
signed Kingella, unassigned Actinobacillus, and an unassigned Capnocy-
tophaga (Table 2). Regarding the oral microbiota, five species were
considered as potential biomarkers of dCVID when comparing with
iCVID with an accuracy of 92%, namely V. tobetsuensis, an unassigned
species of Peptococcus spp., Cardiobacterium hominis, C. matruchotii, and
lastly, Capnocytophaga granulosa (Table 2 and Fig. 4C). Finally, 7 species
from faeces were necessary to discriminate both groups with an accu-
racy of 86%, as detailed in Fig. 4B. For faecal samples, the species
progressively included in the model with declining predictive capacity
were three unassigned species of the families Peptococcaceae, Chris-
tensellaceae, and Oscillospirales, an unassigned species of Alistipes, an
unassigned species of the family Oscillospirales and genus UCG.010, an

unassigned species of the family Defluviitaleaceae genus UCG.011 and
P. merdae (Table 2). The use of a higher number of species did not result
in greater predictive accuracy and was shown to even limit the predic-
tive capacity of the model (Fig. 4).

4. Discussion

This study is, to the best of our knowledge, the first work aiming to
jointly characterize the composition of oropharyngeal, respiratory, and
faecal microbiota at the species level in CVID patients with a dysimmune
phenotype in comparison with those patients only showing infectious
complications and non-CVID controls. Here, we have demonstrated that
dysimmune CVID patients harbour important differences in the micro-
biome composition of their saliva, sputum, and stool. Globally, respi-
ratory evenness was lower in dCVID patients compared to controls,
whereas faecal bacterial richness was lower in dCVID patients compared
to either controls or iCVID patients. In fact, a combination of around 5-7
species in each type of sample could independently predict dysimmunity
in CVID patients with an accuracy of around 90% in our population.

Several studies have been devoted to describing the microbiota
profile in patients with CVID [12,29-35]. However, current evidence is
limited to gut microbiota [12,28-34] or oropharyngeal microbiota [19].
Although most studies do not reach species resolution and some of them
have a low sample size or lack a control group [29,30,35], overall results
suggest a smaller biodiversity of gut and oral microbiomes in CVID pa-
tients compared to controls. As higher bacterial species diversity has
generally been associated with healthy resilient microbiomes, we hy-
pothesized that alterations of the global alpha diversity could be present
in dCVID patients.

In our work, while no differences in alpha diversity indexes were
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Table 2
Bacterial species as predictors of dysimmunity in CVID as selected by the Boruta algorithm.
Boruta Relative Relative
Species Predictive A?ggm\'eaf' B/-E:NIEOZ'}/:IE: abundance  abundance in
capacity 9 in dCVID (%) iCVID (%)
Oral microbiota ¢
Veillonella tobetsuensis 1.154 0.241 0.536
unassigned Peptococcus -0.219 0.055 0.047
Prevotella oris -0.927 0.320 0.073
Cardiobacterium hominis 2.238 0.010 0.048
Corynebacterium matruchotii -1.685 0.235 0.073
Capnocytophaga granulosa -3.127 0.165 0.019
Streptococcus mitis 1.431 0.006 0.016
Streptococcus cristatus -1.222 0.882 0.378
Pulmonary microbiota n
Streptococcus cristatus )| -1.743 0.985 0.294
Corynebacterium matruchotii -2.153 0.161 0.028
Prevotella oris -1.643 0.237 0.076
Corynebacterium durum -2.629 0.157 0.025
unassigned Kingella -1.927 0.058 0.015
unassigned Actinobacillus -10.310 0.103 0
unassigned Capnocytophaga -0.307 0.186 0.151
Leptotrichia buccalis -3.246 0.066 0.007
Actinobacillus pleuropneumoniae 4_ 0.563 0.108 0.159
Gastrointestinal microbiota $
Not assigned Peptococcaceae i 2221 0.007 0.032
Not assigned Christensellaceae 2113 0.018 0.078
unassigned Oscillospirales 1.420 0.008 0.022
unassigned Alistipes -0.576 1.605 1.077
unassigned Oscillospirales, family
UCG.010 2.264 0.076 0.364
unassigned Defluviitaleaceae
UCG.011 genus 1.503 0.007 0.364
Parabacteroides merdae 0.33 1.027 1.299
Negativibacillus massiliensis 1.735 0.023 0.076
unassigned Rikenella 7.521 0 0.012
Collinsella massilensis 6.592 0 0.006
unassigned Ruminococcaceae ;
UBA1819 genus 0.552 0.091 0.286
ANCOM-BC: Analysis of Compositions of Microbiomes with Bias Correction. CVID: C variable i leficiency. Log2FC: Log value base

2 of the fold change between relative abundances in both groups.

Boruta predictive capacity: graded scale represents the relative predictive capacity of each bacterium in the predictive model as determined by the
Boruta algorithm: red means higher predictive capacity, and blue lower predictive power.

ANCOM-BC-confirmed positive and negative predictors: grey: no significant differences between both groups in the ANCOM-BC. Green: Sig-
nificant differences between both groups in the ANCOM-BC and positive predictor of dysimmune-CVID. Red: Significant differences between both
groups in the ANCOM-BC and negative predictor of dysimmune-CVID.

observed in the oral microbiota depending on the CVID phenotype, the
species richness was significantly lower in stool from dCVID patients
than in iCVID, as previously reported in severe CVID conditions with
complications [12,31]. These findings concur with known evidence of
dysbiosis as a biomarker of inflammatory intestinal disorders [9,12,16]
and elevated levels of sCD14, sCD25, and LPS. In fact, sCD25 and plasma
LPS were strong determinants of reduced alpha diversity in severe CVID
with immune dysregulation [12]. Furthermore, another study found
that CVID patients had decreased levels of faecal adenosine and inosine,
two purine metabolites that modulate several aspects of the immune
response [29]. However, the molecular pathways by which microbiota
contribute to systemic inflammation in CVID patients remain poorly
understood. It is well established that the oral microbiota invades the
gut and respiratory niches in immune-depressed individuals, and the
presence of oral bacteria in the gut has been associated with multiple
inflammation disorders [36-38]. The mechanisms underlying this

pathogenic effect include, among others, TH1 cell induction and
inflammation [39], reduced gene expression of tight junction proteins,
and elevated LPS levels in plasma [40].

In our samples, we did not find oral bacteria overrepresented in the
gut, but many oral microbes were at significantly higher levels in the
respiratory tract of dCVID individuals. In fact, the five species identified
by our random forest modelling as the best biomarkers of dCVID in the
lungs are all oral bacteria. It has recently been shown that the invasion of
oral microbes in the respiratory tract was associated with antibiotic use
in children with pneumonia [41]. In our series, the absolute number of
patients under prophylactic antibiotic therapy was higher in the dCVID
patients, which also showed a lower microbial respiratory evenness
when compared to healthy controls. Thus, the potential role of respi-
ratory tract invasion by oral bacteria in systemic inflammation in sCVID
patients should be further studied.

Beyond some studies delving into the gut microbiome and only one
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studying the oral microbiota, one fundamental question is whether
bacterial populations in other niches may underlie immune dysregula-
tion in CVID patients. This is the first study analyzing sputum samples,
and, interestingly, respiratory bacterial evenness was lower in dCVID
patients compared to controls. Given that sputum samples have been
shown to be only partially representative of the respiratory microbiota
[42], the analysis of lung samples, ideally from the lower respiratory
tract, is of high importance considering the bidirectional gut-lung axis in
CVID [16] and the high frequency of severe immune lung complications
in the immune dysregulation phenotype, such as GLILD [43,44].

While biodiversity indexes may help identify global differences in
microbial populations, taxonomic comparisons are essential in order to
identify possible pathobionts or microbial species associated with each
CVID phenotype. In addition to comparing significant differences be-
tween bacterial species abundance in the different niches of dysimmune
and non-dysimmune CVID patients and controls, we used a multivari-
able analysis based on the Boruta algorithm to predict the CVID phe-
notypes according to the abundances of specific bacteria. To date,
evidence on differences in bacterial abundance at the species level in
relation to clinical CVID phenotypes is scarce, but our data show that
this is a promising strategy, as the models reached high discrimination
accuracy, especially for oral and sputum samples.

In oral samples, V. tobetsuensis, unassigned Peptococcus spp., P. oris,
C. hominis, C. matruchotii, C. granulosa and S. mitis could jointly predict
dysimmunity in CVID patients with a 95% accuracy in our population.
P. oris and C. matruchotii were also considered good indicators of dys-
immunity in sputum samples, together with S. cristatus, C. durum, and a
species of Kingella, showing an accuracy of 92%. We cannot discard the
possibility that the overirepresentation of these oral bacteria in the
sputum of CVID patients could partly be due to salivary contamination
or bacterial seeding in the lower respiratory tract. However, this over-
representation might be real, as contamination would be expected to
be the same for all groups [19]. Interestingly, in this study, faecal
microbiome was the least diseriminatory approach. Considering that
mostly all studies in the literature are focused on stool or digestive an-
alyses [12,29-33,35], these results highlight the importance of deep-
ening our knowledge in alternative niches for diagnostic purposes or to
unravel the role of the microbiome in the generation of immune dys-
regulation and autoimmunity in CVID. Here, unassigned Peptococcaceae,
Christensellaceae, Oscillospirales, Alistipes, Defluviitaleaceae and P. merdae
could classify the patient with an accuracy of 86%.

Although information at the species level is scarcely available, Veil-
lonella spp. has also been previously linked to the CVID microbiome as
well as autoimmune diseases such as systemic lupus erythematosus
(SLE), autoimmune hepatitis, Sjogren syndrome, and rheumatoid
arthritis [45]. While it is the third most frequently observed genus in
oropharyngeal samples from CVID patients [19] and has been signifi-
cantly associated with these patients in faecal samples [9], these species
have also been related to an inflammatory fatty acid profile in the
context of disturbed gut microbiota in CVID [34]. Given that Veillonella
uses organic acids as carbon sources, their overrepresentation is nor-
mally indicative of an acidic pH or high lactate levels. Higher lactate
levels could be the result of bacterial fermentation but also could be due
to lactate-dehydrogenase overexpression in human tissue [46]. As in our
work, an increased abundance of Prevotella spp. has also been previously
reported in oropharyngeal samples of severe CVID patients with immune
dysregulation and lower IgA levels [19], and increased P. oris has
already been reported in SLE independently of periodontal status. Other
species of Prevotella have also been linked to SLE, rheumatoid arthritis,
or sarcoidosis [45,47]. Streptococcus species also deserve mention, as it is
the overall most abundant bacterial genus in the oral microbiome of
these patients [19] and therefore a first indicator of oral leakage to the
gut, but is also highly associated with CVID disease in stool samples
[31]. As in our work, an increased abundance of Streptococcus has been
positively related to dysimmunity and interstitial lung disease in CVID
[19], and S. mitis has also been reported as an enriched species in
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rheumatoid arthritis [45]. The genus has also been considered pro-
inflammatory in systemic autoimmune diseases, as the evidence on an
enrichment of Streptococcus in ankylosing spondylitis, osteoarthritis,
rheumatoid arthritis, Sjogren’s syndrome, SLE, systemic sclerosis, or
sarcoidosis, has been consistent [45,47]. Results must be carefully
interpreted, especially when different species of the genus possess both
inflammatory or anti-inflammatory features, and considering the limi-
tations of previous studies, which on most occasions only reached up to
the genus level.

Our findings concur with previous evidence regarding other genera
such as Leptotrichia or families such as Ruminoccocaceae, which are also
more frequently observed in oral and intestinal samples of CVID pa-
tients, respectively [19,35]. However, evidence in other systemic auto-
immune diseases is more controversial, with ambivalent reports in
rheumatoid arthritis or Sjégren syndrome [45]. Additionally, Alistipes
species such as A. onderdonkii have also been linked to CVID patients
[29]. In this study, an unassigned species of the genus was significantly
more prevalent in faeces of dysimmune CVID patients and was consid-
ered an independent predictor after the Boruta analysis. Some studies
have found Alistipes to thrive in an inflamed environment and promote
inflammation and tumour formation [48]. Despite the evidence being
controversial, Alistipes LPS is known to be proinflammatory, leading to
an increase in Th17 cells expressing CD161 and CCR6/integrin Beta7, as
well as a decrease in butyrate-producing bacteria, which are known to
be anti-inflammatory [49]. Hence, an increased abundance of Alistipes in
CVID could be part of the potential drivers for gut barrier dysfunction
and inflammation [49], especially considering consistent evidence of an
increased abundance of this genus in SLE and rheumatoid arthritis [45].

Our findings propose that the microbiome present in different niches
could play a crucial role in the pathophysiology of autoimmune and
inflammatory complications associated with CVID. This suggests a po-
tential need for intervention in microbiota modulation. Despite initial
insights into the alterations of the microbiome in CVID patients, there is
a notable lack of basic and clinical evidence regarding the impact of
microbiota modulators. These modulators include prebiotics, non-viable
substrates serving as nutrients for beneficial microorganisms, and pro-
biotics which can involve genetically modified microbes or faecal
microbiota transplantation. The efficacy of symbiotics, a combined
therapy of prebiotics and probiotics, as well as dietary interventions,
also remains underexplored [50].

Several limitations deserve mention. CVID is a heterogeneous dis-
ease, and clinically based classifications can also be heterogeneous
despite systematic and strict defining criteria. Therefore, current evi-
dence on microbiota findings is limited to available molecular and ge-
netic evidence on the disease. Patients with CVID are highly complex
and commonly require prophylactic antibiotic therapy or immunosup-
pressant therapies, which highly influence their microbiomes and must
be considered when interpreting the data. In fact, dCVID patients
received significantly more immunosuppressants due to their associated
complications than iCVID patients. Moreover, there is a growing body of
knowledge about the different microbiota compositions in CVID pa-
tients, but whether these changes are a cause or effect of the disease is
yet to be determined. Additionally, as this is a single-centre study, the
microbiome compositions could be influenced by the local bacterial
commensal population, necessitating future multi-centre studies to
confirm these patterns. Thus, future work in animal models should aim
to establish the potential causal relationship between some of the bac-
teria identified as consistently related to CVID and disease development.
In addition to bacteria, the role of the mycobiome or the fungal
component in the microbiota is also important in maintaining tissue
homeostasis. Its dysbiosis has been linked to other pathological condi-
tions and it has only been studied once in CVID without significant
findings to date [31]. In our study, only the bacterial component was
analyzed, but not the mycobiome or, even, the virome. The eukaryotic
and prokaryotic viruses co-colonising human tissues are collectively
referred to as human virome, and has been recently implicated in the
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pathogenesis of diseases such as inflammatory bowel disease, or dia-
betes, among others, but there is no evidence in CVID yet. Their relations
with the host microbiome and the host itself could also be crucial in
disease pathogenesis and therapeutics and may inspire novel thera-
peutic strategies beyond contemporary microbiome therapeutics in the
future [51].The low relative abundance of biomarkers is also another
limitation, as it could lead to an increased risk of type 1 error. Respi-
ratory samples were obtained from sputum, and salivary contamination
is obvious, suggesting that lower airway samples like bronchoalveolar
lavages or biopsies could provide better microbial resolution. Finally,
another limitation of the study is derived from the low frequency of
many of the bacterial species associated with CVID, and their contri-
bution to the disease should therefore be further studied experimentally.
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Supplementary material

Figure S1. Relative abundance of representative bacterial species in
sputum, fecal, and saliva samples from CVID patients and controls. The
relative abundance is expressed in % of the total bacterial population.
Dysinmune CVID, dCVID; infections only CVID, iCVID; healthy volunteers,
Controls.
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Figure S2. Differences in sputum-associated microbiota from CVID
patients and controls. The log2 fold change of the abundance of species
significantly different between the groups compared was represented as
bars. Dysinmune CVID, dCVID; infections only CVID, iCVID; healthy
volunteers, Controls.
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Figure S3. Differences in feces-associated microbiota from CVID patients
and controls. The log2 fold change of the abundance of species
significantly different between the groups compared was represented as

bars. Dysinmune CVID, dCVID; infections only CVID, iCVID; healthy
volunteers, Controls.
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Figure S4. Differences in saliva-associated microbiota from CVID patients
and controls. The log2 fold change of the abundance of species
significantly different between the groups compared was represented as
bars. Dysinmune CVID, dCVID; infections only CVID, iCVID; healthy
volunteers, Controls.
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7. Discusion

El desarrollo de esta tesis doctoral comenz6 actualizando la evidencia sobre los pacientes con
IDCV a nivel nacional. Gracias a la creacion del registro GTEM-SEMI-CVID se han recopilado de
forma sistematica las caracteristicas clinicas actuales de 250 pacientes diagnosticados con IDCV
en Espafia mediante un enfoque multicéntrico. Por lo tanto, se detalla en este primer estudio una
visién completa, actualizada e integrada del curso clinico de la IDCV, que aumenta los datos

disponibles proporcionados por otras cohortes multicéntricas nacionales e internacionales

Segun los datos de series de pacientes con IDCV anteriormente publicadas, el retraso
diagnéstico medio fue de alrededor de 10 afios (Chapet et al., 2008; Wehr et al., 2008, Ramirez-
Vargas et al., 2014), y la mayoria de los pacientes debutaron clinicamente con complicaciones
infecciosas, seguidas de trastornos inmunitarios no infecciosos. Sin embargo, el retraso
diagndstico actual parece mayor que lo reportado previamente en cohortes parciales en nuestro
pais, que oscilé entre 4-6 afios (Gathman et al., 2014). Mas de un tercio de los pacientes en
nuestra cohorte mostraron linfadenopatias y esplenomegalia en su seguimiento, y mas del 30%
presentaron citopenias inmunitarias, con una prevalencia mayor que en otras cohortes
internacionales, posiblemente debido a una edad media relativamente mayor de nuestros
pacientes y una evolucion de la enfermedad mas larga (Chapel et al., 2008; Ho HE et al., 2020;
Mormile et al., 2021; Wehr et al., 2008). Sorprendentemente, el sindrome de Evans fue la
citopenia inmunitaria mas frecuentemente descrita en lugar de la PTI aislada, como ya habia sido
descrito con anterioridad (Resnick et al, 2012; Chapel et al., 2008; Ho HE et al., 2020). Ademas,
la autoinmunidad sistémica se documenté en el 20% de los pacientes, siendo la espondilitis
anquilosante la enfermedad reumatica mas frecuente. Esto destaca la necesidad actual de
desarrollar protocolos de derivacién que permitan un diagnoéstico mas temprano, que deberia
incluir no solo infecciones repetidas como la principal sefial de alerta para sospechar IDCV y
otras inmunodeficiencias (Arslan et al., 2016; Arkwright et al. 2011), sino también trastornos

inmunitarios y linfoproliferacion benigna.

Desde la introduccion de la IgRT, las complicaciones infecciosas ya no son la principal causa de
morbilidad y mortalidad en pacientes con IDCV (Resnick et al., 2012), como se ilustra en esta
serie. Durante mas de una década, la IgSc se ha introducido como una alternativa eficaz a la Iglv
convencional, consiguiendo alcanzar unos niveles valle de IgG méas estables y elevados, con
menos efectos secundarios, mejor calidad de vida relacionada con la salud, empoderamiento del
paciente y recuperacion funcional mas rapida con menos contacto con el entorno sanitario
(Abolhassani et al., 2012). Sin embargo, menos de la mitad de los pacientes recibieron 1gSc y
casi el 60% prefirio Iglv. Ante esta constatacion de la infrautilizacién de la IgSc en nuestro medio,
se debe alentar a los profesionales a considerar cambiar de Iglv a IgSc en todos aquellos

pacientes en el que dicho cambio sea factible.



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

Por otra parte, la enfermedad pulmonar no infecciosa fue extraordinariamente frecuente en
nuestro registro, afectado aproximadamente al 60% de los pacientes, lo que muestra una
prevalencia mayor que la conocida anteriormente (Resnick et al, 2012; Chapel et al., 2008; Ho
He et al., 2020). Las bronquiectasias fueron el hallazgo de imagen mas frecuente (35%) en
consonancia con estudios anteriores (Ho He et al., 2020). Esto podria deberse a infecciones
crénicas y repetidas mas que a la disregulacién inmunitaria local (Schussler et al., 2016). Sin
embargo, se observd compromiso del parénquima pulmonar en alrededor del 15% de los
pacientes, principalmente como neumonia intersticial linfoide. A pesar de la alta prevalencia de
la enfermedad pulmonar, menos del 65% de los pacientes incluidos en la cohorte se sometieron
a una TCAR. Esto sugiere que algunos pacientes con afectacion subclinica pueden haber sido
infradiagnosticados en nuestra cohorte, ya que solo alrededor del 20% experimento
manifestaciones clinica respiratoria como tos o disnea. En consonancia con esto, la EPIGL
confirmada histolégicamente solo se documenté en 17 pacientes; una prevalencia notablemente
menor de lo esperado de acuerdo con la evidencia previa (Bates et al., 2004; Morimoto et al.,
2005).

Antes del desarrollo de esta tesis doctoral, no se habian desarrollado estudios de cohorte
longitudinales para determinar factores de riesgo de desarrollo de EPIGL, y no existian estudios
sobre la capacidad discriminativa de modelos que combinen variables clinicas, analiticas y de
imagen para su diagnéstico, especialmente por la naturaleza de esta enfermedad. Esto tiene una
importancia resefiable, especialmente considerando que la EPIGL se ha definido como una
entidad clinico-radio-patoldgica intersticial pulmonar (Hurst et al., 2009) y tras sugerirse que el
componente pulmonar forma parte de un proceso disinmune global en los pacientes con IDCV
que lleva a una enfermedad linfoproliferativa benigna multisistémica (Rao et al., 2015). Ademas,
su diagnéstico definitivo histolégico mediante biopsia pulmonar conlleva una morbilidad y
mortalidad afiadida, con una mortalidad de 1,7% en intervenciones programadas para el
diagndstico de enfermedad pulmonar intersticial (Hutchinson et al., 2016). Esto podria explicar
también la baja prevalencia y enfatiza la necesidad de una busqueda mas activa de la
enfermedad pulmonar crénica en el seguimiento de estos pacientes a pesar de ser asintomaticos
0 paucisintométicos, ya que se ha asociado con peores resultados clinicos (Chapet et al., 2008;
Verma et al., 2015), como se discutird méas adelante siguiendo los resultados del segundo trabajo

de esta tesis.

Ademads, en el Registro GTEM-SEMI-CVID se documentd enfermedad gastrointestinal en mas
del 40% de los pacientes, una prevalencia en el limite superior de los datos previamente
publicados (rango: 9 — 44%) (Chapel et al., 2008; Ho HE et al., 2020; Mormile et al., 2021; Wehr
et al., 2008; Ramirez-Vargas et al., 2014; Farmer et al., 2018). La infiltracion linfocitica intestinal
fue el hallazgo histologico mas comun, presente en casi el 40% de las biopsias, como se publicé

recientemente (Ho HE et al., 2020).
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Estos resultados concuerdan con la creciente evidencia que respalda que la linfoproliferacion
benigna diseminada es una de las principales caracteristicas de la disregulacién inmunolégica
en los pacientes con IDCV, resultado en una disfuncién orgénica a diferentes niveles. Entre los
organos biopsiados en nuestra cohorte, la linfoproliferacion benigna fue la principal alteracion
histopatolégica, excepto en el bazo y el higado, donde se observé granulomatosis en el 75% y
el 42% de las biopsias, respectivamente. Curiosamente, en drganos no linfoides, la infiltracién
linfocitica fue mas frecuente en el tracto gastrointestinal, probablemente debido a la interaccion
continua de antigeno-linfocito con la microbiota local. Muchos estudios han mostrado un aumento
de la permeabilidad de la barrera intestinal que resulta en un aumento de translocacion
microbiana y de inflamacion sistémica, lo que podria explicar los hallazgos histologicos de los
pacientes en nuestra cohorte (Jorgensen et al., 2019; Gereige et al., 2019; Varricchi et al., 2021),
y que se discutira a continuacion en el contexto de los resultados obtenidos en el andlisis de

microbiota oral, respiratoria y fecal.

Esta coexistencia de inmunodeficiencia y disregulacién inmune con infiltracion linfocitica difusa
y trastornos autoinmunes en pacientes con IDCV parece paraddjica, requiriendo el uso de
tratamientos inmunosupresores en pacientes ya de por si inmunosuprimidos. En el registro
GTEM-SEMI-CVID, casi el 40% de los individuos habian recibido tratamiento inmunosupresor,
principalmente corticosteroides, seguidos por la azatioprina y, notablemente, el rituximab. Estos
agentes se utlizaron principalmente para tratar citopenias inmunitarias, trastornos
granulomatosos o linfociticos y otras complicaciones autoinmunes. Dado su riesgo de efectos
adversos, la necesidad de estos tratamientos revela una importante complejidad terapéutica
(Xiao et al., 2014), especialmente considerando la prevalencia relativamente alta de infecciones
oportunistas en nuestra cohorte, de hasta 9,64% con una clara relacién con algunos de los
inmunosupresores mas utilizados. Se necesitan mas estudios fisiopatol6gicos para desentrafar
las vias genéticas y moleculares que impulsan la disinmunidad de la IDCV para permitir el

desarrollo de terapias dirigidas con menores efectos secundarios.

Ademas, en la literatura, los pacientes con IDCV tienen un riesgo significativamente mayor de
cancer hematol6gico y sélido, con una prevalencia descrita de aproximadamente el 10%
(oscilando entre el 1,5% y el 20,7% segun la serie). La prevalencia global de cancer en el registro
GTEM-SEMI-CVID fue una de las méas altas reportadas hasta la fecha, de hasta el 15,26%
(Resnick et al., 2012; Kiaee et al., 2019; Ho HE et al., 2020; Cunningham-Rundles et al., 1999;
Abolhassani et al., 2012, Quinti et al., 2007). Al igual que con las complicaciones inmunitarias, la
mayor edad media en el registro, asi como el retraso diagnéstico, podrian explicar parcialmente
estos hallazgos (Kiaee et al., 2019). En consonancia con la evidencias previa, el linfoma no
Hodgkin B fue la neoplasia mas frecuentemente reportada, seguida por el cancer gastrico, los
tumores pulmonares y las neoplasias cutaneas. A pesar de la disminucion de la incidencia del
cancer gastrico en estudios mas antiguos (Kinlen et al., 1985; Tak Manesh et al., 2017), la

prevalencia del 2% en esta serie es significativamente méas alta en comparaciéon con otros
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estudios recientes (Resnick et al., 2012; Ho HE et al., 2020). El hecho de que se haya investigado
activamente la presencia de H. pylori en aproximadamente la mitad de los pacientes del registro
podria haber contribuido a estos porcentajes mas elevados, sefialando la necesidad de realizar

pruebas periddicas de deteccion de H. pylori en los pacientes con IDCV.

Estos datos nacionales subrayan la necesidad de desarrollar guias estandarizadas para
optimizar y homogeneizar el diagnéstico y manejo de estos pacientes. Las complicaciones
cronicas por disinmunidad son la principal causa de morbilidad y mortalidad tras la introduccién
de la IgRT y representan un gran desafio para los clinicos que tratan las IDP. La falta de
tratamientos efectivos y el uso de inmunosupresores para el manejo de estos trastornos resalta
la importancia de la investigacion basica y traslacional que profundiza en las vias fisiopatolégicas
implicadas en la disfuncién inmune y la infiltracion linfocitica, como las alteraciones en la

microbiota y un aumento en la traslocacion bacteriana.

Como se ha comentado y entrelazando el estudio GTEM-SEMI-CVID con el segundo trabajo de
esta tesis doctoral, la EPIGL es el mayor ejemplo dentro de este marco de disinmunidad presente
en los pacientes con IDCV, pues cursa con fenbmenos autoinmunes, se asocia a enteropatia y
produce una marcada linfoproliferacién con o sin granulomatosis y afectacion multisistémica.
Gracias a los hallazgos del segundo estudio que se discutira a continuacion, se ha demostrado
por primera vez que el uso integrador de herramientas predictivas combinando parametros
clinicos, analiticos y radiol6gicos pueden resultar Gtiles para el diagnostico precoz de EPIGL en
los pacientes con IDCV. De hecho, la presencia de esplenomegalia, linfadenopatias, un recuento
CD8+ disminuido y una puntuacion elevada en el score GLILD de Baumann predice con una
precision casi perfecta la presencia de EPIGL histolégicamente confirmado tras validacion
interna. El score radiolégico de Baumann se encuentra altamente correlacionado con la
probabilidad de EPIGL y es altamente reproducible entre observadores entrenados. Este modelo
predictivo se ha realizado combinando métodos de elastic net y regresion Bayesiana. Pese a un
propdsito exploratorio y la limitacién del tamafio muestral, demuestra una elevada capacidad
discriminativa incluso tras la validacion interna media la técnica bootstrap que invita a su

replicacion en cohortes con mayor tamafio muestral y a estudios multicéntricos.

Mas alla de estas limitaciones, existen varias cuestiones importantes que se plantean a partir del
modelo. Por una parte, de acuerdo con nuestros datos y tal y como se ha descrito previamente,
la esplenomegalia y las linfadenopatias se asocian a la EPIGL (Chase et al., 2013; Hartono et
al., 2017; Mannina et al.,, 2016; Cinetto et al.,, 2021). Tanto la esplenomegalia como las
linfadenopatias se pueden detectar facilmente mediante la exploracion fisica y la realizacion de
pruebas de imagen, convirtiendo estas variables en extremadamente Utiles para predecir qué
pacientes pueden desarrollar EPIGL o elevar la sospecha clinica ante sintomatologia e imagenes

compatibles en TC pulmonar.
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Estos resultados también concuerdan con la idea de que la EPIGL es la expresion pulmonar de
un trastorno disinmune linfoproliferativo benigno sistémico (Rao et al.,, 2015). Este hallazgo
presenta un gran interés desde el punto de vista clinico, especialmente por la dificultad a la hora
de establecer una sospecha clinica basada en la sintomatologia de los pacientes, pues estos
suelen encontrarse asintomaticos o paucisintomaticos en la mayoria de los casos (Lamers et al.,
2021; Baumann et al., 2018). De hecho, segun los datos de este segundo estudio de la presente
tesis doctoral, el grado de disnea apenas mostré6 cambios entre casos y controles, lo que

contrasta con las alteraciones halladas en las pruebas de funcidn respiratoria.

Ademas, casi un 60% de los pacientes con IDCV y EPIGL presentaron AHAI, que no fue
documentada en ningln paciente control, de la misma manera que en el estudio realizado por
Chase et al., (2017). Los niveles de IgA bajos también se relacionaron mas frecuentemente con
los casos que con los controles. Sin embargo, al igual que en trabajo realizado por Hartono et
al., (2017), el déficit de IgA no se identifico como un factor predictivo per se, al contrario que en
otros estudios previos (Chase et al., 2013; Cinetto et al., 2021). La prevalencia de la poliartritis
en ambos grupos fue similar. De hecho, ninguno de los 7 casos con EPIGL e IDCV sufrié
artralgias o artritis, al contrario de lo sugerido por otros trabajos (Mannina et al., 2016). Por otra
parte, la frecuencia absoluta de pacientes con enteropatia fue mayor en el grupo control, lo que
es sorprendente ya que tradicionalmente se ha considerado una complicacion no-infecciosa

derivada de la infiltracion inmune (Fraz et al., 2021).

Por otra parte, un recuento bajo de CD8+ se ha asociado con la presencia de EPIGL confirmado
histolégicamente. Algunos estudios ya han analizado los linfocitos de sangre periférica y los han
relacionado con los diferentes fenotipos clinicos de los pacientes con IDCV, y de los pacientes
con EPIGL (Cinetto et al., 2021; Fraz et al, 2021; Kellner et al., 2019; Bateman et al., 2012). Los
hallazgos del segundo estudio van en linea con otros trabajos sobre los defectos celulares de los
pacientes con EPIGL (Cinetto et al., 2021) afectacién granulomatosa o autoinmune (Seidel et al.,
2019) o enfermedad pulmonar intersticial (Kellner et al., 2019), que también muestran una
asociacion entre un recuento disminuido de CD8+ y la frecuencia de EPIGL. El recuento de
CD19+ fue también menor en los casos, en consonancia con la evidencia disponible, que
muestra que los pacientes con esplenomegalia, granulomas, enteropatia (Wehr et al., 2008;
Malphettes et al., 2009) o EPI (Kellner et al., 2019; Wehr et al., 2008) presentan un recuento de

linfocitos B CD19+ menor.

Se han desarrollado algunos sistemas de prediccion para la caracterizacion de TCAR en los
pacientes con IDCV, como el método Baumann o el método Hartmann (Meerburg et al., 2020;
Schutz et al., 2019; Wainwright et al., 2011). Pese a que el score de Hartmann presenta una
reproductibilidad inter-observador para la evaluacion de EPIGL y la presencia de enfermedad de
la via aérea ligeramente mejor que el score compuesto de Baumann, este Ultimo fue elegido en

el segundo trabajo por presentar una aplicacion mas sencilla en la practica clinica, una adecuada
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reproductibilidad para el estudio de EPIGL y por mostrar una menor extensién. En nuestra
validacion externa del score Baumann para la prediccién de EPIGL, los resultados fueron mejores
que los documentados por Meerburg et al., (2020), que mostraron una correlacion interclase de
0,74, y fue similar a la observada por el score compuesto de Hartmann para la evaluacién de la
EPIGL (0,84). Asi, consideramos que este sistema de prediccion es una herramienta adecuada
de medicién para estudios de investigacion, pero también para la practica clinica, permitiendo

mejorar la exactitud diagnéstica de la EPIGL.

Hasta el momento, los trabajos desarrollados identifican potenciales factores predictores de
EPIGL que podrian ayudar a identificar subgrupos de pacientes con IDCV con posterior potencial
evolucién a EPIGL, o aumentar la sospecha clinica cuando se visualicen hallazgos clinicos o
radioldgicos compatibles (Hartono et al., 2017; Mannina et al., 2016; Cinetto et al., 2021). Sin
embargo, la EPIGL constituye una entidad clinica que ha sido recientemente redefinida. La
evidencia es actualmente escasa, y los estudios, pese a incluir un mayor tamafio muestral, no
estan exentos de limitaciones. Por un lado, los trabajos previos incluyen tanto pacientes con
diagndstico no histolégico como con diagnadstico histolégico de EPIGL. Dado que la confirmacién
histopatolégica en los pacientes con sospecha clinica, analitica y radioldgica de EPIGL se
considera el gold standard para el diagndstico, esto podria representar un sesgo de seleccion al
incluir posibles falsos positivos, limitando la interpretacion de resultados, asi como la
extrapolacién y la validacién externa. Por ello, en este estudio, solo se incluyeron aquellos
pacientes con EPIGL con confirmacion histologica tras biopsia pulmonar. Ademas, toda la
evidencia publicada mostré una aproximacion retrospectiva al igual que en el presente trabajo,
pero ninguno de los articulos realizé una validacion interna o externa, y pese a realizar analisis
univariantes con mdultiples comparaciones, no se aplicé una penalizacion de los p-valores,
resultando en un mayor error tipo I. Asimismo, en los trabajos de Mannina et al., (2016) y Cinetto
et al., (2021), se utilizaron analisis univariantes para la seleccion de variables y su inclusion en
el modelo de regresion: una aproximacion cuestionable, ya que son menos comprensivos y no
consideran relaciones inter-variables, resultando en un modelo final que tiende a excluir falsos

negativos y a incluir falsos positivos, con importantes sesgos de confusion.

Asi, nuestros hallazgos sugieren un rol potencial de modelos que integren la clinica, los hallazgos
de laboratorio y los scores de TC pulmonar para mejorar la exactitud del diagnéstico no invasivo
de la EPIGL que, tras mayor investigacion y validacion, podrian incluso evitar técnicas
potencialmente agresivas de diagndéstico como la biopsia pulmonar en pacientes seleccionados.
Ademads, estos resultados subrayan la necesidad de desarrollar estudios prospectivos con mayor
tamafio muestral que permitan entender la fisiopatologia de la EPIGL y generar herramientas
diagnésticas que permitan un diagnostico mas precoz y se traduzcan en una mejoria en el

prondstico de estos pacientes.



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

En esta linea, el tercer y ultimo estudio de la presente tesis doctoral, pretende adentrarse en el
conocimiento de la fisiopatologia de la disregulacién inmunitaria asociada a IDCV y afiadir una

potencial variable méas en las técnicas de prediccién de la disinmunidad: el microbioma.

Este trabajo constituye el primer estudio que caracteriza conjuntamente la participacién de la
microbiota orofaringea, respiratoria y fecal a nivel de especie en pacientes con dIDCV en
comparacion con aquellos pacientes que solo presentan complicaciones infecciosas, y
considerando controles sanos. En él se demuestra que los pacientes con dIDCV presentan
diferencias notables en la composicion del microbioma de su saliva, esputo y heces respecto a
los pacientes sin complicaciones inmunolégicas y s6lo comorbilidad infecciosa. Globalmente, la
diversidad de especies en las muestras respiratorias y la riqueza de la microbiota fecal fueron
menores en los pacientes con dIDCV. A pesar de que no se identificé una sola especie como
predictor sélido de disinmunidad, una combinacion de alrededor de 5 a 7 especies en cada tipo
de muestra podria predecir de forma independiente este fenotipo de mayor gravedad con una

precision de alrededor del 90 % en nuestra poblacion.

Hasta la fecha, se han publicado diversos estudios con el objetivo de describir el perfil de la
microbiota en pacientes con IDCV como puede observarse en la Tabla 9, en la que se encuentra
la interrelacion con nuestros hallazgos (Bosék et al., 2021; Shulzenko et al., 2018; Fiedorova et
al., 2019; Jorgensen et al., 2016; Macpherson et al., 2020; Van Schewick et al., 2020; Berbers et
al., 2020; Skarpengland et al., 2021; Franco-Esquivias et al., 2019). Sin embargo, la evidencia
actual se limita fundamentalmente a la microbiota intestinal (Bosak et al., 2021; Shulzenko et al.,
2018; Fiedorova et al., 2019; Jorgensen et al., 2016; Macpherson et al., 2020; Van Schewick et
al., 2020; Skarpengland et al., 2021; Franco-Esquivias et al., 2019) o, en todo caso, a la
microbiota orofaringea (Berbers et al., 2020). A pesar de que la mayoria de los trabajos no
realizan una determinacién a nivel de especie y algunos carecen de grupo de control o tienen un
bajo tamafio muestral (Bosak et al., 2021; Shulzhenko et al., 2018; Franco-Esquivias et al., 2019),
los resultados generales sugieren una disminucién de la biodiversidad del microbioma intestinal
u oral en los pacientes con IDCV en comparacién con los controles sanos. Dado que una mayor
diversidad de especies bacterianas se ha asociado con microbiomas sanos y resilientes,
planteamos la hipétesis de si en los pacientes con IDCV y fenotipo disinmune podrian presentar
alteraciones de la diversidad alfa global oral, respiratoria y fecal, en términos de riqueza de

especies y uniformidad o evenness.



Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disi

Nicho

biolégico

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Oral

Tamafio
muestral

44 1DCV, 45
Elly 263
controles

7 IDCV con
enteropatia,
8 IDCV sin
enteropatia,
7 controles
con colon
irritable

55 IDCVy
16 controles
convivientes

5IDCV

104 IDCVy
30 controles

15IDCVy
12 controles
convivientes

86 IDCV, 12
agammaglo-
bulinemia

ligada al Xy
49 controles

Evidencia cientifica y hallazgos relevantes

indices de
biodiversidad

Menor diversidad
alfa

Sin diferencias

en diversidad alfa

Menor diversidad
alfay diferente
diversidad beta,
correlacionado
con fenotipo
grave

Sin grupo
comparativo

No explorada

Diversidad alfa
(Shannon) mas
baja en IDCV en
comparacion con
controles,
especialmente en
los pacientes con
diarrea crénica

Estado de IgA
asociado a una
beta-diversidad
diferente y mayor
diversidad alfa
con enfermedad
pulmonar
radiografica méas
grave

Hallazgos principales

Menor biodiversidad alfa y
el alto indice de disbiosis,
LPS, y marcadores
inmunoldgicos en dIDCV

Nivel extremadamente
bajo de IgA en IDCV con
enteropatia. Acinetobacter
baumanii como posible
patobionte en este
subgrupo

Menor diversidad y mayor
alteracion en microbiota
bacteriana pero no
fingica. Asociacion con
fenotipos graves

Menor presencia de
Bacteroidetes y alta
abundancia de Firmicutes
podrian indicar la
existencia de disbiosis
intestinal

Concentracion plasmatica
de TMAO elevada,
asociada con inflamacion
sistémica y mayor
abundancia de
Gammaproteobacteria,
sugiriendo un vinculo
entre disbiosis e
inflamacion.

Menor diversidad alfa
medida por indice de
Shannon en pacientes con
IDCV. Peor calidad de
vida en los pacientes con
diarrea

Prevotella, Alloprevotella y
Selenomonas asociada
con enfermedad de la via
respiratoria superior.
Patologia intersticial
pulmonar asociada con
Streptococcus y
negativamente con Rothia.
En IDCV estable, déficit
de IgA asociado con
enfermedad pulmonar y
expansion de taxones
bacterianos orofaringeos
especificos.

Patobiontes

No analizado a
nivel de
especie

Acinetobacter
baumanii como
posible
patobionte en
IDCV con
enteropatia y
baja IgA

No analizado a
nivel de
especie

No analizado a
nivel de
especie

No analizado a
nivel de
especie

No analizado a
nivel de
especie

No analizado a
nivel de
especie

Tabla 9. Implicaciones de la microbiota en la Inmunodeficiencia Comun Variable:

Referencia

Jgrgensen et
al., 2016

Shulzhenko
etal., 2018

Fiedorova et
al., 2019

Franco-
Esquivias et
al., 2019

Macpherson
etal., 2020

van Schewick
et al., 2020

Berbers et
al., 2020
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Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Oral,

pulmonar

e
intestino

39 IDCVy
30 controles

6IDCVy
sus
convivientes
sanos

28 1DCV, 21
controles y

21 controles
convivientes

40 IDCV, 28
controles

41 IDCV
(24 con dis-
inmunidad,
17 solo
infecciones),
16 controles

Acidos grasos
poliinsaturados
n-6 y acido
linoleico
disminuidos
IDCV'y
asociados
positivamente
con la diversidad
alfa

Aumento de
riquezay
disminucion de
Shannon

Menor diversidad
alfa en IDCV con
niveles bajos o
ausentes de IgA
fecal

Niveles de

triglicéridos no
asociados a la
diversidad alfa

Diversidad alfa
fecal y
respiratoria
menor en
pacientes con
IDCVy
disinmunidad

IDCV presentan un perfil
desfavorable de acidos
grasos, con reducciones
en EPA, DHA y diversidad
alfa microbiana, no
atribuibles a la dieta o
enteropatia de IDCV.
Rifaximina disminuye la
biodiversidad

Mayor diversidad
bacteriana con aleracion
en la abundancia de
ciertas especies en
pacientes con IDCV.
Disregulacién en
determinadas vias
metabdlicas con niveles

disminuidos de adenosina.

Niveles disminuidos de
IgA e IgM fecales
asociados a diversidad
microbiana reducida y
disbiosis incrementada

Aumento de los niveles
plasmaticos de
triglicéridos y todas las
tamafios de particulas de
VLDL, asociados con
inflamacion sistémica,
LPS y disbiosis intestinal
en IDCV, pero no con
dieta o IMC

La combinacion de 5-7
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En nuestro trabajo, si bien no se observaron diferencias en los indices globales de diversidad
alfa en la microbiota oral segun el fenotipo de IDCV, la riqueza de especies fecales fue
significativamente menor en las heces de pacientes con IDCV con complicaciones inmunitarias,
de forma similar a lo descrito previamente en pacientes con IDCV grave complicada (Jorgensen
et al., 2016; Fiedorova et al., 2019). Estos hallazgos van en linea con la evidencia disponible que
defiende que la alteracién del microbioma y la disbiosis en estos pacientes son marcadores de
trastornos intestinales inflamatorios (Jorgensen et al., 2016; Varricchi et al., 2021; Jorgensen et
al., 2019), y se encuentran fuertemente asociados a niveles elevados de sCD14, sCD25y LPS.
De hecho, el sCD25 y el LPS plasmatico se correlacionaron con una reduccion de la diversidad
alfa en pacientes con IDCV grave y disregulacién inmunitaria (Jorgensen et al., 2016). Ademas,
otro estudio demostré que los pacientes con IDCV presentan menores niveles fecales de
adenosina e inosina, dos metabolitos de las purinas que modulan varios aspectos de la respuesta
inmune (Bosak et al., 2021). Sin embargo, todavia desconocemos ampliamente cuéles son las
vias moleculares por las que la microbiota contribuye a la inflamacion sistémica en pacientes
IDCV.

También, se ha descrito que la microbiota oral invade los nichos intestinales y respiratorios en
individuos inmunodeprimidos, y la presencia de bacterias orales en el intestino se ha asociado
con multiples trastornos inflamatorios (Park et al.,, 2021; Camello-Castillo et al., 2019). Los
mecanismos subyacentes a este efecto patogénico incluyen, entre otros, la actividad de las
células TH1 y la inflamacién sistémica (Atarashi et al., 2017), la reduccién de la expresidn génica

de proteinas de union estrecha y los elevados niveles de LPS en plasma (Arimatsu et al., 2014).

En nuestras muestras, no encontramos bacterias orales sobrerrepresentadas en el intestino,
pero muchos microbios orales se encontraban méas representados en el tracto respiratorio de
individuos con dIDCV. De hecho, las cinco especies identificadas por nuestro modelo random
forest como los mejores biomarcadores de dIDCV en los pulmones son bacterias orales.
Recientemente se ha demostrado que la invasién de microorganismos orales en el tracto
respiratorio se asocia con el uso de antibiéticos en nifios con neumonia (Henares et al., 2021).
En nuestra serie, el nUmero absoluto de pacientes en tratamiento con antibiéticos profilactico fue
mayor en los pacientes con dIDCV, que también mostraron una menor diversidad microbiana
respiratoria en comparacion con los controles sanos. Por lo tanto, el posible papel de la invasion
del tracto respiratorio por bacterias orales en la inflamacion sistémica en este subgrupo de

pacientes deberia ser estudiado mas a fondo.

Mas alla de algunos estudios que se adentran en el microbioma intestinal y solo uno que estudia
la microbiota oral, una pregunta fundamental es si las poblaciones bacterianas en otros nichos
pueden tener un papel en la disfuncién inmune en pacientes con IDCV. Este es el primer estudio
que analiza muestras de esputo y, curiosamente, la diversidad bacteriana respiratoria fue menor

en pacientes con dIDCV en comparacion con los controles. Dado que se ha demostrado que las
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muestras de esputo son solo parcialmente representativas de la microbiota respiratoria (Cabrera-
Rubio et al., 2012), el analisis de muestras de pulmon, idealmente del tracto respiratorio inferior,
es de alta importancia considerando el eje bidireccional intestino-pulmén en IDCV (Varricchi et
al., 2021) y la alta frecuencia de complicaciones pulmonares inmunolégicas graves en el fenotipo

de disregulacién inmune, como la EPIGL.

Igualmente, aunque los indices generales de biodiversidad pueden ayudar a identificar las
diferencias globales de las poblaciones microbianas, las comparaciones taxonomicas son
esenciales para identificar posibles patobiontes o especies microbianas asociadas a cada
fenotipo de IDCV. En las muestras orales, V. tobetsuensis, una especie no asignada de
Peptococcus spp., P. oris, C. hominis, C. matruchotii, C. granulosa y S. mitis, podrian predecir
de forma conjunta la disinmunidad en pacientes con IDCV con una precision del 95 % en nuestra
poblacién de estudio. Posiblemente debido a contaminacion salivar o siembra bacteriana
(Berbers et al.,, 2020), P. oris y C. matruchotii se detectaron también como predictores
independientes en muestras de esputo, junto con S. cristatus, C. durum y una especie de
Kingella, mostrando una precision del 92%. Curiosamente, en este estudio, el microbioma fecal
fue el menos discriminatorio.

Teniendo en cuenta que la mayoria de los trabajos en la literatura se centran en andlisis de heces
o digestivos (Bosak et al., 2021; Shulzenko et al., 2018; Fiedorova et al., 2019; Jorgensen et al.,
2016; Macpherson et al., 2020; Van Schewick et al., 2020; et al., 2021; Franco-Esquivias et al.,
2019), estos resultados resaltan la importancia de profundizar el conocimiento en nichos
alternativos para desentrafiar el papel del microbioma a multiples niveles en la generacion o
perpetuacion de la desregulacion inmunoldgica y la autoinmunidad en la IDCV. En las muestras
fecales, diversas especies no asignadas de Peptococcaceae, Christensellaceae, Oscillospirales,
Alistipes, Defluviitaleaceae y P. merdae fueron capaces de clasificar a los pacientes en funcién

de su fenotipo con una precisiéon del 86%.

Aunque los estudios realizados hasta la actualidad desentrafiando el rol de la microbiota en las
enfermedades inmunes son complejos y heterogéneos, en este trabajo se demuestra evidencia
consistente respecto a la alteracion de la microbiota y la frecuencia de algunas especies
bacterianas previamente implicadas en patologia autoinmune sistémica o autoinflamatoria.
Existe muy poca informacién a nivel de especie, sin embargo, Veillonella spp. también se ha
relacionado previamente con el microbioma en IDCV, asi como con enfermedades autoinmunes
como el lupus eritematoso sistémico (LES), la hepatitis autoinmune, el sindrome de Sjogreny la
artritis reumatoide (Gao et al., 2022). Al igual que en nuestro trabajo, una mayor abundancia de
Prevotella spp. también se ha descrito previamente en muestras orofaringeas de pacientes con
IDCV grave con desregulacion inmunitaria y niveles mas bajos de IgA (Berbers et al., 2020).
Ademas, se ha descrito una proporcion significativamente aumentada de P. oris en pacientes

con LES independientemente del estado periodontal. Otras especies de Prevotella también se
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han relacionado con el LES, artritis reumatoide o sarcoidosis (Gao et al., 2022; Becker et al.,
2019).

Merecen mencion, adicionalmente, las especies del género Streptococcus, ya que supone el
género bacteriano mas abundante en el microbioma oral e intestinal de los pacientes con IDCV
(Berbers et al., 2020, Fiedorova et al., 2019). Al igual que en nuestro trabajo, un aumento de su
abundancia se ha relacionado positivamente con la disinmunidad y la enfermedad pulmonar
intersticial en IDCV (Berbers et al., 2020), y también se ha descrito que S. mitis es una especie
enriquecida en la artritis reumatoide (Gao et al., 2022). El género también se ha considerado
proinflamatorio en enfermedades autoinmunes sistémicas, con evidencia clara de abundancia
aumentada de Streptococcus en la espondilitis anquilosante, la artrosis, la artritis reumatoide, el
sindrome de Sjogren, el LES, la esclerosis sistémica o la sarcoidosis (Gao et al., 2022; Becker
et al., 2019). Sin embargo, se deben interpretar estos resultados con cuidado, especialmente
teniendo en cuenta que diferentes especies del género pueden presentar caracteristicas tanto
inflamatorias como antiinflamatorias, y considerando las limitaciones de los estudios previos, que

solo identifican géneros 0, como maximo, unidades taxonémicas operativas.

Nuestros hallazgos concuerdan con la evidencia previa en cuanto a otros géneros como
Leptotrichia o familias como Ruminoccocaceae, también observados con mayor frecuencia en
muestras orales e intestinales de pacientes con IDCV, respectivamente (Berbers et al., 2020;
Franco-Esquivias et al., 2019). Sin embargo, la evidencia en otras enfermedades autoinmunes
sistémicas es mas controvertida, con informes ambivalentes en artritis reumatoide o sindrome
de Sjogren (Gao et al., 2022). Ademas, especies de Alistipes como A. onderdonkii también se
han relacionado con pacientes con IDCV (Bosak et al., 2021). En este estudio, una especie no
asignada del género fue significativamente mas prevalente en heces de pacientes disinmunes

con IDCV y se consideré como predictor independiente después del analisis de Boruta.

Estos hallazgos sugieren que el microbioma de diferentes nichos podria desempefiar un papel
importante en la fisiopatologia de la dIDCV. A pesar de que si se estid documentando una
alteracién de la microbiota en los pacientes con IDCV, existe una falta de evidencia basica o
clinica sobre el impacto de los moduladores de la microbiota como los prebiéticos, los probiéticos
en si mismos, incluyendo microorganismos genéticamente modificados o el trasplante de
microbiota fecal, o simbiéticos como la terapia combinada de prebiéticos y probiéticos, asi como

intervenciones dietéticas (Poto et al., 2023).

Este estudio presenta varias limitaciones. La IDCV es una enfermedad heterogénea, por lo que
las clasificaciones clinicas también pueden ser heterogéneas a pesar de los criterios de definicion
sistematicos y estrictos. Por ello, la evidencia actual sobre los hallazgos de la microbiota se limita
a la evidencia genética y molecular disponible sobre la enfermedad. Los pacientes con IDCV son
muy complejos y comunmente requieren terapia antibidtica profildctica o tratamiento

inmunosupresor, que influyen mucho en sus microbiomas y deben tenerse en cuenta al
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interpretar los datos. De hecho, los pacientes con IDCV y complicaciones disinmunes recibieron
significativamente mas inmunosupresores debido a sus complicaciones asociadas que los
pacientes con solo infecciones. Ademas, si bien es cierto que existen varios estudios que
analizan la alteracion de la microbiota en pacientes con IDCV, aln no se ha determinado si estos

cambios son la causa o el efecto de la enfermedad.

Otra limitacion que merece mencion es la naturaleza unicéntrica del estudio, ya que el
microbioma puede encontrase fuertemente influenciado por factores relacionados con la atencion
especifica administrada en el mismo hospital, o la diferente poblacién comensal bacteriana en el
area, como consecuencia de factores ambientales como la dieta o el tipo de agua (ver, por €j.
Willis et al., 2018). Por lo tanto, los futuros trabajos en modelos animales deberian apuntar a
establecer la potencial relacién causal entre algunas de las bacterias identificadas como
consistentemente relacionadas con la IDCV y el desarrollo de la enfermedad. También, se
obtuvieron muestras respiratorias de esputo y su contaminacion con microbiota salival es
evidente. Ademas, no se realiz6 un diagndéstico del estado periodontal en los controles ni en los

casos, lo que podria limitar la interpretacion de los hallazgos en la microbiota bucal.

Por todo ello, los hallazgos del tercer estudio de la tesis doctoral concuerdan con la hipétesis de
que los diferentes fenotipos clinicos de IDCV albergan una composicion de microbioma distinta
no solo en el tracto digestivo, sino también en la orofaringe y las vias respiratorias. Nuestro
trabajo proporciona nuevos conocimientos en estos nichos y su relacién con determinados
perfiles de pacientes previamente inexplorados, pero altamente interrelacionados, y sugiere que
esta dishiosis bacteriana sistémica podria estar implicada en la disregulacién inmunitaria
asociada a casos graves de IDCV con complicaciones inmunolégicas. De hecho, a pesar de que
no se identificé un solo patobionte como marcador Unico de disinmunidad en IDCV, el modelo
construido por analisis random forest identificé grupos de 5-7 especies en todas las muestras

diferenciando con precision entre fenotipos de IDCV e individuos sanos.

A modo de sintesis global, la integracién de los tres estudios proporciona una vision holistica y
multidisciplinar de la IDCV, sus manifestaciones clinicas, sus complicaciones y su relacién con
el microbioma. Al integrar esta informacion, se pueden extraer diversas inferencias y se abre la
puerta a la posibilidad de combinar parametros clinicos, analiticos, radiol6gicos y microbiolégicos
en el diagnostico y manejo de la IDCV, a la par que desentrafiar la fisiopatologia de la

disinmunidad inherente a ciertos fenotipos clinicos de esta patologia.

La limitada evidencia disponible sobre la situacién epidemioldgicay clinica de la IDCV en Espafia,
la carencia de registros nacionales concernientes a la IDCV, asi como la inconsistencia en el
manejo terapéutico, condujeron al desarrollo del registro multicéntrico GTEM-SEMI-CVID. En él
se puso de manifiesto la relevancia de las complicaciones disinmunes en el tratamiento y
prondstico de esta enfermedad. De ellas, la afectacién pulmonar intersticial, entre la que se

encuentra la EPIGL, emerge como la de mayor impacto y confiere un peor prondstico. Con el
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objetivo de profundizar en esta complicacion, elaboramos un modelo clinico-analitico y
radioldgico para predecir, en etapas tempranas, aquellos pacientes con IDCV y afectacion
pulmonar que podrian evolucionar desfavorablemente. Sin embargo, este modelo de
disinmunidad no aborda la fisiopatologia subyacente al desarrollo de la disregulacién inmune. En
ese marco, se plantea un interrogante central: ¢,por qué ciertos pacientes con IDCV manifiestan
disinmunidad y un pronéstico deteriorado en comparacién con otros que sélo presentan clinica

infecciosa?

Con base en la literatura existente, y considerando que la genética solo parece explicar
actualmente hasta un 30% de estos casos, postulamos que la microbiota podria desempefiar un
papel determinante. Siguiendo esta hipétesis y reconociendo el caracter sistémico de la
disinmunidad en la IDCV, decidimos examinar no solo la microbiota intestinal, como se ha hecho
en investigaciones anteriores, sino también la oral y pulmonar. Como resultado, identificamos
una alteracion notable en la microbiota salivar, respiratoria y fecal de pacientes con IDCV y
complicaciones disinmunes, que es capaz de predecir con elevada fiabilidad el fenotipo

disinmune de los pacientes.

La posibilidad de integrar andlisis del microbioma en el &mbito clinico es prometedora, pero
también plantea retos. A medida que se desarrollan técnicas mas avanzadas para analizar el
microbioma, se vuelve cada vez mas factible su integracion en la practica clinica. Sin embargo,
aln existen barreras, como la variabilidad interindividual en la composicién del microbioma, la
necesidad de métodos estandarizados y validados para el andlisis microbiol6gico, y su elevado

coste econdémico.

Finalmente, este trabajo doctoral subraya dos aspectos fundamentales: la imperativa necesidad
de estandarizar el manejo clinico de la IDCV a través de protocolos nacionales e internacionales,
teniendo en cuenta su inherente naturaleza sistémica y la disregulacién inmunolégica asociada.
Esta Ultima requiere una perspectiva holistica que integre pardmetros clinicos, analiticos,
radiolégicos y microbioldgicos, facilitando asi un diagndstico precoz y una intervencién
terapéutica mas especifica. Por ello, en futuras investigaciones, seria relevante explorar la
relaciéon entre la microbiota y los parametros clinicos, de laboratorio y radiolégicos estudiados,
para desarrollar modelos predictivos mas precisos y personalizados, tras su validacion externa y
multicéntrica, que permitan continuar acelerando el diagndstico y mejorando el pronéstico de los

pacientes con IDCV.
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8. Conclusiones

Los hallazgos obtenidos de los estudios que componen la presente Tesis Doctoral permiten

extraer las siguientes conclusiones:

1. Se ha elaborado el primer estudio nacional multicéntrico espafiol de IDCV que incluye
pacientes en seguimiento por hospitales secundarios y terciarios.

2. La IDCV ha sufrido un cambio de paradigma en el que las complicaciones disinmunes
suponen el mayor reto terapéutico y el principal factor pronéstico. Es necesario crear mas
estudios que analicen la fisiopatologia de la disinmunidad en la IDCV para desarrollar
estrategias terapéuticas dirigidas que eviten el uso de tratamiento inmunosupresor.

3. El desarrollo de protocolos nacionales resulta imprescindible para optimizar el manejo de
los pacientes con IDCV, especialmente estimulando el cambio a IgSc, desarrollando cribados
de neoplasia y factores de riesgo, y mejorando la identificacion precoz de afectacion
subclinica pulmonar como la EPIGL.

4. El uso de herramientas predictivas integrativas que combinen parametros de puntuacion
clinicos, de laboratorio y radiol6gicos podria ser Gtil para el diagnéstico temprano de EPIGL
en pacientes con IDCV.

5. La presencia de esplenomegalia, linfadenopatias, un bajo recuento de células CD8 y un
alto puntaje en el score GLILD de Baumann predice con casi perfecta exactitud la presencia
de EPIGL confirmado histolégicamente, incluso después de la validacion interna.

6. El score de GLILD de Baumann esta fuertemente correlacionado con la probabilidad de

EPIGL y es altamente reproducible entre observadores entrenados.

7. Se ha caracterizado por primera vez la composicion de la microbiota orofaringea,
respiratoria y fecal a nivel de especie en pacientes con IDCV con fenotipo disinmune en
comparacién con aquellos pacientes que solo presentan complicaciones infecciosas y

controles sanos.

8. Los pacientes con IDCV y complicaciones disinmunes presentan diferencias importantes
en la composicion del microbioma de su saliva, esputo y heces. La diversidad bacteriana
respiratoria en términos de uniformidad de especies asi como la riqueza bacteriana fecal
fueron menores en los pacientes con fenotipos disinmunes respecto a los controles sanos y

a los pacientes con complicaciones exclusivamente infecciosas.

9. La dishiosis bacteriana sistémica, tal como se refleja en los perfiles alterados de
microbiota en las muestras fecales, orales y respiratorias, podria estar implicada en la
disregulacion inmunoldgica asociada con casos graves de IDCV con complicaciones

inmunitarias.

10. Una combinacion de alrededor de 5-7 especies en cada tipo de muestra puede clasificar
fenotipicamente a los pacientes con IDCV con una precision de alrededor del 90% en nuestra

poblacién, apoyando el uso de la microbiota como biomarcador de la enfermedad.
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To the Editor,

A 22-year-old man with common variable immunodeficiency
complicated by granulomatous—lymphocytic interstitial lung dis-
ease previously treated with azathioprine and a 4-weekly course of
rituximab 3 years earlier who was receiving subcutaneous immu-
noglobulin replacement therapy was diagnosed with coronavirus
disease 2019 (COVID-19) using an RT-PCR for severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) of a nasopharyngeal
swab specimen after a 4-day history of fever. He quarantined at
home but was later admitted to the hospital with COVID-19 bilat-
eral pneumonia and hypoxaemia on day 20. He was treated with
ceftriaxone, dexamethasone and an extra dose of subcutaneous
immunoglobulin replacement therapy, and was discharged on day
27 with positive RT-PCR assay of a nasopharyngeal swab (Ct value
30.1, Figs. 1b and 2b). The patient did not develop a serological
response at any time.

On day 38, he was readmitted for relapsing fever and dyspnoea.
A SARS-CoV-2 RT-PCR assay was negative, so he was diagnosed

* Corresponding author. V. Garcia-Bustos.
E-mail address: victorgarciabustos@gmail.com (V. Gardia-Bustos).

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2021.10.021

with nosocomial pneumonia and received treatment with
piperacillin-tazobactam for 7 days. However, on day 55, hypo-
xaemia and new bilateral pulmonary infiltrates developed,
requiring hospital admission and supplemental oxygen. A bron-
choalveolar lavage specimen on day 57 revealed an RT-PCR Ct value
of 272 (Fig. 1b). A transbronchial biopsy was performed, detecting
tissue SARS-CoV-2 RNA. After treatment with piperacillin-
tazobactam, azithromycin and dexamethasone, he was discharged
without the need for supplemental oxygen and with infiltrate
resolution.

The last admission for fever, radiological progression and mild
hypoxaemia was on day 72, and showed another positive RT-PCR
assay of a sputum specimen on day 77. The patient received a 10-
day course of remdesivir, convalescent plasma therapy, dexa-
methasone and meropenem, with complete clinical and radio-
graphic resolution. Subsequent RT-PCR assays were negative in
both upper and lower respiratory samples. No anti-SARS-CoV-2
monoclonal antibodies were available.

Samples on days 4, 26 and 57 were sequenced given the sus-
pected relapse or re-infection. Phylogenetic analysis confirmed
persistent infection after a single infection event with clinical
relapse. All three isolates belonged to lineage B.1.416.1 and formed a
common clade. They showed seven mutations with respect to the
reference sequence, including one non-coding mutation, one syn-
onymous single nucleotide polymorphism (SNP), and five non-
synonymous SNPs in nsp6, nsp12 and spike (Fig. 1b, Table S4).
Intra-host dynamics were revealed by 19 SNPs that varied in fre-
quency between sampling times where all but one SNP showed
intermediate frequencies in at least one of the samples (Fig. 1b). The
temporal dynamics observed were not compatible with increased
diversity corresponding to higher viral load, as previously
described in individuals with secondary humoral immunocom-
promise [1], because sampling points 2 and 3 showed a higher
number of polymorphic sites and higher Ct values (Figs. 1b and 2a).
Two of the SNPs in the spike gene arising in the second sampling

1198-743X/© 2021 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Whole-genome viral sequencing of subsequent severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) patient's isolates during hospital admissions. (a) Maximum-
likelihood phylogeny of 191 SARS-CoV-2 genomes rooted with reference sequence from Wuhan. Bootstrap values ranging from 70 to 100 are represented in nodes as circles whose
size is proportional to the value. Branches are coloured by identified PANGO lineages. Branches leading to the three sequences of interest are coloured red and marked with a red
star. The scale bar indicates the number of nucleotide substitutions per site. (b) Intra-host variation along three sampling times and its corresponding Cycle threshold (Ct) values
detected for N gene. Non-synonymous changes are plotted in panels on the left and synonymous changes on the right. Upper panel shows non-fixed single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) in the first sample, middle panel shows non-fixed SNPs in the second sample, and lower panel shows non-fixed and fixed SNPs in the third sample.
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Fig. 2. Amino acid replacements in the sequenced samples and timeline of the severe acute r cor 2 (SARS-CoV-2) infection course in our patient. (a)
Amino acid replacements found in at least one of three analysed samples indicated on a graphical representation of the SARS-CoV-2 genome. Amino acid replacements in black
indicate those fixed in at least one of the samples, in grey those that only appeared transitorily but did not get fixed. Underlined amino acid replacements are the ones shared by all
three sampling points. (b) Timeline of patient's clinical hospital admissi virological studies and tr BAL, bronchoalveolar lavage.

time have been also described in the lineage B.1.1.7 (Alpha) but they
did not become fixed in the population. The sequence on day 57
had the largest number of fixed changes. Plasma immunoglobulin
levels were normal (Fig. S1C), but virus-induced low B-cell and T-
cell counts (Table S3) were revealed by flow cytometry analysis.
Interestingly, accelerated viral evolution was observed in this case
as previously described in individuals with secondary humoral

immunocompromise [1-4], as a result of mutations without recom-
bination evidence seen in other coronaviruses such as HCoV-OC43.
This fact may advocate for immunocompromised patients as impor-
tant contributors in generating viral genetic diversity and the emer-
gence of new variants, especially after confirming its selective active
persistence in the lower respiratory tract with negative nasopha-
ryngeal swab samples, as recently suggested in a report of a patient
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with X-linked agammaglobulinaemia [5]. Furthermore, the clinical
relapses of this patient without detectable SARS-CoV-2 in the upper
airways may imply that standard nasopharyngeal swab samples are
not adequate in patients with primary immunodeficiencies and,
perhaps, also in secondarily immunocompromised patients. Despite
plasma RT-PCR not being routinely performed, it should be consid-
ered in B-cell-depleted patients, especially after Hueso et al. [5]
effectively monitored RNAaemia and correlated it with clinical
improvement after early convalescent plasma therapy. Additionally,
treatment with the combination of remdesivir and hyperimmune
plasma was able to finally eradicate this reservoir, as also reported by
Palomba et al. [6]. However, the selection pressure after plasma
therapy in patients with primary immunodeficiencies with reduced
inherent clearance capability could potentially give rise to escape
mutations with reduced susceptibility to polyclonal neutralizing an-
tibodies [2]. However, early plasma therapy should be considered in
patients unable to elicit a specific humoral response against SARS-
CoV-2 as previously demonstrated in B-cell-depleted patients with
protracted COVID-19 [5]. Further information is needed on viral intra-
host dynamics in immunocompromised patients with prolonged
viralshedding for clinical management and public health purposes, as
well as for understanding the appearance of new variants of concern.

This report highlights the potential capability of SARS-CoV-2 for
causing prolonged relapsing infections in patients with treated
primary immunodeficiency and its associated accelerated within-
host genomic evolution, as well as the role of the combination of
remdesivir and convalescent plasma therapy in eliminating its
reservoir in the lower respiratory tract [3-5].
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Table S5: GISAID (https://www.gisaid.org) accession numbers.

Material and methods

Genomic sequences derived from the three RNA samples discarded from the diagnostic
procedure were obtained as described by Lépez et al. (2021).1

RNA samples were retro-transcribed into cDNA. SARS-CoV-2 complete genome
amplification was performed in two multiplex PCR, according to the protocol developed
by the ARTIC network?2, using the V3 multiplex primers scheme.® From this step, two
amplicon pools were prepared, combined, and used for library preparation. The genomic
libraries were constructed with the Nextera DNA Flex Sample Preparation kit (lllumina
Inc., San Diego, CA) according to the manufacturer’s protocol, with 5 cycles for indexing
PCR. Whole-genome sequencing was performed in the MiSeq platform (2x200 cycles
paired-end run; lllumina).

Reads obtained were processed through a bioinformatic pipeline based on iVar
(Grubaugh),* available at https://gitlab.com/fisabio-ngs/sars-cov2-mapping. The first step
in the pipeline removed human reads with Kraken;> then fastq files were filtered using
fastp® v 0.20.1 (arguments employed: --cut tail, --cut-window-size, --cut-mean-quality, -
max_lenl, -max_len2). Finally, mapping, and variant calling were performed with iVar v
1.2, and quality control assessment was carried out with MultiQC.”

Maximum-likelihood phylogeny was reconstructed using with IQ-TREE® v 1.6.12 for the
three samples of interest together with the reference sequence® and 188 sequences
downloaded from GISAID that are representative of different lineages. Option for the
phylogenetic reconstruction were: 1000 replicates bootstrap, GTR as model of evolution,
collapsing near-zero branches and using a masked alignment'© obtained with MAFFT.11
The phylogeny was annotated and visualized with iTOL v 4.12
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Supplemental information regarding patient’s previous history

In February 2006, the patient developed an episode of autoimmune haemolytic anaemia
(AHA) with warm IgG antibodies for which he received treatment with glucocorticoids and
intravenous immunoglobulins (IVIG), with several mild relapses after therapy.
Nevertheless, in May 2007 he showed immune thrombocytopenia and was diagnosed of
Evans syndrome. He received glucocorticoid and treatment IVIG treatment. Antiplatelet
antibodies, autoimmunity tests, viral antibody testing, and a blood marrow aspiration
showed no alterations. Mild hypogammaglobulinemia was seen but was not furtherly
studied.

In April 2010 severe thrombocytopenia relapsed and four doses of rituximab therapy were
administered (375 mg/m2 IV once weekly for 4 weeks). After a new relapse of the Evans
syndrome in 2011, romiplostim was initiated and weekly IRT was continued.

In 2017, a lung biopsy was performed after documenting interstitial lung disease in a high-
resolution CT scan. Histology was compatible with autoimmune lymphoproliferative
syndrome or granulomatous lung interstitial lung disease (GLILD), but autoimmunity tests
and genetic testing for immunodeficiencies were negative. Marked 1gG, IgM, and IgA
hypogammaglobulinemia was seen with no antibody response to vaccines. Persistent low
CD4+ T-cell count (=300 cells/ul) was identified in flow cytometry analyses. Diagnosis of
common variable immunodeficiency’®1* complicated with GLILD!®> was made. He
received treatment with azathioprine and a 4-weekly course of rituximab.

Supplemental results

During subsequent hospital admissions, other infectious aetiologies of bilateral
pneumonia were ruled out. Repeatedly, sputum Gram staining and bacteriological, fungal
and Nocardia spp. cultures were negative. The pneumococcal and Legionella urine
antigen test showed no positivity.

Coexistence with other respiratory viral infections was studied by means of both the
Filmarray™ respiratory panel and multiplex polymerase-chain-reaction (PCR) from
nasopharyngeal swab specimens in all hospital admissions. Samples from
bronchoalveolar lavage (BAL) and tissue biopsy were also screened for viral aetiologies.
These tests were negative for DNA of adenovirus, coronavirus 229E, coronavirus HKU1,
coronavirus OC43, coronavirus NL63, human metapneumovirus, human rhinovirus,
human enterovirus, influenza A, influenza A/H1, influenza A/H1-2009, influenza A/H3,
influenza B, parainfluenza 1, parainfluenza 2, parainfluenza 3, parainfluenza 4,
respiratory syncytial virus, Bordetella pertussis, Chlamydophila pneumoniae and
Mycoplasma pneumoniae.

Mycobacterial infections were also studied. A tuberculosis interferon-gamma release
assay (QuantiFERON-TB Gold) was negative, as well as the detection by PCR of DNA
of Mycobacterium tuberculosis in samples taken from nasopharyngeal swab, sputum,
BAL, and lung biopsy. No acid-fast organisms were seen in the Ziehl-Neelsen staining
nor mycobacteria grew in the Lowenstein-Jensen culture of those samples.

Serological blood tests were negative for immunoglobulins M and G (IgM and 1gG) of C.
pneumoniae, M. pneumoniae, L. pneumophila and anti-phase | and anti-phase Il Coxiella
burnetii antibodies.

Repeated blood cultures were also negative, and the patient presented undetectable
blood viral load of herpes simplex, herpesvirus 6, parvovirus B19, Epstein-Barr virus, and
cytomegalovirus, determined by quantitative real-time PCR (qPCR).
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Figure S1. Laboratory values over time. (A) C-reactive protein (CRP). (B) Absolute lymphocyte
count. Note the ascending trend of lymphocyte values during clinical evolution. (C)
Immunoglobulin G levels.

A mg/L CRP evolution

60
50
40
30
20

10

cel/uL Lymphocyte count
1200

1000
800
600
400

200

alL IgGlevels
1000
900
800
700
600
500
400
300
200

160 ANEXOS




Estudio multicéntrico de la fisiopatologia de la Inmunodeficiencia Comun Variable con hiperactivacion del Sistema Inmune y:
Enfermedad Pulmonar Intersticial Granulomatosa Linfocitica como modelo de disinmunidad

Table S1. vital constants at the time of hospital admission

Blood oxygen Blood arterial Heart rate Axillary
saturation pressure temperature
Day +20 92% (FiO2 21%) 124/78 mmHg 106 bpm 38.7°C
1st admission
Day +38 96% (FiO2 21%) 126/76 mmHg 110 bpm 38.3°C
2nd admission
Day +55 96% (FiO2 21%) 134/77 mmHg 110 bpm 38°C

3rd admission
Day +72 96% (FiO2 21%) 126/83 mmHg 75 bpm 37.1°C

4th admission

Bpm: beats per minute. FiO2: fraction of inspired oxygen.
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10.2. Norovirus infection as a model of chronic or recurrent
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ABSTRACT

Common variable immunodeficiency (CVID) is the most
frequent symptomatic primary immunodeficiency (PID) in
general population. PID are genetic diseases that share a
dysfunction in the immune system entailing a greater risk of
both chronic and recurrent infections. These patients can also
develop chronic gastrointestinal infections caused by norovi-
rus with persistent viral dissemination, which can be detect-
ed months after primoinfection. Additionally, a proportion of
CVID patients show a typical severe enteropathy presenting
with recurrent diarrhoea, intestinal malabsorption, inflamma-
tory lesions, and villous atrophy. Some studies have related
this enteropathy with chronic intestinal infection caused by
norovirus.

Keywords: common variable immunodeficiency, Norovirus, enteropathy

INTRODUCTION

Primary immunodeficiencies constitute an heterogenous
group of more than 450 genetic diseases that share a deficient
production in the components of innate and/or adaptative im-
mune system. These disorders entail a higher susceptibility of
developing infections which can sometimes be severe, chronic,
recurrent, and may be caused by opportunistic agents. Nev-
ertheless, in the last two decades, genomic, biochemical, and
cellular analysis have demonstrated that the clinical character-
istics of PID are wider than initially thought, and are not only
restricted to infections. The immune system dysregulation has
been described in many PID and can cause multiple autoim-
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mune disorders, lymphoproliferative diseases, and neoplasms
which, when not promptly suspected and diagnosed, will neg-
atively impact the patient prognosis [1,2].

CVID is the most common symptomatic PID, with an es-
timated prevalence of 1:25.000 to 1:50.000 individuals. It is
characterised by decreased blood levels of at least two im-
munoglobulin (lg) isotypes (IgG, IgA andfor IgM) together
with decreased or absent production of specific antibodies.
Diagnosis is made when excluding secondary causes of hy-
pogammaglobulinemia and other well-defined PID, including
combined immunodeficiencies with decreased number of CD4
T-cells. CVID patients share a central alteration in the B-cell
differentiation to plasmatic Ig secretory cells, and, despite the
fact that CVID is classified as a PID with B-cell defect, in the
last years a large number of other cellular defects have been
discovered. Although the clinical spectrum of CVID is wide, two
main phenotypes can be found: a first group of CVID patients
that show recurrent infections, and a second group which de-
velops autoimmune/inflammatory manifestations [3]. Within
this second phenotype, a small proportion of patients (5-15%)
may develop a typical severe enteropathy (called CVID-related
enteropathy) of unknown cause. It might present as recurrent
diarrhoea, intestinal malabsorption, inflammatory lesions, and
villous atrophy in the patients' intestinal mucosa.

The most common infectious manifestations in CVID pa-
tients are recurrent airway infections, especially acute bronchi-
tis, sinusitis, and pneumonias. Infections may also less frequently
affect the CNS, gastrointestinal tract, and skin and soft tissue. In
a subsection of CVID patients, chronic diarrhoea can be the main
symptom of disease. Some parasites such as Giardia intestinalis
can be responsible for the recurrent diarrhoea, but the villous
atrophy or the intestinal inflammatory lesions that are seen in
these patients have been related to the chronic or recurrent in-
testinal infection caused by norovirus [4].
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NOROVIRUS INFECTION AND CVID-RELATED
ENTEROPATHY

Norovirus is the most common agent of gastroenteritis
described both in isolated cases and in outbreaks all along the
world. Itis a non-enveloped RNA virus of the Caliciviridae fam-
ily. Although it is a unique species, norovirus is divided into six
genogroups (GI-GVI) that are subdivided into more than 40 gen-
otypes. Among them, only Gl, G, and GIV can infect humans,
being the strain GIl.4 the most frequent one, causing more than
80% of intestinal infections worldwide. This virus has faecal-oral
transmission, but it can also be transmitted by direct contact or
by contaminated water or food. It is highly infectious as very
few viral particles are able to cause the disease. Norovirus infec-
tion in immunocompetent patients is characterized by intense
vomiting, followed by at least 4 days of diarrhoea, reaching the
peak of viral excretion in 1 to 3 days after the disease onset. Up
to 32% of the infected patients will develop an asymptomatic
infection [5]. PID patients infected by norovirus may present the
same initial symptoms. Nevertheless, 5 to 20% of these patients
can develop severe and prolonged diarrhoea which can last for
more than 4 months due to their diminished viral clearance.
In addition, the disease can worsen, entailing a higher mortal-
ity rate [6]. It is not clear whether the prolonged symptoms are
owed to a chronic norovirus infection or to a repeated series of
infections, as the incomplete immune response of PID patients
imply a higher susceptibility to recurrent infections in all age
groups. Despite the cause of the disease, CVID patients develop
viral persistent dissemination which can be detected between 9
months to 1 year after the primoinfection. Furthermore, there is
no evidence that specific strains are responsible for this persis-
tent infection in human hosts, as the most common genotype in
immunosuppressed patients is the strain G-Il which is also the
predominant genotype in general population [7].

The histopathological findings of the CVID-related enter-
opathy are similar to those found in coeliac disease: increased
number of intraepithelial lymphocytes, severe villous atrophy,
crypt hyperplasia and lymphocyte infiltration of the lamina
propria. Nevertheless, plasmatic cells may be absent, and, in
some severe cases, enterocytes can show important degen-
eration and vacuolization. In fact, gluten abstinence is rarely
beneficial, and most of the patients do not show class Il HLA
variants (DQ2 or DQ8). It has been recently demonstrated that
norovirus infection provokes pathological changes in the du-
odenal mucosa of immunocompetent patients that resemble
those pathological findings of coeliac disease, including villous
atrophy, increase of intraepithelial lymphocytes, and permea-
bility increase [8].

In a well-known patient series with CVID-related enteropa-
thy, Woodward et al. [9] proposed that chronic norovirus infec-
tion could play an important role in the aetiology of this severe
enteropathy. The 8 identified patients of this retrospective series

were positive for norovirus in faecal samples, and, interesting-
ly, 3 patients showed clinical resolution and an improvement of
villous duodenal atrophy after achieving viral clearance when
treated with ribavirin for several months. On the contrary, many
patients with this chronic enteropathy seemed to symptomati-
cally respond to immunosuppressor treatment, which included
steroids and anti-TNF antibodies, despite the fact no significant
histological changes were observed in the intestinal biopsies af-
ter this therapy. These findings support a possible role of cyto-
toxic aberrant immune response to the chronic infection caused
by norovirus, and maybe to other enteric infections, in the aeti-
ology of the CVID-related enteropathy.

IMMUNE RESPONSE TO NOROVIRUS IN
IMMUNODEFICIENT PATIENTS

When talking about the immune response in CVID patients
to norovirus infection and the presence of chronic enteropathy, it
is essential to understand two main facts: which the mechanisms
that eliminate norovirus from the host are, and which the patho-
genicity of the villous atrophy and the inflammation of the intes-
tinal mucosa is. According to the established hypothesis based on
experimental animal and human models, norovirus mainly infects
antigen-presenting cells (APCs), B-lymphocytes and epithelial
cells, where it can produce direct toxicity. The infected cells release
type | and type Il interferon (IFN). The norovirus antigen is then
presented by the infected cells through type | major histocom-
patibility complex to CD8 T-lymphocytes, or through type Il major
histocompatibility complex in B-cells and in APCs to CD4 T-lym-
phocytes. The expression of IL-15, specially in epithelial cells can
increase the activation of T-cells. CD8 T-lymphocytes exert their
cytotoxic role as intraepithelial lymphocytes, inducing apoptosis
of mucosal epithelial cells through the release of granzyme and
perforin, union of Fas/Fas ligand, and through the interaction with
group 2D natural killer cells. CD4 T-lymphocytes proliferate and
release cytokines which improve the activity of APCs, the cytotox-
icity induced by CD8 T-lymphocytes, and the antibody production
exerted by B-cells and plasmatic cells. This coordinated immune
response is able to eliminate norovirus in immunocompetent
hosts. Contrarily, in immunodeficiencies such as CVID, B-cell dif-
ferentiation to plasmatic cells is compromised, and thus, the pro-
duction of neutralizing antibodies, the interaction among T-cells
and B-cells, and the release of cytokines from CD4 T-lymphocytes
are impaired. As a result, norovirus clearance is altered, and a per-
sistent and uncontrolled CD8 T-cell response produces epithelial
damage and, in the end, causes the typical villous mucosal atro-
phy [5] (Figure 1).

DIAGNOSIS AND TREATMENT OF NOROVIRUS IN
IMMUNODEFICIENT PATIENTS

In the majority of cases, norovirus infection is diagnosed
by detecting the presence of viral RNA though PCR in faecal
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Figure 1 | Pathogenesis of chronic intestinal infection by norovirus [5]

Used with permission of John Wiley & Sons, Ltd from Norovirus infection in primary immune deficiency, Rev Med Virol.
2017;27(3):e1926.; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.

samples. The sample must be processed within the first 48
to 72h after the beginning of the symptoms. Nevertheless,
the PCR can still detect viral RNA in faeces during weeks or
months after the resolution of the symptoms, especially in
patients with PID. This PCR analysis can also genetically clas-
sify norovirus strains, which is helpful for epidemiological
research.

Nowadays, there is an active debate on whether the pres-
ence of norovirus itself implies the need of treatment, whether
it is just an innocent spectator, or whether the treatment of
norovirus infection should be restricted to the use of immu-
nomodulator agents. Treatment of acute norovirus infection is
mainly addressed to the patients’ symptoms, and is focussed
on fluid therapy for dehydration. To the moment, there are no
available vaccines or antiviral targeted therapy. Treatment for
patients with chronic infection caused by norovirus remains a
therapeutical challenge. There are cases where the use of anti-
virals, specifically ribavirin and favipiravir, have achieved viral
clearance measured through faecal PCR, together with clinical

resolution, and improved histopathologic findings [8]. Immu-
nomodulation with oral Ig [10] and breastmilk [11] have also
shown some benefits. In addition, several antiparasitic agents
such as nitazoxanide have demonstrated antiviral properties
with transient benefit [12]. Finally, the use of immunomodu-
lators such as mTOR inhibitors (sirolimus or everolimus) have
proved a significant increase in the antiviral properties of the
host that should be furtherly and deeply studied [13].

Recently, a unique association Clostridioides difficile coin-
fection has been observed in patients with chronic norovirus
infection [14]. This fact has shed light on the role that micro-
biome modification may play in facilitating enteric replication
of the virus and its establishment as a chronic infection. Some
works in experimental animal models suggest that commen-
sal bacteria, which are reduced as a consequence of antibiotic
treatment, can counter the innate immune response to noro-
virus, which limits their efficacy in preventing new infections.
Another hypothesis is that commensal bacteria may help nor-
ovirus in infecting specific cells of the intestinal mucosa [15].
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CONCLUSIONS
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lation, and it is characterized by a dysfunction of the humoral human immunoglobulin in the treatment for norovirus enteritis in
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