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Resumen. Ya que los anticuerpos (Ac) son uno de los
principales mecanismos de defensa contra la infeccién
por rotavirus (RV), la capacidad de identificar a las cé-
lulas que secretan anticuerpos (CSA) totales y RV espe-
cificos es fundamental para procesos como el andlisis
de larespuesta inmune antiviral y la evaluacién de nue-
vas vacunas. Aqui, se analiza por ELISPOT (ensayo
funcional) y citometria de flujo (CF {ensayo fenotipico})
la frecuencia e isotipo de CSA totales y RV especificas
en adultos sanos, usando células mononucleares de
sangre periférica totales (CMSP) y a las moléculas CD38
y CD27 como marcadores para enriquecer en CSA.

Por cada millén de CMSP, aproximadamente 2,550 célu-
las producian Ac totales. La IgA fue el isotipo mas fre-
cuente, seguido de la IgG e IgM, con el 63%, 29.4% y 7.6%
respectivamente. El analisis combinado del ELISPOT y la
CF mostr6 que el 85% de las CSA expresaron CD38 y el
90% de ellas expresaron CD27. Una alta y significativa
correlacién entre las CSA detectadas por el ensayo fun-
cional y el fenotipico fue encontrada cuando estos ensa-
yos se realizaron en las poblaciones purificadas con CD38
y CD27. Con el enriquecimiento de CSA usando al CD38
y CD27, se logr6 ademas detectar CSA RV especificas que
se encuentran en circulacion en tan baja frecuencia como
0a40 CSA-RV por millon de CMSP. Para las células RV-

especificas, también una buena correlacién fue encontra-
da entre el ELISPOT y la CF. A pesar de su muy baja fre-
cuencia, CSA antigeno especificas pueden ser detectadas
en circulacién de voluntarios sanos. Este acercamiento
puede ser usado en la evaluacion de vacunas, que para el
caso particular del RV son necesarias mejorar.

Palabras clave: Rotavirus (RV) células B, Células
secretoras de anticuerpos (CSA), CD27, CD38, citometria
de flujo (CF).

Abstract. Antibodies (Ab) play a critical role in the
immune response against rotavirus (RV). Protector Ab,
are produced by antibody secreting cells (ASC). The
capacity to detect ASC becomes fundamental in process
like antiviral response analysis and vaccination testing.
Here, we analyzed the frequency and isotype of total
and RV-specific ASC by ELISPOT (functional assay)
and flow cytometry (FC) in healthy adults using CD38
and CD27 like ASC markers.

In each million of peripherals blood mononuclear cells
(PBMC), approximately 2,550 totals ASC were detected.
IgA was the isotype preferentially expressed for
circulating ASC followed by IgG and IgM with 63%,
29.4% and 7.6% of total ASC respectively. Paired
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analysis of immunomagnetic sorting, ELISPOT and FC
shown that 85% and 90% of total ASC expressed CD38
and CD27 respectively. CD38 and CD27 ASC
enrichment population were used to detect RV-specific
ASC. None to 40 ASC per million of PBMC were detected
by ELISPOT and FC and more interesting yet, a high
correlation were found in the frequency of RV-specific
ASC detected by both methods. This mixture assay can
be used in the evaluation of new RV vaccines.

Key words: Rotavirus (RV), B-cells, Antibody
Secreting Cells (ASC), CD27, CD38, Elispot, Flow
cytometry (FC).

INTRODUCCION

Los rotavirus (RV) son patégenos causantes de
gastroenteritis en varias especies de animales y
son la principal causa de diarrea severa en ni-
fios menores de 2 afios, responsable de una alta
mortalidad mundial. Aunque dos vacunas han
sido aprobadas para uso en humanos,?>?3 hoy
es aceptado que la baja respuesta a la vacuna-
cién de nifios en paises en vias de desarrollo y la
falta de cubrimiento para algunos serotipos hace
necesario estrategias que permitan mejorar las
vacunas existentes!V). Los factores inmunes pro-
tectores inducidos por la vacunacién no han sido
completamente aclarados, hecho que se convierte
en una gran limitante para el desarrollo de nue-
vas vacunas anti RV. Dentro de los factores in-
munes asociados con proteccién a la infeccion
mejor conocidos, esta la inmunoglobulina A
(IgA) RV especifica sérica e intestinal). El ori-
gen de esta IgA, son células secretoras de
anticuerpos (CSA), la mayoria de ellas activa-
das en la mucosa intestinal, que retornan nue-
vamente al intestino usando la via sanguinea.
Debido a la migraciéon de las CSA al intestino
por via sanguinea y a la dificultad que represen-
ta el estudio de las Igs en un medio como la ma-
teria fecal, la sangre periférica se convierte en
una opcién que puede ser utilizada como venta-
na para analizar CSA totales y RV especificas
que estdn en ese proceso de migracion®. Sin em-
bargo, la muy baja frecuencia de estas células
en circulacién, incluso durante la infeccién, se
convierte en una gran limitante.

Estudios previos asocian el fenotipo de CSA a
células CD19+, IgD-, CD38a1t0(10, 17, 24) " Reciente-
mente, también la alta expresién del marcador
de linfocitos B de memoria (LBm) CD27 ha sido
asociado con el fenotipo de CSA(2). Para detec-
tar LB que expresan Igs de superficie especificas
de RV, se cuenta con particulas virales
recombinantes a quienes se les ha fusionado la

proteina verde fluorescente (GFP/VLP) que per-
mite su identificacion por citometria de flujo (CF)
y microscopia de fluorescencia®. La unién es-
pecifica de esta particula a los LB ha sido proba-
da por otros y por nosotros(10 20, 21),

Aqui se busca determinar si el fenotipo propuesto
previamente corresponde al de una CSA circu-
lante detectada por su capacidad funcional de
producir Igs, todo con el fin de caracterizar una
célula efectora critica de la inmunidad adquiri-
da, que estd implicada directamente en la de-
fensa contra muchas otras condiciones
infecciosas y fundamental en la defensa inmune
antiviral.

MATERIALES Y METODOS
Voluntarios y muestras

De 21 voluntarios adultos sanos, se tomd mues-
tra de sangre venosa total (20-50ml) en tubos
heparinizados. La muestra fue centrifugada a
250xg por 10 minutos. El plasma fue recolecta-
do y congelado a -20°C. Las Células mononu-
cleares de sangre periférica (CMSP) fueron
aisladas mediante gradiente de ficoll (Lym-
phosep-medio, ICN).

Todos los voluntarios participantes en el estu-
dio, firmaron un consentimiento aprobado por
el Comité de Investigaciones de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Javeriana
y el Hospital Universitario de San Ignacio.

Purificacién de subpoblaciones CD38 y CD27.

La purificacién de las células CD38 y CD27
positivas se realiz6 mediante separacion
inmunomagnética positiva con anticuerpos
acopplados a microesferas (Miltenyi Biotec),
segun recomendaciones del fabricante y como
ha sido previamente publicado*!7). Brevemen-
te, CMSP fueron lavadas con PBS-BSA 0.5%,
EDTA 2mM (buffer de separacion, Gibco) y
marcadas con anticuerpos anti CD38 6 CD27
acoplados a microesferas magnéticas durante
10 min. Transcurrido el tiempo, las células
fueron lavadas con buffer de separacién y pa-
sadas a través de la columna. Las células mar-
cadas son retenidas en la columna mientras
que las no marcadas pasan a través de ella.
Después de la separacién magnética, el 91% y
el 94% de las células expresaron el CD38 y
CD27 respectivamente como se demostrd por
CF (datos no mostrados).
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Enzyme liked immunospot assay (ELISPOT)

Placas individuales de 96 pozos (Immobilon P
membrane, Millipore, Bedfor, MA) fueron cu-
biertas con 4pg/mL de anticuerpos mono-
clonales hechos en ratén y dirigidos contra las
dos cadenas ligeras de las inmunoglobulinas
humanas) para detectar CSA totales, o cubier-
ta con el RV bovino (RF) purificado en cloruro
de cesio, diluido 1/100 en PBS estéril, para iden-
tificar a las CSA circulantes especificas de RV.
Como control negativo algunos pozos fueron
cubiertos con PBS estéril. La placa fue incuba-
da toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se des-
ech¢ el sobrenadante y se bloquearon los pozos
con 200pL de medio completo (RPMI + 100 U/
mL de penicilina cristalina + 100mg/mL de
estreptomicina + L-Glutamina 1% + HEPES 20
mM + B-Mercaptoetanol 1x10> M + SBF al 5%),
por lo menos durante 1 hora a 37°C. Tanto de
la poblacién positiva como de la negativa para
CD27 y CD38 se realizaron diluciones seriadas
(con un rango entre 1x10° hasta 1x103 células/
pozo), posteriormente las células fueron depo-
sitadas en un volumen final de 50 puL/pozo. Si-
multdneamente se agregd 50uL de una dilucién
de anticuerpos anti-isotipos acoplados a
perdxidasa (Sigma) de tal forma que quedarén
a una dilucién final por pozo de 1/1,000 para
anti IgA e IgM y 1/6,000 para el anti-IgG
peroxidasa. Las células fueron incubadas toda
la noche a 37°C con CO, al 5%. Al dia siguien-
te las células fueron lavadas en 5 oportunida-
des con PBS estéril y 5 veces mas con
PBS-Tween 20 al 0.1%. El ensayo se revel6 con
Kit AEC (3 amino-9-Etilcarbazol, Vector),
incubandose por aproximadamente 15 minu-
tos a temperatura ambiente el AEC fue reco-
lectado y la reaccion fue detenida con agua.
Como control positivo, CMSP totales fueron
cultivas de la misma forma que las células se-
paradas. El ruido de fondo de las CSA circu-
lantes totales y especificas de RV presente en
los pozos cubiertos con PBS, fue substraido del
conteo final.

Citometria de flujo (CF)

Para detectar CSA que expresan Ig de superficie
especificas de RV se cuenta con particulas virales
recombinantes que expresan la proteina verde
fluorescente (GFP-VLP). La produccién y uso de
GFP-VLP para el analisis de LB RV-especificos fue
previamente publicada por nosotros y otros® 21,

CMSP totales 6 células CD38 6 CD27 positivas
fueron incubadas con 1pg/test de GFP-VLP por

45 minutos a 4°C protegidos de la luz. Transcu-
rrido el tiempo, las células fueron lavadas con
buffer de tincién y centrifugadas a 250xg por 10
min. Posteriormente fueron adicionados anti
CD19, anti CD38 APC 6 anti CD27 PE y anti
IgD biotina e incubados por 30 min a 4°C. Tras
un lavado con buffer de tincién a los tubos fue
adicionada la estreptavidina PerCP, incubdndose
por 30 min mas. Finalmente las células fueron
lavadas, centrifugadas y el pellet resuspendido
en paraformaldehido al 1% (Electron Microsco-
py Science, WA). Las muestras fueron pasadas
dentro de las primeras 12h después de realiza-
da la tincién. La lectura se realizé en un
citometro FACS CALIBUR (Becton-Dickinson)
equipado con un segundo laser rojo. Para el ana-
lisis se utilizo el software Cell Quest. Por lo me-
nos 200,000 células B fueron adquiridas.

Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software
SPSS version 9.0. Pruebas no paramétricos fue-
ron especialmente usadas. Para establecer el co-
eficiente de correlacion se utilizé la prueba por
rangos de Spearman. Una P<0.05 fue tomada
como estadisticamente significativa. La mayoria
de resultados se reportan como media y error
estandar de la media (ESM).

RESULTADOS

Numero e isotipo de las CSA circulantes en
adultos sanos

Estudios previos revelan que las CSA correspon-
den a una pequefia poblacién que va desde el 0.05
hasta el 2% del total de CMSP. El promedio de la
frecuencia de las CSA circulantes totales obteni-
do de 21 voluntarios adultos sanos fue de 2,550
CSAx10® CMSP (ESM: 1,350 CSA, Fig. 1). De las
CSA circulantes, el mayor ntimero correspondi6
a las células que secretan IgA, con el 63% (Figura
1). En segundo lugar fueron detectadas las célu-
las que producen IgG con el 29.4% y finalmente a
las células secretoras de IgM con el 7.6% (Figura
1). Esta distribucién es consistente con reportes
previamente publicados). En conjunto los resul-
tados sugieren que muy bajas frecuencias de CSA
circulantes pueden ser detectadas en voluntarios
sanos y que el isotipo predominante es la IgA.

Fenotipo de las CSA circulantes humanas

Para determinar si las CSA expresan los marca-
dores CD38 y CD27, se realiz6 la combinacién
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Figura 1. Baja frecuencia de CSA circulantes es de-
tectada en adultos sanos. CMSP fueron diluidas y
cultivadas en placas de 96 pozos. El niimero CSA
totales de isotipo IgA, IgM e 19G fue detectado por
ELISPOT. Las barras representan la media. Las li-
neas corresponden al error estindar de la media.

de las técnicas de separacion inmunomagnética
y ELISPOT. Células CD38+ y células CD27+ fue-
ron purificadas a partir de CMSP por seleccién
inmunomagnética positiva como se describi6 en
materiales y métodos. La pureza de las pobla-
ciones determinada por CF fue > 91%. Tanto la
fraccion purificada como la fracciéon selecciona-
da negativamente fueron colocadas en las placas
de ELISPOT en diluciones seriadas y cultivadas
toda la noche. Al final del cultivo, las placas fue-
ron lavadas y reveladas. Después del procedi-
miento, 85% y el 92% de las CSA estuvieron
presentes en la poblacién positivamente purifi-
cadas con CD38 y CD27 respectivamente
(Figura 2). En adicién, el CD38 y CD27 fueron
homogéneamente expresados por todos los
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isotipos y no hubo relacién entre la expresion
del marcador y la capacidad de producciéon de
IgG, IgM o IgA (Fig. 2). Estos resultados demues-
tran que el CD38 y CD27 son moléculas de su-
perficie expresados en la mayoria de las CSA y
que su expresion es independiente del isotipo
producido por la célula.

Deteccién de CSA por ELISPOT y CF

Ya que ha sido sugerido que el alto nivel de ex-
presion de CD38 y CD27 son caracteristicas
fenotipicas de las CSA,(1? se procedi6 a compa-
rar la frecuencia de células B IgD- (la pérdida de
IgD es un marcador de células antigeno experi-
mentadas), que expresaban altos niveles de
CD38 y CD27 por CF y los resultados funciona-
les del ELISPOT en CMSP totales. La frecuencia
de CSA totales detectadas por los dos métodos
mostré una fuerte y significativa correlacién tan-
to para CD38 como para CD27 (R?=0.98,
P<0.05 y R2=1, P<0.01, Spearman test, respecti-
vamente) (Figura 3). Estos resultados muestran
que la CF y el ELISPOT detectan posiblemente
la misma poblacién, hecho que soportaria ain
mas la idea que CD27 y CD38 estdn expresados
sobre células que funcionalmente producen Igs.

La expresiéon de CD38 y CD27 en CSA no es
homogénea

Los resultados de CF y ELISPOT mostraban que
el CD27 y el CD38 eran altamente expresados
sobre las CSA. En apoyo de estos resultados, una
importante correlacion fue encontrada entre la
frecuencia de células CD19+, IgD-, CD273ltas y
las células CD19+, IgD-, CD382ts, ambas
poblacionesdetectadas por CF (R% 0.96, P<
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Figura 2. Un alto porcentaje de CSA expresan CD38 (izquierda) y CD27 (derecha). La frecuencia de CSA
IgA, IgM e IgG que expresan cada uno de los dos marcadores es mostrada como media (barras) y error

estandar de la media.
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Figura 3. Correlacion existente entre el niimero de CSA circulantes totales detectadas por ELISPOT (eje Y)
y el niimero de células con fenotipo CD19+, IgD-, CD38%% (eje X, izquierda) 6 CD19+, IgD-, CD27%% (eje
X, derecha) detectados por CF presente en 1x10° CMSP. Datos estadisticos son mostrados en la grifica

(n=>5)

0.01,Spearman test, n=5, datos no mostrados).
Aunque una muy importante correlacién exis-
tio, la frecuencia de células B CD382lto fue dos
veces mayor que la frecuencia de los células B
que expresan un alto nivel de CD27 y la correla-
cién entre ELISPOT y CF fue mucho mejor cuan-
do el CD38 mas que el CD27 fue usado como
marcador. Estos hechos sugieren que la co-ex-
presion de CD27 y CD38 sobre las CSA no es
siempre constante. Para probar esto, una tincién
en simultdnea de CD19, IgD, CD27 y CD38 fue
realizada en CMSP. En forma interesante y como
habia sido sugerido previamente por los dos en-
sayos, la expresion de CD27 y CD38 no es ho-
mogénea en las CSA. Como se ve en la Figura 4,
existe una importante y homogénea poblacion
de células B que expresa altos niveles de CD38 y
CD27 (ver ventana No 1). Sin embargo, también
existe una poblacion de células que son CD38zltas
y que son CD27 intermedias y bajas (Fig 4, ver
ventana No 2). Estos resultados hacen suponer
que todas las CSA probablemente son CD382!tas
pero que no todas las CSA son CD2721%s y puede
haber una importante fraccion de ellas que pue-
den ser intermedias e incluso bajas.

Deteccion de CSA RV especificas por
ELISPOT y CF

CSA antigeno- especificas circulan en volunta-
rios sanos en muy baja frecuencia. Ya que el
CD38 y CD27 son expresados sobre la mayoria
de CSA, en este estudio se utiliz6 la separacion
inmunomagnética con estos dos marcadores

~—
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Figura 4. Expresion heterogénea de CD38 y CD27
en CSA. CMSP fueron tefiidas con CD19, IgD,
CD38 y CD27. La co-expresion de CD38 y CD27
es mostrada en el recuadro 1. El Recuadro 2 mues-
tra las células B, IgD- que son CD38altos pero
CD27intermedios.

para enriquecer en CSA y aumentar asi las pro-
babilidades de detectar CSA RV-especificas.
Como muestra la Figura 5, se observé una baja
pero detectable frecuencia de CSA RV-especifi-
cas en las poblaciones enriquecidas en CSA por
la seleccién positiva. El niimero de estas células
por cada millén de CMSP estuvo entre 0 y 22
detectadas por ELISPOT y 2 a 43 detectadas por
CF. La frecuencia de estas células fue de 1.5 a 2
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veces mayor cuando su deteccién se hizo por CF
que cuando se us6 el ELISPOT. La Figura 5 mues-
tra ademads la correlacion existente entre el nu-
mero de CSA RV-especificas encontradas por los
dos métodos mencionados realizados en células
CD38 y CD27 purificadas. Una alta correlacion
entre el nimero de células detectadas por los dos
métodos (Rs= 1.0, R?>= 0.8, p < 0.05) esta tam-
bién presente a nivel antigeno especifico cuan-
do se usa el CD38. La tincién usando al CD27
mostré un importante ruido de fondo en la CF
dado tal vez por una interaccién entre los Ac
usados y las GFP/VLP (datos no mostrados).
Estos resultados sugieren que CSA antigeno es-
pecificas pueden ser detectadas en muy baja fre-
cuencia en voluntarios sanos y que se esta
detectando al mismo tipo celular por ELISPOT
y CF dada la alta correlacién existente entre los
dos métodos.

CD38
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Figura 5. Correlacion que existe entre el niimero de
células RV-especificas detectadas por ELISPOT (eje
Y) y CF (eje X), en la poblacion purificada con
CD38. Los datos estadisticos y el n son mostrados
en la figura.

# CSA RV-especificasx/108 CMSP
por ELISPOT
r
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DISCUSION

Los rotavirus son la causa directa de la muerte
de 1,600 nifios al dia en el mundo, afectando
especialmente a paises en vias de desarrollo.(1819)
En Colombia no existen estadisticas recientes
sobre la incidencia de la diarrea ni mortalidad
causadas por RV, pero célculos del Ministerio
de Salud muestran que aproximadamente 800
nifios por afio mueren en nuestro pais por la
gastroenteritis causada por este virus. Actual-
mente hay dos vacunas que han mostrado ser
altamente eficientes en la prevencién de las for-
mas severas de diarrea. Entre los pocos factores

que se han asociado con proteccién contra la
reinfeccién estan los niveles de IgA intestinal
especifica de rotavirus®919. Estudios en huma-
nos, demostraron la fuerte correlacion entre el
ndmero de CSA especificas de RV circulantes y
las encontradas en la lamina propia intestinal,®
hecho que soporta el interés en estudiar a las
CSA especificas de RV que circulan en sangre,
como ventana para esclarecer la respuesta in-
testinal al patdgeno.

Las dificultades para estudiar a las CSA en per-
sonas sanas han hecho que la mayoria de estu-
dios se hayan realizado en personas con
condiciones patoldgicas en donde el nimero de
CSA circulantes se encuentra aumentado, tales
como la plasmocitosis reactiva,’® mieloma mul-
tiple 6 después de inmunizacién activa®¥. Como
ha sido sugerido por trabajos previos, una muy
baja frecuencia de CSA totales circulan en los
voluntarios adultos sanos (Fig. 1). El isotipo pre-
dominante fue la IgA, hecho que también con-
cuerda con lo previamente reportado. Este hecho
revela posiblemente una importante contribucién
de las CSA que provienen del intestino, pues es
conocido que el isotipo predominante en
mucosas es precisamente la IgA®).

Trabajos previos han sugerido caracteristicas de
CSA circulantes Ag especificas, como el caso de
CSA que han sido activadas en el intestino por
patégenos de mucosas(!% 1224, Segun estos tra-
bajos, el fenotipo de las CSA circulantes es
CD19+, IgD-, CD38%lto, ademés expresan los
marcadores de migracién intestinal mejor carac-
terizados que son la integrina 047 y el receptor
de quimoquinas CCR9® 2. Con un método que
utiliza particulas virales recombinantes para la
proteina verde fluorescente, se ha determinado
que las células que expresan Ig de membrana
especifica de RV expresan también en su mayo-
ria estos marcadores de migraciéon, hecho que
concuerda con la hipétesis actualmente acepta-
da de los patrones de migracion intestinal1?. Con
el CD38, hay otros marcadores que se han aso-
ciado recientemente con el fenotipo de CSA cir-
culantes, uno de ellos es el CD27®). Los datos
presentados aqui sugieren que la gran mayoria
de las CSA detectadas por su capacidad de pro-
ducir Igs expresan los marcadores CD38 y CD27
(Fig. 2.) y mas importante atin, que no existio
una expresion diferencial de CD38 y CD27 aso-
ciada al tipo de inmunoglobulina producido por
la CSA (Fig. 2.). Estos resultados tienen fuertes
implicaciones ya que al usar los marcadores aqui
utilizados, no se estd sesgando en andlisis hacia
alguno de los tres isotipos analizados.
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Segun los resultados de este trabajo, se encontrd
una fuerte correlacion entre el nimero de CSA
totales detectadas por ELISPOT vy las células con
el fenotipo anteriormente descrito (CD19+, IgD-,
CD38alte 6 CD2741t0) detectadas por CF. Estos
datos tienen dos implicaciones importantes: en
primer lugar, apoyan la idea que la deteccion de
células con fenotipo CD19+, IgD-, CD382t ¢
CD272t por CF puede ser equiparable a la de-
teccion de CSA circulantes totales por ELISPOT.
En segundo lugar, indican que la poblacién de
células B, IgD-, CD382 puede corresponder a
misma la poblaciéon CD19, IgD-, CD272*. Sin
embargo, aunque una buena correlacién estuvo
presente, ésta correlacion siempre favorecia a las
células CD38+. Puede ser que todas las CSA cir-
culantes son CD382, pero no CD272!° (Fig. 4).
Si todas las CSA circulantes no expresan en alto
nivel el CD27, estamos dejando por fuera del
analisis de CF una parte de CSA que no son al-
tas para la expresion de CD27. Este hecho tam-
bién explicaria él porque tenemos una mejor
correlacion entre el ELISPOT de CSA totales y
la CF para CD38 en CMSP. La expresion no ho-
mogénea de los marcadores analizados en las
CSA puede reflejar varios estados de diferencia-
cién celular que pueden estar presentes en esta
poblacién. Hoy se sabe por ejemplo que las CSA
son precisamente una heterogenea poblacion
que recoge a todas las células B que estdn
migrando hacia su tejido blanco. En un estudio
que utilizé6 una metodologia diferente, se
demostr6 que toda célula B, IgD-, CD382!t°, pre-
senta también inmunoglobulina por tinciéon
intracelular(”).

Al obtenerse con CD38 y CD27 los mejores re-
sultados de recuperaciéon y pureza de las pobla-
ciones, se decidid iniciar el analisis de las CSA
virus especificas utilizando la selecciéon positiva
con estos dos marcadores para enriquecer en
CSA, hecho que aumenta las probabilidades de
detectar una CSA especifica de RV. Para la po-
blacién CD38 positiva, se encontré6 una muy
fuerte correlacién entre las células detectadas por
ELISPOT y CF, lo que implica que posiblemente
las células que se analizan corresponden a una
misma poblacién. Este hallazgo ademas implica
que una CSA circulante especifica de RV expre-
sa un alto nivel CD38 (Fig. 5). Para CD27, la
correlaciéon entre ELISPOT y CF no fue buena,
siendo mucho més baja que para CD38 (datos
no mostrados). El nimero de células B efectoras
antigeno especificas detectadas por CF en la
poblacién CD27+, fue mucho maés alto que la
frecuencia de una célula B antigeno especifica
en una persona sana reportadas para otros

antigenos.® Todas las comparaciones que
involucraron a las CSA virus especificas con la
separacion o tinciéon para CD27, no establecie-
ron buenas correlaciones. Estos datos hacen pen-
sar que el ensayo para detecciéon de CSA virus
especificas por CF utilizando al CD27 como
marcador, tiene un problema de ruido de fon-
do, probablemente debido a interacciones no
especificas de las GFP-VLP favorecidas por la
utilizacién de anticuerpo anti CD27.

Estos resultados permiten sugerir que las CSA
circulantes y especificas de RV fueron detecta-
das por ELISPOT y CF previo enriquecimiento
con seleccion de células CD38+. Con estos re-
sultados, se muestran ciertas caracteristicas
fenotipicas de las CSA circulantes totales y es-
pecificas de RV que serfan muy ttiles si se pien-
sa en la CSA como un importante elemento en
el estudio de la repuesta inmune generada ante
infeccién natural o vacunacién.
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