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RESUMEN

La enfermedad de Lyme es generada por la infeccion generalizada causada por la
espiroqueta Bormrelia burgdorferi. Debido a que el nimero de espiroquetas es bajo en los
érganos Y tejidos infectados, el aislamiento, cultivo y observacion directa de la bacteria es
dificil, por lo cual el diagnostico de la enfermedad usuaimente depende de pruebas
seroldgicas que confirmen la exposicion e infeccion por el agente etioldgico, en pacientes que
se presentan con sintomas clinicos caracteristicos.

La falta de estandarizacion en la preparacién del anﬁgeno. las diferencias en la
interpretacion de los resultados, asi como la aparicion tardia de la respuesta humoral en este
tipo de pacientes y la presencia de anticuerpos contra proteinas de otras bacterias que tienen
reaccion cruzada con proteinas de B. burgdorferi, han hecho el serodiagnéstico complicado.

En los Estados Unidos de América, los estudios por transferencia tipo “Westem” de sueros
de pacientes en un estado temprano de la enfermedad mostraron que la primera respuesta
humoral a B. burgdorfori fue una inmunoglobulina de la clase M (IgM), restringida
primariamente al antigeno flagelar de 41-kDa. En algunos estudios realizados en los Estados
Unidos y otros en Europa se ha reportado la presencia de anticuerpos durante este estado
temprano de la enfermedad, que reconocen una proteina de aproximadamente 20-kDa. En
nuestra institucion, fue observado que los sueros de 78 de 79 pacientes, que tuvieron una
reaccion IgM positiva por ELISA (enzyme-linked immunosorbent asﬁay). reconocieron una
proteina de aproximadamente 23-kDa por transferencia tipo “Westem", a la cual nosotros le
dimos el nombre de p23. Tanto para la transferencia tipo “VWestem” como para el ELISA, la
cepa usada como fuente de antigeno fue B. burgdorfen 2591, aislada en el estado de

Connecticut y en la que puede observarse una expresion abundante de esta proteina.



Para caracterizar este antigeno inmunodominante, la proteina fue aislada y después de
digeriria, se llevd a cabo una secuenciacion parcial de dos de los péptidos obtenidos por
HPLC. A partir de la secuencia de aminoacidos se disefiaron un par de oligonucledtidos que
fueron utilizados para obtener una sonda que sirvio para detectar el fragmento de ADN
conteniendo el gen de p23, el cual fue aislado y clonado posteriormente. Este gen resultd ser
83% idéntico en la secuencia de nucleitidos y 75% idéntico en la secuencia de aminoécidos
a pC (recientemente renombrada OspC). Esta es una proteina expresada también
abundantemente sobre la superficie extema de PKo, la cual es una cepa Europea de B.
burgdorfen (B. Wiiske, V. Preac-Mursic, S. Jauris, A. Hofmann, |. Pradel. €. Soutschek, E.
Schwab. G. Will and G. Wanner, Infect. Immun. 61: 2182-2191, 1993). Los estudios lievados
a cabo en el microscopio electronico pemmitieron localizar a p23 también en la membrana
extema, confimando que p23 es el homologo de OspC en la cepa 2591. En la cepa B31,
aislada también en los Estados Unidos y cominmente usada en los ensayos serologicos en
el diagnostico de la enfermedad de Lyme, no se observé la expresion de OspC. En el andlisis
por transferencia tipo “Northem” (ARN) se detectaron bajos niveles de ARNm de OspC en
B31, y la secuenciacion del ADN de este gen en B31 puso de manifiesto una falta, en
comparacion con la cepa 2591, de 54-pb en la region reguladora 5', la cual es posiblemente
responsable de la baja actividad transcripcional relativa de OspC. La regidn del gen de OspC
de B31 que codifica para la proteina fue clonada y expresada en E. coli. El uso de OspC
recombinante como antigeno en ELISA para la deteccion de inmunoglobulinas de la clase M
an pacientes con enfermedad de Lyme tiene un futuro prometedor.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES

La enfermedad de Lyme, actuaimente distribuida en casi todo el mundo (1), es
considerada como la enfermedad infecciosa, transmitida por un vector, mas comin en los
Estados Unidos de Norteamérica (2). Se han reportado casos en 43 de los 50 estados que
comprende el tertitorio, aungue la gran mayoria son localizados en 3 areas especificas: El
noreste, que comprende los estados de Maryland a Massachussets, en una regién central,
Wisconsin y Minnesota, y en el oeste, los estados de California y Oregon (2,3).

- Esta enfermedad fue primero diagnosticada como Artritis de Lyme, debido a que se
observaron miiltiples casos de artritis en esta region del estado de Connecticut (4). Se
registrd un aumento en el niimero de pacientes que mostraban una forma caracteristica de
ariritis, la cual era de corto tiempo, recumrente y tipicamente asimétrica, oligoarticular y solo
afectaba grandes articulaciones (5). Algunos de los pacientes reportaron la presencia de una
lesion en la piel, la cual consistia de un eritema en expansién con un centro claro, antes del
desarrolio de la artritis (8). Con base en fa revision de la fiteratura, se encontr la descripcion
de casos similares de pacientes desde principios del siglo en Europa y que habian sido
picados por la gamapata /xodes ncinus, y la lasion tenia el nombre de Eritema Migratorio
Cronico (EMC) (7.8).

La localizacion en el cuerpo del EMC en el grupo de pacientes de Connecticut, también
sugeria la transmision de ta enfermedad por ia picadura de un insecto o de un arécnido (9).
Un nuevo grupo de pacientes reportd la picadura de una garapata anterior a la aparicion del
EMC y uno de ellos incluso guardé el organismo y lo lievé a la consulta clinica (9,10). La
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Fig. 1. Ciclo de vida de la garrapata /xodes scapularis. El cicio de vida de estos organismos es
llevada a cabo en un periodo de dos aros e incluye tres fases. El cicio empieza cuando las
hembras depositan los huevos fertilizados en el suelo, de los cuales emergen las larvas y éstas
toman su primer alimento de un vertebrado peguerio, usualmente el ratén Peromyscus leucopus.
En la siguiente primavera o verano, las larvas se vuelven ninfas, las cuales se alimentan del
mismo tipo de animales. En el otofio, los adultos emergen y se alimentan por tercera vez y se
aparean, situaciones que ocurren frecuentemente sobre el venado de coia blanca. Los machos se
mueren inmediatamente después de aparearse y las hembras poco después de depositar los
huevos (23).



El aislamiento y cultivo de estas bacterias (18) y su inoculacién en conejos, produjo una
' reaccion cuténea similar a la observada en humanos (19). En estudios por
inmunofluorescencia indirecta se mostré que e} suero de los pacientes con enfermedad de
Lyme contenia anticuerpos contra la bacteria (17). Todo esto sugirié que este organismo era
el agente etioldgico de la enfermedad, idea que fue soportada por el aislamiento subsecuente
de la espiroqueta de la sangre y tejidos de los pacientes (19,20).
Pocos afios después, en base a su ADN (21), la espiroqueta fue identificada como una
nueva especie del género Bomelia y, en honor de su descubridor, fue lamada Borrelia
burgdorferi (22).

CARACTERISTICAS CLINICAS

La artritis de Lyme, ahora conocida como Enfermedad de Lyme, puede producir una gran
variedad de sintomas. Aproximadamente 60% de los pacientes presentan el EMC, el cual
puede aparecer de 3 dias a 1 mes después de la inoculacion de las bacterias por el vector
(23). Este EMC puede continuar creciendo en didmetro, o bien puede aparecer
repetidamente en diferentes partes del cuerpo (24). Es probable que e! resto de los paclentes
presenten este eritema, pero no sean capaces de registrario debido a su localizacion (23).

De algunos dias a semanas después, se puede presentar una variada sintomatologia en
diferentes pacientes: artralgias, mialgias, fatiga, escalofrios o pérdida del apetito, las cuales
semejan una infeccion por el virus causante de la influenza u otros virus (14). Aparentemente,
eslos sintomas ocumen cuando las espiroquetas se han diseminado a ofros érganos a través
del sistema circulatorio (23).



Cerca del 20% de los pacientes que no reciben tratamiento, desamollan problemas
neurologicos como son: pardlisis facial, la cual puede ser tanto unilateral como bilateral,
meningitis, encefalitis o radiculoneuropatia (23).

Esta enfermedad puede causar también padecimientos cardiacos entre estos pacientes,
siendo el més comun el bloqueo atrioventricular en 5 a 10% de los casos y, en un porcentaje
menor, puede desamollarse pericarditis y/o miocarditis (23).

Después de 6 meses, un alto porcentaje de individuos que no han recibido tratamiento
(80%) tienen problemas de artritis (5), los cuales pueden presentarse en una sola articulacion
0 en varias, pero es predominante en la rodillé (14). Solo el 10% de los pacientes desamolan
un estado cronico (5). En los pacientes de Eqmpa no se ha reportado este tipo de problema,
pero pueden desanollar otra enfermedad conocida como acrodermatitis atrdfica cronica,
donde la piel es el tejido afectado (23).

No es claro hasta ahora si estas reacciones son provocadas por las bacterias, o si es la
respuesta inmune del paciente hacia la espiroqueta el causante de ellas.

.

TAXONOMIA, ESTRUCTURA Y GENETICA

Las espiroquetas son uno de los pocos grupos de bacterias cuyas relaciones filogenéticas
son evidentes a nivel de caracteristicas fenotipicas y en el caso de |a bacteria causante de la
enfermedad de Lyme fue automético el clasificarla dentro de este grupo (25). Todas las
espiroquetas tienen una forma espiral, con dos o més filamentos axiales intemos localizados
entre el cilindro protoplasmico y la cubierta extema (Fig. 2A) (25,26). Estos organismos son
resistentes al antibidtico rifampicina (27).

La taxonomia de las espiroquetas, a nivel de familia y género, ha sido basada en la
estruciura, caracteristicas de crecimiento y composicion de nucleétidos del ADN, mientras



que a nivel de especie ha sido llevada a cabo por las manifestaciones de la enfermedad,
tropismo por el vector, relacion serolgica y mas recientemente hibridacion del ADN (27).

Las caracteristicas bioquimicas y ecologicas que identifican al género Bormslia son: i).
Todas las especies en este género son transmitidas a vertebrados por artropodos
hematdfagos y ii). El contenido de citosina-guanina del ADN genémico es entre 27 y 32%.
Las especies en este género son con frecuencia clasificadas de acuerdo a la especificidad de
la relacion huésped-parasito (27). Las diferentes especies de bonelias varian en diametro,
grosor de las espirales y nimero de flagelos en el periplasma (27). 8. burgdorfeni puede tener
una longitud de 4 a 30 um y de 0.18 a 0.25 pm de diametro (9,27). Dichos parametros,
aparentemente son una funcion de la edad del cultivo, siendo mayor el tamailo de las células
hacia el estado estacionario o también pueden variar dependiendo de los nutrientes en el
medio de cultivo o animal experimental en el cual se encuentran creciendo (27). El
enrollamiento de la célula es regular y son gram-negativas (27).

Estudiando a las bacterias desde su exterior, encontramos primero la superficie celular, la
cual es muy imegular y esta fomada por una capa de materal viscoso heterogéneo.
Aparentemente esta capa esta constituida por componentes del medio y es eliminada
cuando las células son lavadas con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (Fig. 2B) (27).

La siguiente estructura que se observa es la superficie 0 membrana celular extema, la cual
tiene una organizacion trlaminar caracteristica de todas las membranas citoplasmaticas y su
fluidez es observada por el excesivo agrupamiento de las proteinas en los lamados "parches”
(27). La composicion de estas membranas es de un 45-82% proteinas, 23-50% lipidos y de
un 3 a 4% carbohidratos. Entre las proteinas mas abundantes de la membrana extema
estan: OspA (outer surface protein A), OspB y OspC, cuyo peso molecular y antigenicidad

varia entre las diferentes cepas aisladas (28).
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FILAMENTO AXIAL 100-200A
CAPA INTERMEDIA

FILAMENTOS PROFUNDOS 75-150A

PROTOPLASMA

MEMBRANA EXTERNA 70-90A

Membrana celular (3 capas) | Cilindro
Pared celular (3 capas) protopldsmico

CUERPOS RIBOSOMALES

CAPA MUCOIDE

Fig. 2. A) Diagrama de una espiroqueta con un solo flagelo. B) Seccién transversal de una
espiroqueta mostrando seis flagelos (27).
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Un promedio de 7 flagelos periplésmicos, los cuales son estructuraimente iguales a los de
ofras bacterias, estan localizados entre la membrana celular extema y el cilindro
protoplésmico, estan unidos subterminal y bipolarmente a los extremos de la célula y son los
‘ responsables del movimiento rotatorio de la célula (Fig. 2B)(27). Las diferentes especies de
bormelias comparten un antigeno que esta asociado a los flagelos, el cual puede ser
identificado por anticuerpos monoclonales. El peso molecular aparente de esta proteina en B.
burgdorfen es de 41-kDa (27). El cilindro protopldsmico consiste de una pared celular, ia cual
esta constituida por una capa de peptidoglicanos, [a membrana celular intema y el citoplasma
(@7).

El cromosoma de B. burgdorferi es lineal con un tamaio aproximado de 1000 kb. Ningln
otro grupo de bacterias se caracteriza por la presencia de un cromosoma lineal (28,29).
Aproximadamente 40 genes han sido identificados sobre este cromosoma y entre los que se
incluyen: 3 del metabolismo intermediario (pgk, p/sC, tpi), 13 que participan en la biosintesis
de macromoléculas (al/aT, ileT, metG, miaA, pheS, pheT, pth, romH, rfA, nfB, mA, mB, rrs), 6
para la estruclura celular (fla, g€, fliG, tmbC, p60, p100), 18 para los procesos celulares
(dnaA, dnaJ, dnaK, dnaN, fisA, fisZ, gidA, gidB, groEL, grpE, gyrA, gyrB, hipG, parE, rho,
mpA) un gen regulador (moxR) (30,31), asi como los genes que codifican los potentes
inmunogenos p22A (32), p39 (33) y p83 (34).

Todas las cepas de 8. burgdorfen estudiadas contienen varios piasmidos lineales y
circulares, que pueden variar en tamafio de 2 a varios cientos de kb (35). Entre los genes que
han sido localizados en los diferentes plasmidos estén los operones guaA/B (38), ospA-ospB
(37), ospE-ospF (38) y los genes ospC (39.40) y ospD (41).

El contenido de guanina mas citosina del ADN, en esta especie, ha sido reportado entre
27.3 a 30.5 moi% (21). Los patrones de restriccion de los genes de los ARN ribosomales,

12



electroforesis de proteinas y reactividad con anticuerpos monoclonales han delineado
recientemente tres grupos genéticos en B. burgdorferi sensu lato y causantes de la

enfermedad de Lyme: 8. burgdorferi sensu stricto, B. gannii y el grupo V5461 (42).

RESPUESTAS DEL HUESPED

L.as primeras evidencias de una respuesta inmune en la enfermedad de Lyme se tuvieron
incluso antes de conacer el agente etioldgico (43,44,45). La presencia de niveles elevados de
inmunoglobulinas de la clase M, criogiobulinas y complajos inmunes circulantes fue
observada en 1977 (43). La asociacidn serolégica de pacientes con B. burgdorferi fue
demostrada cuando la bacteria fue identificada y aistada por primera vez en 1982 (17). -

Sin embargo, ia patogénesis de esta enfermedad no ha sido hasta el momento bien
esclarecida. Entre las respuestas que han sido observadas en estos pacientes, hay tanto
procesos inflamatorios no-especificos, como los que ocurren durante el EMC y que aparecen
inmediatamente después de la exposicidn al vector infeclado, asi como respuestas
posterioras tanto por linfocitos B como por linfocitos T.

a). Respuestas no-especificas

Uno de los mecanismos mas importantes en |a erradicacion de un agente infeccioso en el
organismo es llevada a cabo por fagocitos (46). Se han observado macréfagos en las
lesiones del EMC (47), polimorfonucieares (PMN) y monocitos se encuentran en la sangre
durante la fase diseminada de la enfermedad (46), y un gran infitrado de estas células se
encuentra también en el liquido sinovial de los pacientes con artritis (48). No existen
observaciones acerca de la interaccion de estas células y las espiroquetas in vivo, mediante

los estudios in vitro se han descrito los aspectos basicos de la respuesta del huésped.
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La activacién del sistema del complemento por la espiroqueta ha sido reportada in vitro
(49). Tanto estos factores, como proteinas de la bacteria, pueden estar involucrados en la
quimiotaxis de las diferentes células fagociticas. Dos proteinas purificadas de 8. burgdorfer,
OspA y flagelina, produjeron una respuesta quimiotdctica en PMN usando camaras de
Boyden (50). La produccion del factor C5a puede también resultar por la formacion de
complejos inmunes, los cuales han sido detectados en la sangre y liquido sinovial de estos
pacientes (45, 51). La fagocitosis de las bacterias por PMN y monocitos ha sido observada
tanto en la presencia, como en la ausencia de suero (52,53). Sin embargo, la incubacion de
B. burgdorfeni en suero y liquido sinovial aumentd el nimero de bacterias intemalzadas, en
periodos de incubacion mas cortos y en una relacion menor de espiroquetas-fagocitos
(52,54). La inhibicion de la fagocitosis, por tratamiento de los PMN con un anticuemo
monocilonal al receptor Fc o por el pretratamiento de los monocitos con IgG, mostro que este
mecanismo es mediado a través de los receptores Fc (5§2). La activacion del complemento y
la presencia del factor C3 sobre la superficie de la bacteria, sugiere que los receptores del
complemento pueden también ser importantes en la fagocitosis de B. burgdorferi (52,54).

Aparentemente, los fagocitos pueden ser ineficientes en la eliminacion de un organismo
tan largo y tan mévil como lo es B. burgdorfen. Diferentes estudios han mostrado que la
ingestion de las bacterias puede ocumir tanto de manera convencional, y ser eliminadas en
fagolisosomas (52,55,58), o bien por ia formacion de seudopodos que se extienden alrededor
del diametro de la bacteria, en un proceso conocido como fagocitosis segmental. En este
proceso hay invaginacion de la membrana, agrupamiento de células, formacion de células
mononucleares sinciclales, y la degradacion es ilevada a cabo extralisosomalmente en el
citosol, con la participacion de lisosomas "secretores" (57,58,59). Se piensa que estas

caracteristicas estan relacionadas directamente a la patogénesis de la enfernedad, mientras
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que no se conoce la importancia de la presencia de dos tipos de cuerpos de inclusion
citoplasmaticos y vesiculas exociticas encontradas (59). Este tipo de fagocitosis, observada
de B. burgdorfen, esté en contradiccién con suposiciones previas de que las epiroquetas son
primero dobladas de alguna manera, para después ser completamente cubiertas e
intemalizadas por los fagocitos (52).

Observaciones al microscopio electrénico y de fluorescencia han mostrado que las
bacterias no sobreviven dentro de las células fagociticas (52,59), aunque no concuerdan con
otro estudio que ha sido llevado a cabo con una linea de macréfagos murinos (80).

interleucina 1 (IL-1) ha sido encontrada en él liquido sinovial de pacientes con artritis y 8.
burgdorferi ha estimulado la secrecion c_!e esta citocina por monoclos humanos y
macréfagos murinos in vitro (61,62,63). La presencia de lipopolisacarido (LPS) en los lisados
de la bacteria no ha sido consistentemente demostrada, pero una actividad similar producida
por LPS ha sido reportada y considerada como la responsable de la respuesta inflamatoria
inducida por IL-1 (64,685,68). La produccian de esta citocina puede también estar regulada por
la fraccion de peptidoglicanos proveniente de la pared celular de B. burgdorferi (67). Se
piensa que la IL-1 contribuye a la produccion de los altos niveles de prostaglandina E; y
colagenasa, abservados en cultivos de células del tejido sinovial de un paciente con artritis
(68).

b). Respuestas especificas

La respuesta de los linfocitos B en la enfermedad de Lyme ha sido ampliamente
caracterizada a través de la presencia de anticuerpos circulantes. Diferentes estudios han
mostrado que ia primera respuesta producida en humanos, infectados por B. burgdorfen, son
de la clase IgM, y niveles elevados coirelacionan con la actividad de la enfermedad (44). IgM

especifica puede usualmente ser detectada 3 a 4 semanas posterior al inicio de la infeccion,
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alcanza su méadmo después de 6 a 8 semanas y deciina graduaimente (69,70).
Ocasionaimente, los titulos de IgM permanecen elevados a través del curso de la
enfermedad. En parte, esta respuesta“ tardia puede representar una expansion de la
raspuesia a nuevos antigenos (70). Algunos componentes de 8. burgdorferi son capaces de
estimular la produccion de IgM y la proliferacion de linfocitos de pacientes y en controles in
vitro, lo cual sugiere la presencia de una sustancia mitogénica, entre las que puede estar el
LPS (71).

La respuesta por IgG e IgA aumenta gradualmente durante el segundo y tercer mes de la
infeccion y, una vez establecida, puede permanecer por aftos. El tratamiento temprano con
antibioticos aborta el desarolio de una respuesta madura por IgG (70).

Una fuerte respuesta especifica por linfoctos T se desamolla temprano en el curso de la
infeccién, frecuentemente anterior al desamoilo de la respuesta por anticuerpos. Este retraso
en la respuesta por linfocitos B podria explicar por qué los anticuerpos contra B. burgdorferi
no pueden ser detectados tempranamente en la enfermedad (72). La evolucion de ia
respuesta especifica por anticuerpos puede ser concurente con una activacion policional de
los linfocitos B (48).

El andlisis de la respuesta inmune celular a través de la proliferacion de células
mononucleares de sangre periférica (CMNSP) es alin controverido. Sigal y colaboradores
(73) reportaron iniciaimente que algunos pacientes responden muy bien a un sonicado de 8.
burgdorfen, mientras que las repuestas son muy bajas en controles sanos, y que pacientes
con artritis activa presentan una respuesta mas elevada, la cual tiende a disminuir después
del tratamiento con antibidticos. En cambio, Zosche y cols., (74) encontraron que una fuerte
respuesta puede persistir mucho después del tratamiento satisfactorio, y en los ensayos de

proiferacion de células mononucleares (CMN) observaron respuestas estadisticamente
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elevadas en 8 de las 12 muestras de controles seronegativos y de cordon umbilical. Cuando(
un paciente fue probado el mismo dia que un control, solo en 5 casos la respuesta de ilos
pacientes fue mas elevada que en los controles. Recientemente otro grupo de investigadores
han observado también estos resultados, los cuales muestran que parte de la respuesta por
linfocitos inducida por B. burgdorfen no requiere de una exposicion pravia al antigeno (75).
Sin embargo, las respuestas parecen ser siempre mas pronunciadas cuando las células son
obtenidas de sitios de inflamacién, tales como el sinovio o liquido cefaloraquideo (LCR), en
comparacion a la respuesta de CMNSP del mismo paciente, o de pacientes con artritis en un
estado cronico de la enfermedad (73,74).

‘ Se ha pensado que la diferencia en la magnitud de {a respuesia podria ser debida a la
praparacion del antigeno (70,76) y que ia presencia de factores en el suero autdiogo también
puede ser crucial en la obtencién de los resultados (70,77).

La alta frecuencia de formacion de colonias de células T dependientes de interleucina 2 en
pacientes con enfermedad de Lyme, ha indicado la presencia de células T preactivadas in
vivo. Asi mismo, la autoreactividad de las células T de estos pacientes a CMN imadiadas fue
mayor que la de los contrales, sin importar el origen de las células (SP vs SF). La presencia
de células supresoras a estas células autoreactivas no fue detectada, lo que podria sugerir
que la inflamacion cronica observada en la enfermedad de Lyme puede ser sostenida por
células autoreactivas en la ausencia de mecanismos supmsoms. (78). Estudios
histopatologicos y con anticuerpos monocionales han mostrado un gran infitrado de células T
CD4+ distribuidas difusamente a través de toda el drea subsinovial de la membrana y ias
células T aisladas de estos pacientes rospbnden especificamente a diferentes proteinas de
B. burgdorferi. Todas estas cionas eran CD3+, CD4+, CD8-, fueron tefiidas por anticuerpos

dirigidos a {as cadenas o y {8 del receptor de células T, y produjeron TNF-u, INF-y y GM-
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CSF en respuesta a antigenos de la espiroqueta (79). El andlisis de 43 clonas revelo la
expresion preferencial de la cadena VB 5.1 (5 de 15) y la incubacion de las CMNSP del
paciente mostrd un aumento en el nimero de células expresando este receptor, lo que podria
indicar la presencia de un factor selectivo influsnciando la respuesta inmune (80).

Es atn poco conocido acerca de los antigenos individuales reconocidos por las células T
durante la respuesta inmune. Las respuestas celulares especificas han sido medidas usando
OspA, OspB, flagelina, las proteinas de 5§5/58-kDa y de 66-kDa, las cuales parecen ser
proteinas de choque térmico, purificadas por electroelucion, o bien con las proteinas o sus
fragmentos recombinantes. Los ensayos llevados a cabo con los diferentes antigenos haq
mostrado resultados muy complejos (81,82). En el andlisis de la respuesta, la reactividad no
solo estuvo restringida a los pacientes con la enfermedad de Lyme, sino que también fue
detectada en los controles y en pacientes con otras enfermedades inflamatorias. De la misma
manera, los ensayos con CMN de las muestras tomadas de los pacientes como grupo,
mostraron una mayor reactividad a los diferentes antigenos probados, pero analizados
individuaimente hay una considerable variacién en los valores de proliferacién en todos los
grupos estudiados (82).

DIAGNOSTICO

El diagndstico de un paciente con enfermedad de Lyme es claro cuando se presenta en
un drea endémica, con un antecedente de picadura de una gamapata y la presencia del
EMC. Sin embargo, es dificil cuando ninguna o soio una de estas caracteristicas se presenta,
O bien no son advertidas por el paciente o el médico; también puede ser que la
sintomatologia del segundo estadio, entre las que estdn arralgias, mialgias, dolores de
cabeza, etc., pueda ser faciimente atribuida a otras causas (14,83).
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En estos casos, las pruebas de laboratorio tienen un papel importante en el diagnostico
temprano, ya que el tratamiento adecuado con antibidticos en este periodo, puede prevenir
las secuelas potencialmente serias que afectan los sistemas nervioso central y
musculoesquelético (84). El aislamiento y cultivo de las bacterias es dificil, debido al bajo
nimero de espiroquetas presentes en las lesiones o fluidos del cuerpo (85).

Actuaimente, los métodos mas usuales y de mas bajo costo son los serologicos, entre los
que el ELISA es el mas favorecido, ya que al igual que la transferencia tipo “Westem", se ha
encontrado que es mas sensible y especifico que la inmunofluorescencia indirecta (86). En
los estudios por transferencia tipo “Westem”, utilizando suero de pacientes en un estado
temprano de la enfermedad (3 a 6 semanas), se ha mostrado que una de las primeras
respuestas humorales detectables a 8. burgdorfeni es una inmunoglobulina de la clase M
(IgM), que esta dirigida principalmente al antigeno flagelar de 41-kDa (87). Este componente
comparte mucha homologia con otras especies de bomelias, por lo que es considerado
especifico del género (88); mas aun, el suero de pacientes con enfermedades causadas por
ofras espiroquetas contienen anticuerpos que tienen reaccion cruzada con este antigeno
(88). Los anticuerpos de la clase IgG se desamollan en un patron secuencial tipico, con
reactividad hasta a 11 antigenos diferentes (89).

En el ensayo por ELISA, se ha utilizado como substrato un lisado de 8. burgdorfer, el cual
puede o no ser clarificado por centrifugacion, e incluso se ha utilizado la bacteria completa, lo
que provoca una falta de estandarizacion de la prueba. Estudios recientes han utiizado
fracciones enriquecidas y fornas recombinantes de la proteina de 41-kDa, con la finalidad de
mejorar el nivel de deteccién de la respuesta inmune por anticuerpos (88,90).

En los estudios por transferencia tipo “Westem® en Europa, se ha reportado la presencia
de anticuerpos’ en el suero de los pacientes en un estado temprano de ia enfermedad, los
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cuales estan dirigidos a otra proteina de aproximadamente 22-kDa (91,92). En nuestra
institucion, utilizando la cepa B. burgdorferi 2591, también encontramos reactividad igM
dirigida predominantemente a una proteina con un tamaiio aproximado de 23-kDa y debido a
que esta reactividad es detectada en un estado temprano de la enfermedad, nuestro trabajo
ha sido propuesto para el aislamiento y clonacion del gen que codifica esta proteina, su
obtencion recombinante y uso en el diagndstico serologico de la enfermedad de Lyme (93).
Recientementa, realizamos la comparacion de 3 métodos de deteccion de anticuarpos IgM
especificos para B. burgdorfen en 74 individuos con EMC con cultivos positivos de la bacteria:
por ELISA y por transfarencia tipo "Westem"; utifizando el lisado completo de ia bacteria y
por ELISA, utiizando esta proteina de 23-kpa recombinante y ahora renombrada OspC
(OspCr). En todas las pruebas hubo una asociacion estadisticamente significativa entre la
duracion de la enfermedad y la frecuencia de un resultado positivo, la sensibilidad de la
transferencia tipo “Westem” y de la OspCr fueron equivalentes (aproximadamente 65%) y
ligeramente mejores que para el ELISA utilizando el lisado completo de la bacteria (58%). Los
rasultados de este estudio muestran que el uso de fa OspCr en un ELISA es conveniente ya
que puede ser rapidamente automatizado y faciimente estandarizado para el diagndstico
temprano de [a enfenmedad de Lyme (94). '

Hoy, debido al trabajo y tiempo requerido en ia realzacion de una transferencia tipo
“Wastem”, muchos laboratorios ofrecen este ensayo para suplementar al ELISA solo en los
casos en que es necesario diferenciar los falsos posmvo#. ya que una fransferencia tipo
“Westem”, mostrando anticuerpos a una variedad de proteinas, aumenta la probabilidad de
que un individuo sea feaimente inmunoreactivo a B. burgdorfen (95). Cabe considerar que no

hay un acuerdo real acarca del criterio sobre el desanolio o lectura de las transferencias tipo
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“Westem”, por lo que existe un elemento de andlisis cualitativo asociado a su interpretacion
(95).

Entre otros problemas que han sido observados en el Sserodiagndstico de esta
enfermedad, es la alta variacion de los resultados entre diferentes laboratorios (96.97) y la
fata de reproducibilidad en una muestra dada por un solo laboratorio a diferentes tiempos
(98,99). Un serodiagndstico acertado ha sido también complicado por una respuesta humoral
retardada y, por lo tanto, los estudios de laboratorio en una etapa inicial de la enfermedad no
son de mucha ayuda en el establecimiento del diagnostico.

Debido a que la respuesta inicial es llevada a cabo por células T, se han propuesto
ensayos de proliferacion celular como una forma de diagndstico, pero ya que han sido
dificiles de estandarizar, requieren de un intenso trabajo, son técnicamente demandantes y
se requieren células frescas, esta metodologia no es recomendada en el diagndstico de
rutina (95).

Una de las nuevas metodologias se basa en la deteccion de los antigenos de la
espiroqueta en [a orina del paciente y al menos dos pruebas de este tipo estan en desamolio
(100); sin embargo, la sensibilidad y la especificidad de estos métodos no han sido bien
establecidas (101).

Por ultimo, el andlisis por la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) es otra técnica
prometedora en la deteccién directa de B. burgdorferi. Por medio de la PCR, se pueden
identificar fragmentos de ADN de una composicion especifica. Esta reaccion ha demostrado
ser lo suficientemente sensible para identificar un solo organismo in vitro © en los vectores
(102). mientras en otro estudio se ha reportado que tan poco como 0.01 pg de ADN
purificado puede ser suficiente para amplificar algunos genes de la bacteria (103).
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Sin embargo, en un estudio para obtener una medida confiable de la sensibilidad
diagndstica de este método, la orinay el LCR de un grupo de pacientes con enfermedad de
Lyme fueron evaluados. Los pacientes tenian afectacion del sistema nervioso, se
encontraban tanto en estados tempranos o tardios de la enfermedad, y no habian recibido
tratamiento. Los resuttados mostraron una sensibilidad muy pobre, con solo 20% positivos en
el LCR y 50% en la orina de los pacientes, previo al tratamiento. La sensibilidad en orina
aumenté a 90% cuando la muestra de orina fue tomada 4 dias después del inicio del
tratamiento, posiblemente debido a lisis celular y aumento en la excrecidn de los productos
de la espiroqueta (104).

- Algunas de las explicaciones a estos resultados son: el bajo nimero de espiroquetas en
los pacientes, asi como la presencia de inhibidores de la enzima TAQ polimerasa (104).
Hasta hoy, la técnica de PCR no ha alcanzado los pardmetros necesarios para consideraria
eficiente en el diagndstico de esta enfermedad (104).

En el andlisis final, el diagnostico descansa sobre pardmetros clinicos. Las pruebas de
laboratorio, las cuales miden la respuesta de las células B del paciente contra B. burgdorfer,
antigenos 0 ADN de esta bacteria, son con frecuencia de ayuda apoyando, el diagndstico de
la enfermedad de Lyme cuando la sospecha clinica es alta.
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JUSTIFICACION

Los estudios por transferencia tipo “Westem”, en los Estados Unidos de América, habian
mostrado que la respussta humoral temprana (IgM) a B. burgdorferi estaba principaimente
dirigida al antigeno de 41-kDa. En la mayoria de los laboratorios la cepa usada ha sido la
B31.

El tratamiento de los pacientes en una etapa temprana de la enfermedad previene las
manifestaciones secundarias que involucran los sistemas nervioso y musculoesquelético, por
elo la utilizacion del antigeno flagelar de 41-kDa como medio diagnéstico fue de mucho
interés. Sin embargo, la deteccion de anticuerpos a este antigeno puede no ser especifica
para la enfermedad de Lyme, ya que la secuencia de esta proteina flagelar esta conservada
entre diferentes espiroquetas, lo que da como resultado un alto nimero de falsos positivos.

En estudios similares de pacientes en Europa, utilizando otras cepas como fuente de
antigeno, la reaccién por IgM mas frecuentemente dirigida a una proteina abundante de 21-
22-kDa, la cual se designé pC. Muy pocos estudios estudios han reportado esta proteina en
caepas aisladas en los Estados Unidos.

En nuestro grupo se realizé un analisis por transferencia tipo “Westem”, usando la bacteria
completa, y se encontrd que de 79 sueros de pacientes con un ELISA IgM positivo,
empleando la misma fuente de antigeno, 78 tuvieron anticuerpos que reconocieron una
proteina de 23-kDa, a la que denominamos p23. El andlisis, clonacion y exprasion del gen
que codifica para p23 es de importancia en el desamolio de un ensayo mas especifico y
sensible, con muy poca o nula reaccion cruzada a otras bacterias. Esto pudiera, en un estado
temprano de la enfermedad, aplicar el tratamiento adecuado con antiﬁié(bos a pacientes
infectados con B. burgdorferi, y también se evitaria el uso excesivo de antibidticos en
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pacientes que han skio diagnosticados emdneamente, y el desamolio de las secuelas
secundarias en los pacientes con enfermedad de Lyme.
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OBJETIVOS

1.- Obtener una secuencia parcial de aminodacidos de p23 de la cepa 2591 de B.

burgdorfen.
2.- Clonar y caracterizar el gene de p23.
3.- Subclonar la region codificadora de p23 en un vector de expresion.

4.- Purificar la proteina recombinante.

5.- Producir anticuerpos manoclonales para la localizacion de p23 en las bacterias.

6.- Evaluar la utilidad aiagnéstica de p23.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas de B. burgdorferi y preparacién del antigeno. La cepa B. burgdorferi 2591, fue
obtenida del Dr. Luis Magnarelli, del Departamento de Entomologia, Estacion Experimental
Agricola del Estado de Connecticut, en New Haven, Conn. Esta cepa fue originaimente
aislada de un ratén Peromyscus leucopus atrapado en East Haddam, Conn. (105). La cepa
B. burgdorfeni B31 (cepa tipo), fue obtenida de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(American Type Culture Collection, Rockville, Md. ATCC 35210). Las bacteras fueron
crecidas en medio BSK |l (Barbour-Stoener-Kelly Il) en un matraz cerrado a 33°C por 10 a 14
dias. Las células fueron entonces lavadas 3 veces con una solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS) de Dulbecco (DPBS, GIBCO, Grand Island, N.Y.) y lisadas sobre hielo con un
sonicador (Branson, modelo 185, Danbury, Conn.) por 10 periodos de 15 segundos cada uno
con un poder maximo del 60%. Este sonicado fue clareado por centrifugacion a 10,000 x g a
4°C por 20 minutos. La concentracion de la proteina fue determinada por el método de
Bradford (108).

Aislamiento de ADN gendmico. Las espiroquetas lavadas fueron resuspendidas en
amortiguador SET (25% de sacarosa, 5 mM Na.EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 7.5) y lisadas con
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS, concentracion final de 0.05%)-ARNasa A (0.1 mg/mi)-
proteinasa K (0.1 mg/mi) e incubacion a 37°C por 45 minutos con agitacion suave. El ADN
fue extraido dos veces con fenol amortiguado (pH 8.0) y una vez con fenol-cloroformo-aicohol
isoamilico (25:24:1) y precipitado con etanol absoluto.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) y electroelucién de la prohina._
De 40 a 80 pg del lisado de B. burgdorfen fueron mezclados con un volumen igual de
amortiguador de muestra (0.125 M Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% de glicerol, 2% 2-B-
mercaptoetanol y 0.001% azul de bromofenol), hervidos por § minutos y colocados en pozos
(0.8-mm de grosor por 8-mm de ancho) de un gel discontinuo de poliacrilamida al 12% y
0.1% SDS con amortiguadores descritos por Laemmii (107). Esténdares de peso molecular
incluyeron: miosina (200,000 Da), p-galactosidasa de Escherichia coli (116,250 Da),
fosforilasa b de musculo de conejo (97,400 Da), albumina de suero bovino (BSA, 66,200 Da),
o\_/albdmina de polio (45,000 Da), anhidrasa carbonica bovina (29,000 Da), inhibidor de
tripsina de soya (21,500 Da) y lisosima de huevo de polio (14,400 Da). Los geles fueron
tefiidos y fijados con azul de Coomasie (Coomasie briliant blue R) 0.25% en 50% de
metanol-10% de acido acético y desteiiidos con una solucion conteniendo 40% de metanol y
10% de &cido acético. Para los geles preparativos, 250 a 825 ug de proteina fueron puestos
en un solo pozo (1.5-mm por 140-mm) y la banda comespondiente a p23 fue visualizada por
precipitacién con cloruro de potasio (KCI 0.1 M frio) y la porcién de gel conteniendo dicha
proteina fue cortada. Esta proteina fue aislada por electroelucion en un sistema "casero”,
utilizando la mitad de una pipeta de 10 m, la cual habia sido sellada con agarosa al 0.5% en
el mismo amortiguador usado en la electroforesis y una bolsa de dialisis cemada fue colocada
en dicho extremo. Una vez en la boisa de dialisis, la proteina fue dializada sucesivamente con
0.02 M de bicarbonato de amonio-0.1% SDS por 12 horas y 0.1 M de bicarbonato de amonio-
0.02% SDS por otras 12 horas, liofiizada y‘resuspondida en un volumen minimo de agua. La
concentracion fue determinada por el ensayo del acido bicinconico (BCA, Pierce Chemical,
Co., Rockford, Ii.)
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Transferencia tipo “Westem”. Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron
transferidas a papel de nitrocelulosa, e incubadas con suero o sobrenadantes conteniendo
anticuempos monocionales (AcM) por una madificacion del método de Towbin y cols (108). La
transferencia de las proteinas a la nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif.) fue
hecha en una camara de transferencia electroforética (Trans-Blot cell, Bio-Rad Laboratories),
en un amortiguador de glicina 192 mM, Tris-base 25 mM y 20% de metanol a 0.5 Amps por
una hora. Las proteinas transferidas fueron visualizadas por tincion con Ponceau S al 0.5%
en 1% de acido acético glacial. Para evitar la union no especifica al papel, las membranas
fueron blogueadas por incubacion por una hora a 20°C en TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150
mM NaCl) y BSA al 1%. Las membranas fueron lavadas 3 veces con TBST (TBS con 0.05%;
Tween-20) y entonces incubadas con el suero de los pacientes (1:100 en TBS-BSA al 1%) o
sobrenadante de los hibridomas (1:5 en TBS-BSA al 1%) por una hora a 20°C. Después de
que las membranas fueron lavadas 4 veces con TBST, fueron incubadas con un antisuero de
cabra anti-igM e 1gG de ratdn (cadenas pesadas y ligeras), conjugado a fosfatasa alcalina
(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, Md.), o contra las cadenas u y y de las
inmunoglobulinas humanas, conjugadas a peroxidasa (Sigma, St. Luis, Mo.). Las membranas
fueron lavadas 4 veces con TBST, y fos substratos [nitrobluetetrazolio-BCIP (5-bromo-4-
chioro-3-indolilfosfato toluidinio) para el conjugado de fosfatasa alcalina, o bien el 3,3-
diaminobenzidina-per6xido de hidrdgeno, para el conjugado de peroxidasal, fueron
adicionados.

Detenminacién de la secusncia parcial de aminokcidos de p23. La digestin con
tripsina fue llevada a cabo de acuerdo a J. Ozols (108), de la manera siguiente: La proteina
electroeiuida fue liofitizada, resuspendida en 20% de acido tricloroacético y precipitada a 4°C
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por 12 horas. Después de centrifugaria, el precipitado fue resuspendido en 0.5 ml de HCi al
0.2% en acetona fria e incubado a -20°C por varios dias. Después de dos lavados con
acetona fria, la proteina (aproximadamente 25 pg) fue secada a 20°C y digerida con 0.25
nmol de tripsina (Worthington, Freehold, N.J.) en urea 2.3 M-Tris-HCI, 0.1 M pH 8.06-
bicarbonato de amonio, 0.2 M por 24 horas a 20°C. Esta mezcla conteniendo los péptidos,
fué sometida a cromatografia liquida de alta presion y de fase reversa (HPLC)110). EI
analisis de la secuencia de los péptidos fue llevada a cabo en un secuenciador de fase de
gas Applied Biosystems modelo 470A, equipado con un analizador PTH modelo 120A, de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Aislamiento del gen que codifica para p23. Los oligonucledtidos degenerados fueron
sintetizados con base en la secuencia de aminoacidos de dos péptidos, resultantes de la
digestion con tripsina, y por medio de la PCR un segmento de ADN, localizado entre los dos
iniciadores, fue amplificado. El iniciador que reconoce la secuencia en la regién 5 fue 5-
GT(AT) AAG GAG GT(AT) GA(AG) AC-3', y en la region 3' fue 5-CC GTT (TC)TG (AG)TT
(GATC)GC (GATC)CC-3'. La amplificacion fue llevada a cabo en un volumen de 100 ul en un
termaciciador (MJ Research, Watertown, Mass.) bajo las siguientes condiciones: 94°C por 5
min, 40°C por 1 min, 72°C por 1 min; 94°C por un minuto 38°C por 1 min, 72°C por un minuto
por 30 ciclos y 72°C por 5 min para la extension final. Cada iniciador fue utilizado a una
concentracion de 0.5 My como templado se utilizaron 50 ng de ADN genémico. El buffer de
la reaccién contenia 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4)(a 25°C), 2 mM MgCl, 0.1 mg de
BSA por ml, 0.125 nM de cada uno de los deoxinucledtidos y 2.5 U de Taq ADN polimerasa.
E1 ADN ampiificado fue marcado radioactivamente por la técnica al azar (random primer) y
usado en una transferencia tipo “Southem™ (111) de ADN gendmico de B. burgdorfen que
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habia sido tratado con ocho enzimas de restriccion. EI ADN gendmico fue entonces cortado
con la enzima de restriccion mas apropiada, y el fragmento con el tamaiio correspondiente
fue aislado de la agarosa de bajo punto de fusion y clonado en el plasmido pBS (Stratagene,
La Jolla, Calif) y usado para transformar a las bacterias DH5alfa (Bethesda Research
Laboratories, Gaithersburg, Md.) Este fragmento amplificado por PCR, y marcado
radicactivamente, fue usado como sonda para seleccionar una biblioteca por la hibridacion
de las colonias. Las colonias positivas fueron crecidas en medio “Superbroth® y el inserto
clonado fue secuenciado en ambas direcciones por la reaccion de terminacion de la cadena
por dideoxinucledtidos con la enzima Sequenasa version 2.0 (112) (U.S. Biochemicals,
develand. Ohio).

Anilisis por transferencia tipo “Northern” (ARN) y del sitio de iniciacién de Ia
transcripciéon. El ARN celular total fue obtenido de las espiroquetas en presencia de
dietilpirocarbonato como previamente se ha descrito (113). Et ARN (15 pg por canil fue
sometido a electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1%, que contenia 0.66 M
de formaldehido MOPS (écido mompholine-propanesulfénico), transferido a una membrana de
nylon (Nytran; Schieicher & Schuell, Keene, N.H.) e hibridado a un oligonucledtido de 17
bases (5-CTTTCCCTGAATTATTA-J), complementario a una secuencia que es igual tanto
en la cepa 2591 como en la B31. El oligonucledtido fue marcado en el extremo 5' con
digoxigenina. La prehibridacién y la hibridacion fueron llevadas a cabo a 42°C, bajo las
condiciones recomendadas por el fabricaple (Genius System; Boehringer Mannheim Corp.,
Indianapotis, ind.). La membrana fue lavada dos veces con solucion salina citrada 6X (SSC,
1X SSC es 0.15 M NaCl y 0.015 M citrato de sodio)-0.05% PPi a 20°C por 5 min cada uno y
dos veces a 42°C por 15 min. La inmunodeteccién del oligonucledtido se lievé a cabo usando
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un anticuerpo anfidigoxigenina, conjugado con fosfatasa alcalina, y visualizado por
quimioluminiscencia de acuerdo a las condiciones del fabricante.

El andlisis del sitio de inicio de la transcripcion en el gen de p23 fue determinado por el
analisis de la extension de un iniciador, como previamente se ha dascrito (114,115). El mismo
iniciador de 17 bases, usado previamente en la transferencia tipo “Northem”, fue ahora
marcado en su exiremo 5' con (y*P)ATP (Amersham, Ardington Heights, Ill.), usando la
enzima T4 polinucledtido cinasa (Bethesda Research Laboratories) y separado de la marca
no incorporada con una columna de Sefarosa G25 (Select-D; 5Prime-3Prime, Boulder,
Colo.). Tres pmoles del iniciador, marcado, fueron mezclados con 15 ug de ARN en 3 pl de
buffer de hibridacion (100 mM KCI, 50 mM Tris-HCl pH 8.3), calentado a 90°C durante 5§ min;
transferido durante diez minutos a 42°C para pemnitir la hibridacion y finaimente colocado en
hielo por 15 min. Un microlitro del amortiguador 5X para la transcriptasa reversa (250 mM
Tris-HCI pH 8.3, 200 mM KCI, 15 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol, 1 mM de cada uno de los
deoxinucledtidos) y 1 ul de la transcriptasa reversa ARNasa H (Superscript; Bethesda
Research Laboratories) fueron agregados a la reaccion de hibridacion e incubada a 42°C por
1 hora. Cinco microlitros de la solucidn de parar (95% de formamida, 20 mM EDTA, 0.05%
azul de bromofenol y 0.05% xylene cyanol FF) fueron adicionados y la mitad del volumen fue
colocado en un pozo de un gel de poliacrilamida al 6% para secuenciacion. Los tamaiios de
los productos extendidos fueron determinados por comparacion con una secuencia de ADN
obtenida con el mismo oligonuciedtido de 17 bases y con el plasmido conteniendo el gen
p23.

Expresién de p23 como una proteina fusionada.-El ADN genomico fue usado como
templete para la amplificacion por PCR del gen para p23, con dligonucledtidos disefados en
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base a la secuencia de ADN. El producto fue clonado en el sitio Sma/ del vector de expresion
pGEX-2T (Phammacia-LKB, Piscataway, N.J.), para que se expresara como una proteina
fusionada a la region amino temminal de la glutation-S-transferasa y, asi, faciltar su
purificacion por afinidad. El gen clonado fue secuenciado para confimar que se encontraba
| en un marco de lectura comecto. Las colonias fueron crecidas toda la noche en 2 mi de
“Superbroth”. Al dia siguiente, se les agregd isopropil-B-D-thiogalactopiranosido (IPTG;
Sigma) a una concentracion final de 0.1 mM y se continué el cultivo por 2 horas mas. Al
término de ese tiempo, los cultivos fueron centrifugados y el paquete ceiular fue
resuspendido en DPBS frio y sometido a sonicacion. El sobrenadante fue clarificado por
centrifugacion, y 50 ul de una suspension al 50% (pAv) de esferas de agarosa, las cuales
tenian glutation acoplado covalentemente (Sigma), fueron agregados al sobrenadante y
mezclado suavemente a 20°C por 10 min. Las esferas fueron lavadas tres veces con DPBS,
resuspendidas en el buffer de muestra para un gel SDS-PAGE y comridas en un gel SDS-12%
PAGE.

Uso de p23 recombinante en ELISA. La proteina p23, fusionada a la glutation-S-
transferasa, fue producida en gran escala de la misma manera que se ha descrito
anteriormente, con un paso adicional que es la elucidn de las proteinas de las esferas de
agarosa con 5 mM glutatién reducido (Sigma) en 50 mM Tris-HCI (pH 8.0). Sesenta
microlitros de la proteina fusionada (5 ug/ml) en DPBS fueron puestos en pozos altemados
de una placa para ELISA con fondo plano (Nunc-immunoplate; Marsh Biomedical Products,
Rochester, N.Y.); y una cantidad equimolar de la proteina glutatién-S-transferasa (proteina
acameadora), diluida en DPBS, fue agregada como un antigeno control a los pozos
sobrantes. Estas placas fueron incubadas por 12 horas a 4°C y luego bloqueados durante

32



una hora a 37°C, con 200 ul de 0.05% de suero de cabalio y 0.02% de dextran sulfato en
DPBS. Las placas fueron lavadas seis veces con DPBS con 0.05% Tween-20 (DPBST). Los
sueros de los pacientes fueron seriaimente diluidos en multiplos de dos, empezando en 1:20
hasta 1:1,280 en DPBST. Los sueros control, tanto positivos como negativos, fueron
incluidos en cada placa. Después de colocar los sueros, las placas fueron incubadas por 1
hora a 37°C y entonces lavadas seis veces con DPBS. El segundo anticuerpo usado fue IgG
de cabra anti-igM humana (u especifico), conjugado a peroxidasa (Sigma), y diluido en
DPBST. Para detectar los hibridomas positivos, se utilizaron anticuerpos de cabra, de los
cuales se obtuvieron los fragmentos F(ab'). , los cuales estaban dirigidos a IgG e IgM de
ratén, conjugados a peroxidasa en los sobrenadantes con AcM (Tago, Burlingame, Calif.)
Sesenta microlitros del substrato [volumenes iguales de 2,2'-anzino-di{(3-etilbenzthiazolin
sulfonato) y perdxido de hidrogeno; Kirkegaard and Penry) fueron adicionados a cada pozo.
Las placas fueron leidas espectrofotométricamente a 414 nm, hasta que la lectura de la
densidad dptica (OD) de la dilucion 1:160 del control positivo, en el pozo conteniendo la
proteina fusionada, menos la lectura del mismo suero a la misma dilucion, en el pozo
conteniendo la proteina acameadora, fue de 0.5. Las placas fueron entonces leidas
inmediatamente. Una dilucion de un suero fue considerada positiva si la absorbancia neta
(OD del pozo conteniendo la proteina fusionada menos la OD del pozo conteniendo la
proteina acameadora) era 3 desviaciones estandar, o més arriba de la absorbancia media de
los pozos de los controles negativos.

Anticuerpos monocionales a p23. Los anticuerpos monocionales fueron producidos por
fusion de células de bazo de un ratén hembra Balb/c (4 a 8 semanas de edad) a las células

NSO/1. El ratén fue inicialmente inmunizado con 200 g de la proteina fusionada en DPBS,
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emulsificada con un volumen igual de adjuvanie completo de Freund (Difco Laboratories,
Mich.) y suplementada con 5 mg/mi de Mycobactenum tuberculosis disecado (Difco). Los
ratones recibieron 5 reinyecciones intraperitoneales de 100 ug de la proteina fusionada,
disueta en DPBS, cada 2 semanas. Tres dias después de la ultima inyeccion, los bazos
fueron extraidos y una suspension de células fue obtenida, al pasar los tejidos por una malla
fina de acero. Los hibridomas fueron obtenidos de acuerdo a la técnica previamente descrita
(118). La fusién fue llevada a cabo con 50% (pA) de polietilenglicol 1500 (Boehringer
Mannheim) en HEPES 75 mM (acido N-hidroxiletilpiperazina-N'-2-etanosuffonico) (pH 8.01), a
una proporcion de células de bazo-mieloma de 5:1. Las células fueron iniciaimente puestas a
una concentracion de 5 x 10* células de mieloma por pozo, en una placa de 96 pozos con
fondo plano (Costar, Cambridge, Mass.). Los hibridomas fueron seleccionados por
crecimiento en 14 dias en medio completo (Medio Eagle modificado de Dulbecco
conteniendo 4,500 mg de D-glucosa por litro (GIBCO) 2 mM L-glutamina, 100 U de penicilina
G por ml, 100 pg de estreptomicina por ml, 10% NCTC 109, 5 x 10° M 2-p-mercaptoetanol, y
10 mM HEPES), suplementado con 20% (volvol) de suero bovino fetal (GIBCO) y HAT (10™
M hipoxantina, 4 x 107 aminopterina, 1.6 x 10° M timidina; Sigma). Posteriormente, las
células fueron crecidas en medio completo con 20% de st;em bovino fetal. Los
sobrenadantes de los pozos que contenian hibridomas fueron seleccionados por reactividad
con la proteina de fusién, pero no con la proteina acameadora por ELISA. Los hibridomas de
los pozos que contenian anticuerpos contra la proteina p23 fueron clonados dos veces por
dilucién limitante, en placas de 96-pozos, usando células de timo de ratones Balb/c (un timo
por 60 pozos) como células alimentadoras. |
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RESULTADOS

Caracterizacién molecular de p23. Cuando el sonicado de la cepa 2591 se analizé por
PAGE-SDS teiiido con azul de Coomasie se observo la expresion abundante de una proteina
(p23) con una mobilidad correspondiente a una masa molecular de aproximadamente 23-
kDa. (Fig. 3A, linea A). Al examinar el patron de proteinas de la cepa B. burgdorferi B31, una
cepa comunmente usada en el diagnostico de la enfermedad, no mostré la presencia de esta
proteina. (Fig. 3A, linea B). Las dos cepas habian sido crecidas bajo las mismas condiciones
de cultivo. La transferencia tipo “ Westemn” de estos patrones electroforéticos, con el suero de
un paciente con enfermedad de Lyme en un estado temprano, presentd una fuerte
reactividad IgM al antigeno flagelar de 41-kDa y fue relativamente tenue a las proteinas de
37, 39 y 75-kDa, en ambas cepas (Fig. 3B). Sin embargo, sélo en el sonicado de la cepa
2591 hubo una reactividad igM detectable a la proteina de 23-kDa (Fig. 3B, caril A). Ninguna
banda adicional fue observada en la linea conteniendo el sonicado de la cepa B31 (Fig. 3B,
camil B).

En un intento inicial para obtener la secuencia parcial de aminoacidos de p23 por
microsecuenciacion, las proteinas de [a cepa 2591 fueron transferidas a una membrana de
PVDF (Polivinilidendifluoruro, Milipore, Corp. Bedford, Mass.) (117), pero la porcion
aminoterminal se encontré bloqueada. La proteina fue purificada de un gel PAGE-SDS
preparativo por electroelucion y utiizada para digestion y aislamiento de los fragmentos
intemos de la proteina para secuenciacion. Una fragmentacion inicial se Hevo a cabo con
bromuro de ciandgeno; sin embargo, no se detecté un cambio significativo en la movilidad de
P23 por PAGE-SDS (Fig. 4). Por lo tanto, la proteina fue entonces digerida con tripsina, y dos
de los péptidos de los fragmentos resultantes fueron aislados por HPLC y secuenciados (las
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Fig. 3. (1) Gel de poliacrilamida tedido con azul de Coomasie y (2) transferencia tipo
“Western” de un sonicado de B. burgdorferi 2591 (carril A) y B31 (carrit B). En A, la flecha
indica la banda de la proteina correspondiente a p23 y los marcadores de peso molecular (en
kilodaltons) son mostrados sobre la derecha. En B, se utilizd un suero de un paciente con
enfermedad de Lyme en una etapa temprana como primer anticuerpo y como segundo un
anticuerpo de cabra anti-lgM humana, conjugado a peroxidasa. Las dos flechas muestran las
bandas corespondientes a la proteina flagelar de 41-kDa y la proteina de 23-kDa (p23).
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Fig. 4. Digestién de p23 con bromuro de cian6geno. La proteina p23 electroeluida de un gel de
poliacrilamida fue sometida a digestion con bromuro de cianégeno por 4 horas e inmediatamente
después a electroforesis en un ge! de poliacrilamida al 15%. La mobilidad aparente de esta
proteina no fue modificada, por lo que no pudo ser utilizada para secuenciacion.
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secuencias de los péptidos, p1 y p2 son mostrados en la Fig. 5). Esto permiti la sintesis de
un par de oligonucledtidos degenerados en una orientacion adecuada para la amplificacion
por PCR de un producto de 107-pb det ADN gendmico de la cepa 2591. Este fragmento fue
marcado radioactivamente y usado como sonda para detectar y clonar un fragmento Pstl de
3-kb (Fig. 6) en el plasmido pBS. En el analisis por secuenciacion de este fragmento de ADN
de 3-kb, se identificd un marco de lectura abierto para la traduccion de una proteina de 212
aminodcidos con una masa aproximada de 22,250 Da (Fig. 7 y 8). El hecho de que esta
secuencia deducida tuviera una region de completa identidad con la secuencia de ambos
péptidos, confimb que comespondia al gen que codifica para p23, asi mismo, la comparacbn
de estos dos péptidos, con la secuencia recientemente publicada del gen para la proteina pC
de la cepa europea de B. burgdorferi PKo mostrd un alto grado de homologia (Fig. 8) (118).
La comparacion de p23 de la cepa 2591, con pC de la cepa PKo mostré un 83% de identidad
en la secuencia de nucledtidos y 75% de identidad en la secuencia de aminoacidos (Fig. 8).
Estos resultados demostraron que la p23 es homologa a la proteina pC aislada en Europa, y
las diferencias entre las dos proteinas representan divergencia entre las cepas.

La secuenciacion adicional de [a region de 185-pb, comiente amiba del codén de inicio de
la traduccion AUG para la proteina p23 (Fig. 7), reveld la secuencia de un posible promotor
conteniendo las secuencias consenso de los hexameros -35 y -10 de E. coli (119), separadas
por 17-pb, asi como también una secuencia consenso de! sitio de union al ribosoma (120),

localizada 9-pb 5' al codon de iniciacién de la traduccion.

Sitio del inicio de la trangcripeién. Para confimar si [a secuencia de! posible promotor
identificado era el sitio activo para la transcripcion de p23, se llevd a cabo el andlisis de la
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PEPTIDO 1
Val-Glu-Thr-Leu-Leu-Ala-Ser-lle-Asp-Glu-Val-Ala-Lys-Lys

PEPTIDO 2
Ala-lle-Gly-Asn-Leu-lle-Ala-GIn-Asn-Gly-Leu-Asn-Ala-Gly-Ala-Asn-
GIn-Asn-Gly-Ser-Leu-Leu-Ala-Gly-Ala-Tyr-Val-lle-Ser-Thr-Leu-lle

Fig. 5. Secuencia de los péptidos 1 y 2 obtenidos por digestién con tripsina y separados por
HPLC.
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Fig. 6. Transferencia tipo “Southern” del ADN genémico de B. burgdorferi digerido con
varias enzimas. Ei ADN gendmico de B. burgdorferi 2591 fue sometido a digestion con 8
diferentes enzimas de restriccion, separado en un gel de agarosa al 1%, transferido a una
membrana de nylon donde fue hibridado al fragmento de PCR de 107-pb que contenia el ADN que
codifica para los péptidos p1 y p2 del gen de p23. La digestion con Pstl resultd ser el fragmento
mas pequerio y Unico en la digestion, por lo que fue el mas apropiado para clonacion.
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Fig. 7. Secuencia de nucleétidos del gen p23 de la cepa 2591 y secuencia de aminoicidos
deducida, esta ultima es mostrada en cddigos de una sola letra. Las secuencias de los dos
péptidos obtenidos (p1 y p2) de la digestion por tripsina y purificacion por HPLC son sefialados con
flechas amiba de las secuencias. Se muestran los hexameros consenso -10 y -35 del promotor
similares al de E. coli y el sitio consenso de unién al ribosoma esta sefialado con una linea
obscura. La flecha apuntando hacia abajo sefiala el sitio de iniciacion transcripcional determinado
por el analisis de la extension de un iniciador. La secuencia entre las dos pequeias flechas
(posiciones de nucledtidos 60 a 113) corresponde a la falta encontrada en la cepa B31. La
secuencia complementarnia al oligonucledtido de 17 bases usado para los analisis de extension del
iniciador y transferencia tipo “Northeim” es mostrado en letras obscuras (posiciones de nucledtides
242 a 258). El codon de terminacion (TAA) esta marcado con un asterisco.
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Fig. 8. Comparacién de la ia de aminoacidos de OspC (p23 y Pc) de tres cepas
diferentes de B. burgdorferi. Esta representacion en codigos de una sola letra comresponde a la
secuencia de aminoacidos deducida con base en la secuenciacion del ADN genomico de las cepas
2591 (este trabajo y ref. 93), B31 (este trabajo y ref. 93) y PKo (ref. 118). La identidad en la
secuencia en B31 y PKo con 2591 esta indicada con un asterisco abajo de la posicion designada,
las substituciones estan representadas por el cambio con [a letra apropiada y los espacios
marcados como (-) han sido incluidos para optimizar la similitud entre las proteinas.
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extension de un iniciador (primer extension), para conocer el sitio exacto del inicio de la
transcripcion (Fig. 9). Para esto fueron utilizados un iniciador de 17 basesy ARN de la cepa
2591. El sitio del inicio de la transcripcion de p23 fue mapeado 20-pb cormriente arriba del
coddn de inicio de la traduccion AUG y 7-pb 3' del hexamero -10 (Fig. 7). Una exposicion mas
prolongada del autoradiograma no mostro la presencia de otros transcritos mas largos,
sugiriendo la ausencia de otros promotores que contribuyan a la actividad transcripcional det

gen p23 in vitro.

Expresién recombinants de la proteina p23. Conociendo la secuencia completa del gen
que codifica para p23, un par de oligonucledtidos fueron sintetizados para amplificar p23 por
PCR y a partir del ADN genémico de la cepa 2591, para su expresion en forma
recombinante. Para evitar dificultades durante el aislamiento de la proteina expresada, los
iniciadores fueron seleccionadas de tal manera que los 20 residuos de aminoacidos que
componian el péptido lider no estuvieran presentes en el producto recombinante final
(120,121). El producto amplificado codificando a p23 fue colocado en el marco de lectura,
con la proteina acarreadom presente, en el vector de expresion pGEX-2T. Después de la
induccion con IPTG, una proteina de fusion de aproximadamente 46-kDa fue obtenida (Fig.
10). La proteina de fusion fue purificada del cultivo de E. coli por sonicacion de las bacterias,
la eliminacion de los restos celulares por centrifugacion, e incubacion de! sobrenadante con
esferas de agarosa que contenian glutation, al cual la proteina acameadora se une. Para
confirmar la identidad de la reactividad inmunoldgica de la p23 nativa y la p23 recombinante,
6l suero de un paciente con una fuerte reactividad IgM a p23 fue adsorbido con la proteina de

fusion, unida a las esferas de agarosa y subsecuentemente analizado en una transferencia
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Fig. 9. Determinacién de la regién 5’ del ARNm de B. burgdorferi 2591 por anélisis de la
extension de un iniciador. El nucledtido de inicio del ARNm de p23 usando un iniciador y
transcriptasa reversa fue comparado con el ADN genémico secuenciado de esta proteina. E!
analisis fue llevado a cabo como se describe en material y métodos. Las lineas C. T, Ay G
representan las reacciones de secuenciacion con los dideoxinucledtido trifosfato apropiados y
usando el mismo oligonucledtido de 17 bases usado para la extension del iniciador. La linea 1
muestra el producto obtenido de este analisis, mientras que la secuencia a la derecha son los
productos de la region §' del ARNm de p23. La flecha indica el residuo de esta region donde
empieza el ARNm.
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Fig. 10. Expresién de p23 recombinante. Ei gen sin la region del lider que codifica para p23 fue
ampilificado por PCR y clonado en el vector de expresion pGEX-2T, el cual fue usado para
transformar E£. coli y producir una proteina fusionada a la glutation-S-ransferasa de
aproximadamente 46-kDa. Esta proteina fue aislada por afinidad con glutation acoplado a esferas
de agarosa. En 1A, se muestra un lisado completo de E. coii sin inducir, en 1B, el lisado de la
bacteria después de una induccion de 2 horas y en 1C, fa proteina recombinante purificada. En 2
se presenta una transferencia tipo “Westem” de estos lisados en el mismo orden (A, B, C), el
suerc de un paciente con reactividad igM para la proteina nativa fue usado como primer
anticuerpo. En 2D, E, F, se presenta una transferencia tipo “Westem" con las mismas condiciones
para A, B, y C, pero las bacterias usadas en los lisados contenian el plasmido sin inserto,
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tipo “Westem”, usando la proteina nativa contenida en el sonicado total de B. burgdorfeni
2591. Como controles, el suero fue también adsorbido con las esferas de agarosa-glutation
solas y con las esferas de agarosa conteniendo la proteina acarreadora solamente. En la Fig.
11, se muestra que solamente la adsorcion con las esferas de agarosa, conteniendo a la
proteina de fusién, eliminé completamente la reactividad del suero a p23 en la transferencia
tipo “Westem”. Esta adsorcidn no afecto la reactividad del suero a otras proteinas presentes

en la membrana.

AcM conftra p23. Las células del bazo de un ratén, inmunizado con la proteina de fusion
conteniendo p23 fueron usadas para la obtencién de hibridomas productores de AcM a p23.
Los sobrenadantes de los hibridomas fueron ;ehmbnados por ELISA para la produccién de
Ac, que reaccionaron sﬁlamente con la proteina de fusibn pero no con la proteina
acameadora. Los anticuerpos de varias clonas mostraron una fuerte reactividad tanto a la
proteina p23 fusionada, como a la proteina p23, por tranferencia tipo “Westem". Como puede
observarse en la Fig. 12, p23 fue encontrada expresdndose sobre la membrana externa de ia
espiroqueta. El sobrenadante de una de estas clonas, 4D7FS5, fue usado para determinar la
localizacion de p23 en B. burgdorferi por microscopia electrénica. Como control, un
anticuerpo con el mismo isotipo no Mostré union a las espiroquetas (datos no mostrados).
Este AcM 4D7F5, no reconocib la proteina en la cepa B31, mostrando la ausencia de p23 en

esta capa (datos no mostrados).

Defectos moleculares en e} gen p23 de la cepa B31. La falta de reaciividad de los
sueros de los pacientes y de los AcM, tanto a la proteina en los sonicados como en el

organismo completo de B. burgdorfen B31, nos hizo investigar la raz6n a nivel molecular de
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Fig. 11. Remocién de la reactividad IgM anti-p23 del suero por adsorcién con p23
recombinante. En esta transferencia tipo “Westem" usando un sonicado de B. burgdorferi 2591,
se detecto la tgM del suero de un paciente después de ser adsorbido con esferas conteniendo
glutation solamente (A), o con las esferas con glutatién y la proteina acarreadora (glutation-S-
transferasa) (IB), ambas lineas muestran una fuerte reactividad a p23 nativa. En (C) no se muestra
esta reactividad ya que hubo una completa adsorcion de esta reactividad de IgM en el suero por !a
proteina p23 recombinante adsorbida a las esferas de agarosa-glutation. La reactividad a otras
proteinas incluyendo a la proteina flagelar de 41-kDa no fue afectada.
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Fig. 12. Fotografia al microscopio electrénico de un corte fino de B. burgdorferi 2591 que ha
sido incubada con un AcM con reactividad a p23, 4D7F5. La localizacion de este anticuerpo en
la bacteria fue llevado a cabo con anticuerpos de cabra anti-lgG de ratén conjugado a esferas de
oro de 10-nm de diametro. Esta reaccion se observa localizada sobre la superficie extemna de la
bacteria. La baira corresponde a 0.1 um.
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este fenémeno. El andlisis por transferencia tipo “Northem” del ARNm mostrd una fuerte
cantidad de un transcrito de aproximadamente 700-pb en ia cepa 2591, y una muy leve seiial
del mismo tamaiio en la cepa B31 (Fig. 13). La cantidad de ARN total de cada cepa habia
mostrado ser equivalente en la tincién del gel con Bromuro de Etidio, y no se observé una
degradacion apreciable del ARN. Ef andlisis de la extension de un iniciador también sugirid
una significante reduccion en la cantidad de ARNm de p23 en la cepa B31 (datos no
mostrados). Se encontré también que el tamaiio del producto teminado, en la extension del
iniciador en a cepa B31, era 1 base mas largo que el transcrito en la cepa B31 (datos no
mostrados), para entender un poco mas la razén de la falla relativa en {a expresion de p23
por la cepa B31, decidimos clonar y secuenciar el gen de p23 de la cepa B31. Lo hicimos de
{a misma manera como fo habiamos hecho con fa cepa 2591. La comparacion de las
secuencias de aminoacidos deducidas de las cepas 2591, 831 y de pC de la cepa PKo es
mostrada en Ja Fig. 6. Asi, se encontrd que p23 de la cepa B31 contenia 210 aminoécidos, 2
menas que los otros dos homdlogos y que compartia 80% de identidad en la secuencia de
aminodcidos y 85% en la secuencia de nucledtidos con p23 de la cepa 2591. La
comparacion de ias proteinas de las 3 cepas mostrd que la secuencia en la region §' (la
mayor mq es (a region del péptido lider) y la region 3' se encuentran conservadas, pero hay
una alta variabilidad en la region central (Fig. 8).

El andlisis de la secuencia de ADN en la regidn 5' a la regién que codifica p23 expuso una
fata de 54-pb 5' a las regiones consenso -10 y -35 del promotor. El hatlazgo de esta falta de
pb en una region tan cercana a la regién promotora, ‘sugirié ia pérdida en comparacion con la
cepa 2591 de un elemento potenciador de la transcripcion, lo cual resulta en la posible falta
de p23 en lacepa B31.
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Fig. 13. Anélisis por transferencia tipo “Northern” del transcrito de p23. El ARN celular total
(15 ug por camil) aislado de 8. burgdorferi B31 (caril A) y 8. burgdorferi 2591 (camil B) fue
fraccionado en un gel desnaturalizante con formaldehido, transferido a una membrana de nylon e
hibridado a un oligonucledtido de 17 bases basado en la secuencia de p23. La fiecha sefala dicho
transcrito, asi mismo, tas posiciones 23S y 16S del ARNr estan indicadas.
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Para confirmar que el gen p23 de B31 codificaba para una proteina funcional y antigénica,
fue amplificado usando los mismos iniciadores que para la cepa 2591 y clonado en un vector
de expresion y exprasado en E. coli como una proteina de fusién de la misma manera que
p23 de la cepa 2591. Esta p23 recombinante derivada de la cepa B31 fue fuertemente
reconocida por los anticuerpos IgM presentes en el suero de un paciente y por los AcM en la
misma manera que las formas nativa y recombinante de p23 de la cepa 2591 (datos no

mostrados).

so de p23 recombinants en ELI ara la detsccién de Ac a B. en o
suero de los pacientes. Con base en las observaciones de que la reaclividad a p23 por
anticuerpos de la clase IgM puede ser un marcador serolégico significante en un estado
temprano de la enfemedad de Lyme, nosotros consideramos que el uso de p23
recombinante en un ELISA seria una heramienta invaluable en el diagndstico temprano de la
enfermedad y procedimos a probar esta posibilidad. Inicialmente los sueros de 15 pacientes
con una alta sospecha clinica de tener la enfermedad de Lyme y con transferencias tipo
“Westem” para IgM con un minimo de tres bandas positivas, incluyendo reactividad a p23,
fueron probados. Las 15 muestras de estos sueros fueron altamente positivas a la p23
recombinante por ELISA. También fueron incluidos los sueros de 5 pacientes con sifilis, 10
pacientes con altos titulos de factor reumatoide, 5 pacientes infectados con el virus de
Epstein-Barr y 10 pacientes con titulos altos de anticuerpos antinucleares, de los cuales todos
fueron negativos en este ensayo. Todos. estos sueros también fueron negativos cuando

fueron analizados en transferencias tipo “Westem" usando el sonicado de la cepa 2591.
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DISCUSION

El establecimiento del diagnéstico en un paciente con enfermedad de Lyme continua
basandose en la confimacion seroldgica de la exposicion al agente causal, Bomelia
burgdorferi, dentro del contexto de los hallazgos clinicos caracteristicos. Pero el
reconocimiento de ia enfermedad en el estado temprano puede ser dificil, ya que estos
pacientes pueden no manifestar el eritema caracteristico o tener solamente sintomas no
aspecificos similares a una infeccion viral (86). Esta dificultad en el diagndstico puede verse
complicada por el retraso en la emergencia de una respuesta humoral a la espiroqueta, que
pueda ser detectada por los métodos seroldgicos disponibles en la actualidad (86). Estas
pruebas, las cuales hasta ahora han mostrado una fata de estandarizacion, tampoco
distinguen la reactividad hacia proteinas especificas de B. burgdorfen y proteinas de reaccion
cruzada hacia otros organismos patégenos (122,123). El retraso en el establecimiento del
diagnostico en esta enfermedad en sus estados tempranos es clinicamente importante,
porque el tratamiento apropiado con antibidticos puede prevenir las serias secuelas de esta
infeccion potencialmente cronica (16,124).

En los estudios iniciales llevados a cabo en pacientes de los Estados Unidos que se
encontraban en la etapa temprana de la enfermedad, el andlisis por transferencia tipo
“Westem” mostro reactividad IgM predominantemente contra la proteina flagelar de 41-kDa.
Sin embargo, la deteccion de anticuerpos a esta proteina no es especifica para la
enfermedad de Lyme, ya que su secuencia se encuentira conservada en otras espiroquetas,
incluyendo los patogenos orales comunes (124).

En estudios similares llevados a cabo con pacientes en Europa, y utilizando diferentes
cepas de B. burgdorferi como fuente de antigeno, la reactividad IgM fue detectada mds
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fracuentemente contra una proteina abundante de 21- a 22-kDa, la cual fue designada pC
(125). Esta proteina ha sido observada en aproximadamente 45% de las cepas de B.
burgdorfen en Europa, pero solo raramente observada en las cepas aisladas en los Estados
Unidos (92).

En nuestro laboratorio, nosotros hemos detectado anticuerpos IgM en el suero de
pacientes en un estado temprano de la enfermedad de Lyme, que reconocen
predominantemente una proteina con una masa molecular de aproximadamente 23-kDay a
la que denominamos p23. En estas pruebas serologicas usamos una cepa aislada en el
estado de Connecticut, B. burgdorferi 2591, la cual produce esta proteina de manera
abundante. Nuestro principal interés ha sido identificar y caracterizar a p23, compararia con la
proteina denominada pC encontrada en cepas europeas y, finaimente, expresaria de manera
recombinante y utilizaria en ensayos que puedan ser estandarizados para la deteccion de
una respuesta serologica en el estado temprano de la enfermedad.

Después de clonar y secuenciar el gen de p23 de la cepa 2591, nosotros encontramos un
marco de lectura con 212 aminodcidos, lo que comesponde a una masa molecular
aproximada de 22,250 Da. La comparacién de las secuencias de nucledtidos y de los
residuos de aminoécidos de p23 con las de pC de la cepa europea PKo (118), mostrd un alto
grado de homologia. Asi mismo, como recientemente ha sido reportado para pC, nosotros
hemos también localizado p23 sobre la superficie extema de la bacteria por medio de
inmunomicroscopia electronica (128) y, de esta manera, consideramos que p23 y pC son
homblogos de la misma proteina de la superficie extema y que ahora ha sido renombrada
OspC (126).

Dentro de nuestros estudios, nosotros encontramos también la falta de expresion de esta

proteina, OspC, por la cepa B31, una cepa de B. burgdorferi que ha sido cominmente usada
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como fuente de antigeno en los ensayos seroldgicos comerciaimente disponibles en el
mercado de los Estados Unidos. De esta manera, @s importante resaltar que una proteina
como OspC, que aparentemente es expresada durante una infeccion, se pierde en algunas
cepas en cultivo. Pudiera ser que la funcion de esta proteina, hasta ahora desconocida, no
sea relevante para la sobrevivencia de la bacteria en medios de cultivo. Sin embargo,
tampoco se conoce la importancia de esta proteina en el crecimiento de la bacteria in vivo. La
cepa B31, al igual que la cepa 2591, pertenece al mismo grupo genético, conocido como
genoespecie | o B. burgdorfeni sensu stricto, mientras que [a cepa PKo, pertenece al grupo
VS461 o genoespecie Il (42,127). Nosotm§ no pudimos detectar esta proteina en los
sonicados de la cepa B31 en PAGE-SDS qi en transferencias tipo “Westem”, y tampoco
sobre {a bacteria por microscopia electrénica, usando un anticuerpo monocional dirgido en
contra de esta proteina. Sin embargo, en este trabajo, estamos confirmando que el gen ospC
esté presente en esta cepa; ademas, observamos una falta de 54-pb en la region §' al primer
coddn de iniciacién de la transcripcion, localizéndose justamente 5' de las regiones consenso
-35 y -10 similares al promotor de E. coli. El andlisis por transferencia tipo “Northem” de B31
mostrd un bajo nivel d@ ARNm de ospC, y en los estudios por extension del iniciador, también
observamos que el sitio de inicio de la transcripcion se encuentra 1 base mas hacia el
extremo 5° del encontrado para la cepa 2591. No obstante, recientemente Marconi y cols.
(39) han reportado que el inicio de la transcripcion de ospC puede encontrarse bajo el control
de uno o mas promotores. Sin embargo, ademas del promotor funcional encontrado en este '
estudio, nosotros no detectamos ninguna evidencia de productos de terminacion mas largos
en ninguna de las dos cepas, cuando las peliculas fotograficas fueron expuestas por un
periodo prolongado de tiempo.
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Entre algunas de las causas que han sido propuestas para la variabilidad en la expresion
de OspC,-en estas cepas que han sido mantenidas en cultivo por multiples generaciones,
estan: mutaciones, pérdida del plasmido que codifica el gen, asi como otros mecanismos aun
no definidos que pueden ser sensibles a las condiciones variantes de crecimiento
(41,93,126). El hecho de que diferentes cepas de B. burgdorfer, asi como diferentes clonas
de una sola cepa expresen pequeiias cantidades de OspC, cuando al mismo tiempo
expresan grandes cantidades de OspA y viceversa, sugiere una interdependencia en la
regulacion de la expresion de la proteina, y aunque puede haber un mecanismo que conlieve
a la supresion, la regulacion de estos genes no ha sido aun esclarecida (126)

Nosotros proponemos que este fragmento de 54-pb faltante contiene un elemento
potenciador de la transcripcion, requerido para observar un nivel transcripcional aumentado y
niveles detectables en la expresion de la proteina. Sin embargo, cualquier evidencia que
pueda soportar esta proposicion pudiera ser circunstancial, ya que la posible identificacion de
aste elemento regulatorio requiere de la tecnologia de transferencia genética, la cual no ha
sido lievada a cabo en las especies del género Borrelia (93).

Sadziene et al. (40), lo mismo que Marconi et al(39) localizaron el gen ospC en un
plasmido circular de 27-kb, pero el primer grupo también encontré que OspC fue expresada
solo en mutantes que habian perdido el plasmido lineal de 18-kb (Ip 18). Esto sucedié tanto
en la presencia o ausencia de el plasmido de 49-kb que contiene los genes ospA y ospB,
aunque pudo observarse una mayor expresion cuando este pldsmido no estuvo presente.
Una de las hipétesis formuladas fue que una proteina 0 ARN codificada por el Ip 16 puede
funcionar como un represor de la expresion de ospC. Otra observacion importante fue que la
pérdida de este plasmido, también llevo a la pérdida de la habilidad de las bacterias de crecer
en medio sdlido. Do. manera interesante, Wilske et al. encontraron que cepas que no
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expresaban OspC, fueron capaces de hacerlo cuando fueron crecidas en medio sdlido (126).
Es interesante hacer notar, que también es posible que B31, conteniendo todos los
plasmidos, pudiera ser capaz de expresar OspC de manera abundante cuando esta presente
en alguno de sus huéspedes, ya sea mamifero o en la garapata. Sin embargo, las razones
moleculares para estos cambios en los requerimientos de cultivo y como ellos pueden afectar
la regulacién de la expresion de proteinas no ha sido estudiado.

Finalmente, para determinar si la region de ospC de B31 que codifica para la proteina, es
capaz de producir una proteina que sea reconocida por los anticuerpos presentes en el suero
de los pacientes, el gen fue clonado también en el vector de expresion para obtener una
ﬁroteina recombinante en E. coli. Los resuttados obtenidos mostraron una fuerte reactividad
tanto de los sueros de pacientes como de los AcM producidos contra OspCr de la cepa 2591
hacia esta proteina proveniente de B31.

Actualmente, esta proteina recombinante esta siendo producida y utilizada en pruebas
diagndsticas. Los estudios preliminares han mostrado que OspCr es un antigeno especifico y
que su utilizacion en ELISA provee un ensayo sensible y estandarizado en la deteccion de la
enfermedad en estados tempranos. Una consideracion para el uso de esta proteina ha sido
si la OspCr de la cepa 2591, originaimente aislada en Connecticut, seria un blanco (til para
probar muestras de sueros de pacientes que han sido infectados en otras areas del pais. En
un estudio reciente (94), todas las muestras obtenidas fueron de pacientes que habian
contraido la enfermedad fuera dei estado de Connecticut, y a pesar de esto, estas muestras
mostraron frecuentemente una fuerte reactividad a la OspCr, sugiriendo que esia proteina es
expresada constantemente por las espir.oquetas en ia naturaleza, esta presente en el
momento o un poco después de la inoculacidn y que existen epitopes comunes en OspC que

son compartidos por B. burgdorferi de diferentes areas geogréficas.

55



Los futuros estudios de esta proteina estan encaminados a su optimizacion en los
ensayos para probar los limites de deteccion temprana, y debido a la severidad de la
enfermedad, asi como la falta de respuesta de los pacientes en una fase cronica de la
enfermedad, existe interés en su uso para el desarolio de una vacuna para la prevencion de
esta enfermedad. Hasta hoy, los esfuerzos se han concentrado en dos proteinas de la
superficie extema OspA y OspB (128,129).

El desamolio de una vacuna para esta enfermedad ha requerido de a identificacion de los
principales antigenos de la bacteria y la determinacion de si estos antigenos son capaces de
inducir una respuesta inmune especifica en pacientes infectados. OspC es un antigeno
predominante reconocido por anticuerpos IgM en la fase temprana de la enfermeda&.
mientras que sélo un reducido numero de pacientes desairollan una respuesta IigM temprana
a OspA y/o OspB. En contraste, en la segunda fase de la enfermedad, los pacientes
desamollan anticuerpos a varios antigenos incluyendo a OspA y OspB, pero no es frecuente
que desarollen anticuerpos IgG dirigidos a OspC. Hasta hoy, no es claro por qué existe este
patrén tempora!l en la respuesta inmune a estas proteinas, pero aunque hay suficientes
evidencias que soportan la eficacia de la vacuna basada en OspA/B en ratones (128) y las.
pruebas en humanos han empezado (130), hay muchas preguntas aln sobre su efectividad
y mucha preocupacion sobre los efectos secundarios que pudiera causar esta vacuna, o cual
genera la gran necesidad de desamollar mayores investigaciones con el fin de generar una

vacuna adecuada.
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We have found that sera from patients with early stages of Lyme disease contain predominant immuna-
glnbulln M n:clmq toa ma;or 234Da pmleln (p2) from Barrelia burgdorferi 2591 isolated in Conaecticut.
To ur this i antigen, we cloged and sequeaced p2J and found it to be 835 identical
by 1 and 755 identical by amino acid sequence to pC (recently renamed OspCl, an
abundantty expnssed protein oa the outer surface of PRo, a European strain of 8. burgdorferi (B. Wilske, V.
Preac-Mursic, S Jaunis, A, Hofmann. L. Pndzl. E. Soutschek, E. Scb\ub. G. \hll and G, Wanaqer, Iofect.
Immua, 61:2182-2191, 1993). In ad lectron microscopy localized p23 to the outer membrane,
confirming that p.! is the strain 3591 homolog of OspC. The North American strain B31, commonly used ia
serologic assays for Lyme disease, does not express OspC. Northeru (RNA) biot analysis detected low levels of
aspC mRNA in B, and DNA sequencing of the ospC geae from B31 revealed 2 S4-bp deletion in the upstream
regulatory region, possibly for the low tr i activity of 0spC. The ospC coding regioa from
B31 was doned and antibody-reactive OspC was expressed in Escherichia coli. An immuaoglobulin M
enzyme-linked immunosorbent assay using recombinant OspC as the target antigen shows promise for the

serndiagnosis of eariy stages of Lyme disease.

Lyme disease is a multisystem infection caused by the
tick-borne spirockete. Borrelia burydorgeri {29). Because of
the low yield by both culture and direct visuaiization tech-

also describe 2 molecular defect in 8. burgdorferi B31, a
comumonly distibuted isolate used in North America for
di is, which may explaia its lack of OspC expres-

niques for identification of this orgaaism, the diagnosis of
Lyme disease has relied on serologic coafirmation in patients
with characteristic clinical findings. Accurate serodiagnosis,
however, has been complicated by a delayed humoral re-
sponse o the spirochere and by cross-reactions with pro-
teins from other bacteria (13, 16). Am\nng at a timely and
accurate diagnosis of Lyme disease is clinically important as
prompt and apprapnat- antibiotic treatment can prevent the
potentiaily serious sequelae that affect the central nervous
and musculoskeletal systems (7, 26,

In North America, immunoblot studies of sera from pa-
tients with early stages of the disease suggested that the tirst
detectable humoral response to B, burgdorfert is an immu-
noglobulin M {IgM) antibody restricted primanly to the
41-kDa flagellar antigen (3, 6). Similar studies in Europe.
however, have reparted antibodies in sera during early
stagss of the disease to be predominantly dirscted to an
approximately 20-kDa protein, which was named pC (very
recemly. pC has been renamed outer surface protein C
[Ospcl to denote its expression on the outer membrane of
the spirochete {30]).

At our institution we have found predominant IgM reac-
tivity to a protein with a size of approximately 23 kDa, which
we named p23, in sera which tested positive by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for Ighf reactivity to
B. burgdarfert (9). For both the immunoblot and ELISA, we
used 8. burgdorferi 2591, an isolate which expresses a major
protein at approximately 23 kDa, as the source of antigen.

We now report the molecular characterization of p23 and
show that it is the strain 2591 homolog of pC (OspC). We

¢ Correspanding autkor,

sion and the gezerally unappreciated reactivity of sera from
patients with early stages of Lyme disease with OspC in
North America. We also report the use of recombinant OspC
for the serodiagnosis of Lyme disease.

MATERIALS AND METHODS

8. burgdorferi strains and aotigen preparation. B, burgdor-
feri 2591 was obuined from L. Magnarelli, Department of
Entomoiogy, The C Agricultural Experi Sta-
tion, New Haven, Conn. It was initially isolated from a
white-footed mouse caught in East Haddam, Conn.: 8
burgdorferi B31 (type strain} was obtained from the Ameri-
can Type Culture Collection (Rockville, Md.} {(ATCC
35210). The spimch:tes were grown in BSK [ medium ina
closed flask a1 33°C as previously described (2). After 10 to
14 davs orgmvuh xhc org:lmsns were washed three times in
d saline {DPBS) {GIBCO.
\.Y.) and sonicated on ice by a cell disruptor

Grand lslaud.
{model 185; B
60% of maximum power.  The sonicate was cleared by
centrifugation at 10,000 x g and 4°C for 20 min. The protein
concentration in the supernatant was determined by the
Bradford method (5). E

Genomic DNA isolation, Washed spiroch were sus-
pended in SET buffer (25% sucvose, 50 mM Tris-HCl {pH
7.5], 5 mM Na,EDTA) and lysed by adding sodium dodecy!
sulfate (SDS, Znal concentration of 0.5% )-R\lasc A (01
mgiml)-proteinsse K (0.1 mgml) for 45 min at 37°C with
gentle agitztion. The DNA was extracted two times with
buifered p and one time with phenol-chloroform.
isoamyl alcghol 125:24:1) and cthano! precipitated.

- PAGE and dectroelution. The 8, burgdorfeni sonicate {40

sns7

isan, Danbury, Conn,) with 10.15-s blasts at. ...

i
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to 80 pg per well (0.8-mm thickness and 80-mm width) was
mixed with an equal volume of sumple buffer (0.125 M
Tris-HCI [pH 6.8}, 4% SDS, 20% glycerol, 2% 2-mercapto-
ethanol, 0.001%
subjected to polvacrylamide gel clectrophoresis (PAGE) in‘a
discontinuous 0.1% SDS~12% polyacrylamidé slab gel with
buffers described hy Lacmmli (15). Molccular mass’ stan-

dards included myosin (200.000 Da), Escherichia coli B-ga-.
lactosidasc (116.250 Da), rabbit muscle phosphorylase b
(97,400 Da). bovine serum albumin (BSA: 66,200 Da).-hen* -
egg white ovalbumin (45,000 Da), bovine carbonic anhydrase

(29,000 Da), sovbean trvpsin inhibitor (21,500 Da), and hen

egg white lysozyme (14,400 Da). The gels were stained and:

fixed with 0.25% Coomassie brilliant blue R in 50% metha-,
nol-10% acetic acid and destained with.40% methanol-10%
acetic acid. For the preparative gel, 250 1o 825 g of protein
was added to a well (1.5 mm- by 140 mm). The . band
corresponding to p23 was visualized by precipitation with
cold 0.1 M KC! and was cut from-the remainder of the/gel

The protein was isolated by electroelution:and dlal\zed‘

successively against 0.02 M ‘ammonium bicarbonate-0.15
SDS for 12h and 0.1 M ammonium hncarbonate-o 025:SDS
for 12 h. The protein concentration was’detérmined byt
bicinchoninic acid protein ‘assay-(Pierce’ Ch
Rockford, III.). :
Immunoblot anal\sis Prolcms e

supernatants containing' monoclonal’an
modification of the method dcscnbcd
Transfer of the proteins to,
tories, Hercules, Calif.);was:; n.

(Bio-Rad Laboratoncs) conummg 92 mM gl\ cine, ": mM

Tris base, and 20% mcthanol at.0.5"A"for-1-h with cooling: -

The transferred proteins’ were :Visualized by ‘staining the

nitroceliulose membrane with' 0.5% Ponceau S in‘1% nlacxal :

acetic acid. Nonspecific bxndmg 10 the blots was blocked by

incubation for.1'h at 20°C in TBS (20 mM Tris-HCl {pH 7.5),
"BSA:The blots were washed three:-

150 mM NaCl) with'1%
times with TBST. (TBS wnh 0.05% T“een-"O) and:then
incubated with ‘patient’s* sera (1:100 in TBS-1%. BSA) or
hybridoma supernatant (1:5 in TBS~1¢z BSA) for.1 h at 20°
After the biots ‘were washed. four times with TBST, the
were incubated with goat anti-mouse’IgM and . IgG. (hea
and light chains) conjugated 1o alkaline’ phosphatase
gaard "and Perry Laboralones, Ganhersburg, Md.)

: i
tetrazolium-BCIP:: [S-bromo 4-chloro-3- mdo]v]phosphaxe
toluidinium) for the’ alkatine phosphatase conjugate’or:3,3"..
diaminobenzidine-hydrogen or - the peromdase
conjugate) was added

Partial amino acid s ,delcrmm ion of p23 Trypsm
digestion - was ¢ performed 5 as® prevxously described - (22,
Bneﬂy the ‘electrociuted . protein- was - lyophilized, resus
pended in 209 trichloroacetic acid, and precipitated at 4°C
for 12 h. After centrifugation, the pc]let was resuspended in
0.5 ml of cold O, 2% HCl in acetone and incubated at —20°C
for several days:’After two washes with cold acetone, the
protein (approximately 25 ug) was dried at 20°C and dlgcslcd
with 0.25 nmol of trypsin (Worthington, Frechold, N.J. ) in
2.3 M urea-0.1'M. Tris-HCl [pH 8.06}-0.2 M ammonium
bicarbonate for a maximum of 24 h at 20°C. The peptide
mixture was resolved by reverse-phase high-performance
liquid chromatography (HPLC) (23). The sequence analysis
of. the pcplldes was carried out on an Applied Biosystems

bromophenol blue), boiled for 5 min, and

anti-| human Y cham and anu human :chain: con]us:aledvlo'

INFECT. IMMUN.

model 470A gas-phase scquencer equipped with a model
120A PTH “analyzer “according to instructions from the
manufacturer,

Isolation of the gene encoding p23, chcncmlc ohgonuclc-
; oudc sprimers were synthesized on, the basis of the amino
lrypsnn dlgcslcd pcpudc fragmcms

G:GAG" GT(AT) GA(AG)
“AC-3!, and downstrcam primer;’5'-CC GTT(TC)TG (AG)TT
‘Amplification was performed in a
hcrmal controlicr, (MJ ‘Rescarch,
c follov.mg ‘conditions: 94°C for
»C for'l mm, 94°C for 1 mln. 39 (o}

usedata ﬁnal concemrauon of() 5 u.M and
“ng; ofgen; “DNA‘iwas used’as the “template. The
‘phﬁcauon buffer inclided 50 mM KCl, 20 mM Tris-HC
(pH 8.4) (at 25°C), 2 mM MgCl.;0.1'mg of BSA per ml, 0.125
nM: (cach)_ dcoxynuclcosxde triphosphate; and 2.5 U of Tagq
¥ : _phﬁed DNA was radiolabeled by

‘the appropnalc restriction enzvme, and fragmems
with® correspondmg sizes were isolated from low-melt agar-
ose’ and cloned into’ pBS (Stratagene, La Jolla, Calif.) and
transformed.into:DH5a’ (Bethesda:Research Laboratories,
Gauhcrsburg, :Md.).“The radiolabeled PCR-amplified frag-
ment;was’ used 1o probe theselected . library by colony
hvbndxzauon and positive colonics were grown. The cloned
sert was sequenced in both orientations by dideoxy chain

“termination with Se uenase version 2.0 (U S. Blochcmxcals,
= Clcvelnnd Ohlo)'
= Northern (RNA) blot analvsis and transcnptmnal starl snte
i Tolal cellular RNA was obtained from the spirochetes in the

: prcscnce ~of dxethylpvrocarbona!c as prewously ‘described

“(27)2RNA’(15'ig per lane) was electrophoresed in a 0.66 M

formaldehyde-MOPS (morphohncpropanesul!’omc acid)=1%

manufacturer (Genius System; Boehnnger Mannheim Corp o

lndnanapolxs, Ind.).;The membrane'was ;washed in 6X° SSC

'(lx SSC is0.15M NaCl. and 0.015, M sodmm cmate)—o 05%
°C for.15. min.

03
alization by chemllumlnesccncc were ‘perfort
to the manufacturer’s recommendationsi s

The transcriptional start:site for:the p23 gene was deter-
mined by primer cmcnsnon analysns as previously described
(14, 21). The- 17-mer primer: used ‘in the ‘Northern blot
analysis was 5" labeled with [y->?P]JATP (Amersham, Arling-
ton Heights, 11.) and T4:polynucleotide kinase (Bethesda
Research Laboralones) and scparated from unincorporated
label with a.G25 spin-column (Select-D; Sanc—~3ane,
Boulder, Colo.): Three: pmoles of the labeled primer was
mixed with 15 ug of RNA in'3 pl of hybridization buffer (100
mM KCl, 50 mM Tris-HCI [pH 8.3]), heated to 90°C for 5
mm. anncalcd at 4"°C for 10 min, and placed on ice for 15

ed accordmz
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min. One microliter of 5x reverse transcriptase buffer (250 .

mM Tris-HCI [pH 8.3), 200 mM KCl, 15 mM MgCl,, 10 mM
dithiothreitol, 1.mM- (cach) dco\'ynuclcosldc _triphosphate)

and 1 pul of RNase H~"reverseitranscriptase. (Supurscnpt, =
Bethesda Research” L1boraxor1es) were; addcd to theian- _ff '
nealed reaction and incubited at’42°C for:1'h.Five microli-
#20 mM EDTA; 0.05% .

ters of stop solution (95% formami
bromophenol blue. 0,03% Xylene.  cyanol FF) was added, and
half of the volume was’loaded onto a 65z: polyacrvlamide
sequencing gel.” The  sizes’ of. the; éxtended products werc
determined by comparison wi DNA sequencing ladder
obtained ‘with thez 17 -mer.; olig ondc pnmcr and a
plasmid containing lhe p23 gene; ; ;

Expression of p.J as'a’ fuslon
used as template for; PCR"amplification ‘of p”3 with pnmcrs

. based on the sequcnccd DI\A iThe produc( was cloned mxo L

NaCl, 5 ml'of NaO
B-p-thiogalactopy
mM, and the culture;
cells were pcllexed

resuspcndcd in SDS PAGE 2
an SDS-129% PAGE."

p
ration of the p23 fusion prolem ‘was performcd as’ dcscrlbed

above, with the additional step of ¢lution of the prolcm from’

the beads with 5 mM reduced glulalhlone (Sigma) in 50 mM

Tris-HC] (pH 8.0). Sixty “microliters of the fusion protein (5 t

pg/ml) in DPBS was ‘addéd [ altemate wclls of a flat-bottom
microdilution plate’ (Ninc-Immunoplate; Marsh'Biomedical
Products, Rocheste: . ;h-at 4°C, An equimolar
amount of the carrie :DPBS‘was:added as a
control anugen 10 th

wnh :200- - of - DPBS ‘ containing
h‘:DPBS with?0.05%: Tween-20

were included on each P! After the addition of sera, the
plates were: incubated-for:1-h at37°C. and:then washed six
times in- DPBST.iThe condary antibody; used, was’go
anti-human IgM (u chain’specific) con]ugated to peromdase
(Sigma) diluted ‘in>: DPBST." For:screening’ the: hybridom
supernatants for: MAbs: the secondary annbody uscdrwas
goat F(ab'), anti-mouse 1gG and lgM conjugated 10°pero-.
xidase (Tago, Burlingame," Calif.)," Sixty * mlcrolxter
chromogen substratc [equal : volumes’ of ;2 :2,2":anzino-di-(3
ethylbenzthiazoline sulfonate)and hydrogenp ox:de Kirke-
gaard and Perry] was added to-each well:The®
checked spectrophotometrically at 414'n
density reading of the 1:160 dilution’ of the, posmve “control
on the fusion protein-containing v wells minus the background
on the carrier protein-containing wells’ was equal 10.0.5. Thi
plates were then read immediately. A’ serum! dilatio
considered posmvc if the net absorbance (fuslon protein well
minus carrier prolcm wcll) was: 3 standard  deviations’ or

»'M) cobaclcnum tuberc

mammg wells: The plaxes were -,
%:dextran_sulfate. The plates

Te sermllyvdiluted twofold from
ositive and negative control sera. -
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more ‘above the mean 1bsorb.mcc of thc negative serum
wells, :

MAb to p23 A MAb
cells” from an;, immunized fcn

st produccd by: fusnon of splenic
LB/cimousc.(4:t0 8§
mmumzcd

received five booster
DPBS mtrape itone

‘mM: HEPES' (N hydroxylexh\'lpxpcrazme-N -2-
-id [pH 8.01]) at'a 'spleen-myeloma cell ratio
vere initially plated out at 5-x 10" myeloma
per, :a°96- well flat-bottom cluster tray (Costar,
idge Mass: ). Hybridomas were selected bv growth
VS m’complcte medium (Dulbecca’s modified Eagle
wuh '4,500 mg of p-glucose per liter {GIBCO] per
‘2mM - glutdmmc, 100 U of penicillin G per mi, 100 pg
reptomycin per 'ml. 105 NCTC 109, 5 x 107 5 M
rcaptoethanol; and 10 mM HEPES) supplemcmcd with
%. (volivol) of fetal calf serum (GIBCO) and HAT (107* M
hypoxanthmc, 4% 1077 M aminopterin, 1.6 x 1075 M
thymidine; Sigma). Subsequently, the cclls were grown in
compleie medium with 20% fetal calf serum and HT (HAT
edium without aminopterin; Sigma) for 7 days and then in
complete medium with 209 fetal calf serum. Supernatants
from:wells- containing growing hybridomas-were screened
for selective reactivity with the fusion protein and not with
he carrier protein in an ELISA. Hybridomas from antibody-

“positive - wells were cloned twice by limiting dilution in
" 96-well trays with BALB/c thymus cells (one thymus per 60
~wells) as a feeder layer.

~".Immunoelectron microscopy. Spirochctes were removed

.~ from BSK Il medium by centrifugation at 7,000 x g and 20°C

for 20 min and washed two times by centrifugation at 7,000
x g and 10°C for 20 min in Hank’s balanced salt solution
(Bio-Whitaker, Walkersville, Md.). Foliowing the second

'wash, spirochete pellets were fixed for 30 min in 4% form-
“aldehyde (Elecron Microscopy Sciences, Ft. Washington,

Pa.) in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.4) to stabilize

- their outer membranes. Fixed pellets were washed four
o-times in Caz*-Mgz*-{rce PBS and sequentially incubated in

0.1-M glycine (pH 7.4)-PBS containing 1% BSA (PBS-BSA)
for;30.min-each. Spirochete pellets were incubated with
supernatant” containing MAb 4D7F5, a control isotype-
matched mouse MAb, or PBS-BSA alone for-2 h at 20°C.
Following three 5-min washes with PBS, spirochete. pellets
were incubated with goat anti-mouse lgG 10-nm-diameter
gold conjugate (Amersham Life Sciences), diluted :1:20 in
PBS-BSA, for 60 min at 20°C. Pellets. were washed three
times for § min with PBS and postfixed with'2.5%" glutaral-
dehyde' (Electron: Microscopy Sciences)
cacodylate” buffer . (pH -7.4). The pellets’ .
stained en bloc with uranyl acetate, dehydrated, and ¢émbed-
ded in:Spurr’s resin, Thin scctions were cut, stained - with
uranyl acetate-lead citrate, and viewed with a Philips ¢ C\i 10
lransmxssnon clectron microscope.

N accession s. The aSﬂC se-
qucnccs from B burgdorferi 2591 and B3] have been as-
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41 kDa

- 200

FIG. 1. Coomassie blue-stained polyacrylamide gel (A) and im-
munoblot (B) of sonicated B. burgdorferi 2591 (lane A) and B31 (lane
B). In panel A. the arrowhead indicates a protein band correspond-
ing to p23. Molecular mass (in kilodaltons) markers are shown on
the right. In panel B, immunoblot reacted with serum from a patient
with early Lyme disease. The sccondary antibody is poat anti-
human IgM. Arrowheads designate bands corresponding to the
41-kDa flagellar protein and the 23-kDa (p23) protein.

signed GenBank accession numbers U01892 and U01894 .

respectively.

. RESULTS
Serologic reactivity with p23. lmmunoblot analysis wa

performed on randomly selected sera from:7 patients who *
tested positive by ELISA for IgM reactivity to B.'burgdor-"
feri. The Connecticut strain 2591 was used as the source of -
antigen for both the ELISA and immunoblot studies. The:

bands most commonly seen on IgM-immunoblot corre.
sponded 1o proteins with molecular masses of 23,41, 60, 66
and 31 kDa. The 23-kDa band was present in 98.7% (78 of 79
of the immunoblots. In 15% (12 of 79) of the specimens, th
23-kDa band was found in conjunction with either the 60- o
66-kDa band. The 23- and 41-kDa bands occurred simulta
neously in 82% (65 of 79) of the serum samples, The 41 kD
band was never present without the 23-kDa band.": :

Molecular characterization of p23. Analysis of lhe strai
2591 sonicate hy SDS-PAGE staincd with Coomassie’ blug
demonstrated the expression of an abundant protein (p23
with a mobility corresponding to a molecular mass ‘of ap
proximately 23 kDa (Fig. 1A, lane A). Examination of.th
protein pattern from B.: burgdorferi B31 isolated in Nort

America demonstrated the lack of a detectable 23-kDa’

protein (Fig. 1A, lane B). Both strains had been grown unde
the same conditions, An immunoblot of these electro-

phoretic patterns with serum from a patient with an carly -
stage of Lyme discase demonstrated strong IgM reactivity to .
the 41-kDa fiagellar antigen and refatively weak reactivity 1o

|ranscnpuon
“formed to ascertain the transcriptional start site (Fig. 4). We

‘used a 17-mer primer and RNA from strain 2391 and mapped
.the major p23 transcript start site 20 bp upstream of the AUG
- translation’start codon and 7 bp downstream from the —10

INFECT. IMMUN.

the 37-, 39-, and 75-| kDa dmngcns from bolh strains (Fig. 1B).
However, unly ‘with the’; strain 2591 sonicat¢ was - there
¢.23: kDa’ proxcm (Flg 1B,

detectable IgM reactivity wnhi
lane A). No additional antigen
lane containing the sonic:
An initial attempt 10 ob )
of p23 by microsequencing “of the protein’afier transfer 1o a
polyvmvhdcncdmuondc membrane; (19)vrevcdlcd a blocked
amino terminus, Thcrcfore. p23 "punﬁ from‘a prcpar-

isolation of internal fragmcms of
An initial attempt at’ chemical fra
bromldc did not mdlcatc a sngmﬁ

trypsm, and two resultan!
by reverse-phase HPLC: nd:

P
Comparison of the sequences Pt
with published sequences’of B, burgdarfen genes'rcvca]cd
that p23 was homologous t6the pC protein isolated from the
European B. burgdorferi PKo (11):This homo]ogy permitied

ig
appropriate orientation for’ ampllﬁcauon by. PCRof a°104-bp
product from strain 2591 DNA: Th duct was
radiolabeled and 'used as: a.

protein with an estimated molecular,
2). An identical ‘maich'b ‘the’ predlcled amino acid
sequence of- this gene’ {of both-peptides
confirmed . this sequence’;to: betthe gene coding for p23.
Compdnson of p23 fre ain'2591 with pC from strain PKo
revealed 83%° ldcntt} byinucleotide sequence “and " 75%

identity by aminoa cquencci(Fig.iE}). These : results
slrongly suggested that:p23.is'a homologous protein to pC

aiss of 22,230 Da (Fxg

= first isolated in Europe;, with the differences between lhe two
. proteins representing interstrain divergence. '

=¥ An’additional

n

-bp region upstrcam of the AUG trans-

lation start. “codon”of ithe’p23 open'reading frame was also

2) The ‘analysis of ‘this:region revealed a
putative promote taining “consensus =35 and =10 hex-

‘amer sequences from E. ‘coli (20) separated by'17 bp, as well
‘as a ‘consensus; ribosomal b)ndln“ sne sequence (12) 9 bp
. upstream of. the s start’ ‘codon.’

Transcrlpllonnl start site.. To conﬁrm whether the identi-
fied ‘putative romoter: sequence was the active site for
'p"3 ‘primer_extension analysis was per-

examer (Fig. 2). Longer exposure of the autoradiogram did

- not identify the presence of any longer transcript, suggesting

re;were:no additional upstream promoters significantly
onmbuung to the transcriptional activity of the p23 gene.
pression of the P23 recombinant protein. On the basis of
ur. knnowledge ‘of the complete coding sequence of p23,
ligonucleotide’ primers were synthesized to amplify p23 by
CRfrom strain {2591 genomic DNA for expression in
ecombinant form; To avoid potential difficulty during isola-

“tion of the exprcsscd protein, pnmers were selected so that

he 20 amino acid ‘residues composing the leader peptide

.were deleted from the final recombinant product (4, 11). The
;amplified p23-cncoding product was inserted in frame with
- the carrier protein of the expression vector pGEX-2T. After
'.mducuon wnh ]PTG an appm\xmatcly 46-kDa fusion pro-




Vo. 61,1993 OspC FROM A NORTH AMERICAN STRAIN OF 8. BURGDORFER! 5101

[ 4

AGIGAATTTAG TOGCTTTGLTTATGTCGATT T'N\TCAMTTMG"WTAT‘.TTCI\I‘\:‘\TTCTTCMTATT -1

.35 .10

TATTCAAT '1\775 '—MIJ'TGMMM RTTTT T%TMMTTGWMCMTTG‘TG&CTM’

FIG. 2. Nucleotide sequence;of 259 K
The sequences of the two. trvptic peptide;fragments ‘obtained from 2591 nd p2) are’indicated by labeled arTows’ -above the sequences.
Consensus —10 and; =35 promoter| hcxamers from® £ éoli “and’the, consensuis  ribosoma bmdmz e:(heavy. underline) are shown. The
downward-pointing arrowhead desngnales the transcriptional start site as determined by pnmer emensxoh analysis.The sequence between the
horizontal arrowheads (nucleoudc positions; 60 16:113) designates’the deletion’ in’strain’ B31%:The sequcnce camplememnry to the 17-mer
olmonuclcoude used_for primer extensionand No bi l.mal\'s h boidf. x(nuc tid iti 242 he stop

scrum was also adsorbed -with” glutathlone beads’alone and
beads with only. thecérrier, protein attached:’As shown in
Fig. 5, only adsorpuon with:beads: anachcd to; the fusion’

Cesaesensedsncer

A.KYCHKAFTDKLKSS L1817
'IIIIIIIIIHIIIIII!IIIIIIHIIIIIIHIllIIlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIII i
®-tGrersensrsnsSETIANSvOEY,
Torereitereen gt
TeasSKavsLrevsTERA e e SEE A RO RIG

Illllllllllllllll
QKIDKYNe-sspeLHe

25511 | RAELGIANGAATDANAKAAILKTNGTHDKGACELTALFESVKNL SKAAQETLUNSVEELTSPVVAENF YD - 212
FLLVRIEIER IV R R e RN RR RN ERNR NN NN AN RO N !
E21: PUDPe-cKIGYeseDssEa Rt TN ITensERIGr PYEVeersapaMe i resrssaunarsagures (]

I N R R N L LR E R L R T R TR A T
L R L R e e T R L T T TP P ol

FIG. 3. Comparison of the amino acid sequences of OspC (p23 and pC) from three different B. buq,darfcn lSO]dlCS. Singl:-lcller
representation of the deduced amino acid sequence of OspC is based on sequencing of genomic DNA from strains 2591 (this paper), B31 (this
paper), and PKo (101, The identity of the amino acid sequence in B3] and PKo with 2501 is indicated by an asterisk below the designated
position. Amino acid substitutions are represented by the plncemenl of an approprlale Ieuer bclow lhc posmon. Spaces (— ) have been
included to optimize the mutch among the proteins,
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cC T A G 1 A B S

[Said T i

41kDa 4

AP PP ADPOAAT> AP > O

23 kDa - h

PPOPOOO0POH0> P>

/ - FIG. 5. Remova! of IgM anti-p23 reactivity from serum by ad-

sorption with recombinant p23. The IeM immunoblot of sonicate of
B. burgdorferi 2591 with patient serum after adsorption on glutathi-
one beads alone {lane A) revealed strong reactivity with native p23.
Lane B shows reactivity of serum after adsorption on carrier protein
allached 10’ glutathione beads. Lane C shows complete removal of
serum's reactivity after adsorption with p23 fusion protein attached
to”glutathione beads. Reactivity with other proteins xncludmg the
1-kDa ﬂaullar prolem was not affected. -~

FIG. 4. Determination of the 5' end of p23 mRNA from B..
burgdorferi 2591 by primer extension analysis. The size of the
reverse transcriptase primer extension producl of p23 mRNA wa.
compared to  DNA sequencing ladder of p23 from strain 2591.-Th
analysis was perfonned as described in Materials and. Methods
Lanes C, T, A, and G represent DNA sequencing reactions with the
appropriate dldcoxvnucleoude triphosphate by using the same’ 17
mer eligonucleotide primer used for primer extension’ of MRNA

mMRNA, and the arrow indicates the ,es,dug at the dof- by strain 831 we procecded lo clone and seque the p23
extended product “‘gene from ‘strain' B3] in.the 'same:fashion:as'we: had done

previously for strain 2591 Companson of _(he deduced amino
acid sequences of p23 from strains'2591/and B31‘as well as
"3 from strain'B31 was

the outer surface of xhc splrochet
matched antibody did not bind (data n
MADb 4D7F5 did not label strain B31 confirming the lack o
expression of p23 by this strain (data not shown)
Molecular defect in p23 gene from strain B31, The lack of
reactivity of the sera and the MAbs 1o both the B31's sonicat
and whole organism'led us® M
reason for the lack. of c\prcss:on ofip2 .
Northern biot analysis 'for p23 mRNA’ revealed ‘the strong -
expression of an appm\xmalely 700-bp transcnpl from strain
2591 and a very weak signal of the'same size from strain B3
(Fig. 7). Examination of the; RNA" stained: with ‘ethidium
bromide had revealed that an equivalent:amount of RNA
from cach strain was loaded in the gel and that there was n
appreciable ‘degradation_ of the' RNA.In" addition;’ prime;
extension analysis® also’ suggested a - significantly - reduce
level of p23 mRNA in strain B31 (data not 'shown). Also, th
size of the p23 primer extension termination product from
strain B31 was found 1o be 1 base longer lhan the transcript |
from strain 2591 (data not shown). . To gain a better under--
standing of the rcason for the relative lack of p23 expression™. *

ability.in the’ ccmral,‘rchon
alysis of the B31 DNA

suggesied the:16ss of an cnhancmn element which results in
low !ranscnpuonal acuvny 0fp23 and lacl\ of e\'pressmn of
2 Pty

anngcmc'prmcm 1hc codmg region of p23 was cloned into

an.expression vector and expressed in E. coli as a fusion

protein.The ‘recombinant p23 protein derived from strain

B31 was as'strongly reactive with sera and the MAbs as the

* native and recombinant forms of p23 from strain 2391 (data
not shown).

*: Use of recombinant p23 for testing of sera. On the basis of
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FIG. 6. Immunoelectron micrograph of thin-sectioned B. burgdorferi 2591 labeled with 4D7F5, an MAb with reacnvﬂy to p23.
Localization of the MAb was detected with goat anti-mouse 1gG conjugated 10 10-nm- dlamewr gold beads. The immunogold is seen along the

outer surface (see insert of cross-section view). Bar, 0.1 pm.

our observation that IgM reactivity 1o p"3 mny ea sngm
cant serologic marker for early stages, of Lyme disease, we
proceeded to test the feasnblhry of using récombinant p23in

an ELISA. We initially. tested sera from*15. paucms with
clinically suspected: Lymc disease and- positive 1gM immu-
noblots with a*minimum’of: three positivebands including

reactivity - 0. pJ All 15 of these serum ‘samples were

FIG. 7. Northern blot analysis of p23 transcript. Total cellular
RNA (15 g per lane) was isolated from B. burgdorferi B31 (lane A)
and 2591 (lane B), fructionated in a formaldehyde denaturing gel,
transferred to a mylon membrane, and hybridized to a 17-mer
oligonucleotide based on the sequence of p23. The arrowhead
designates the p23 transcript. The positions of 23S and 165 rRNA
are indicated.

“strongly positive

e recombmam p.3 ELISA Secra from
ve | patients: wnh syphxlxs, 10" patients” with high-titcred
heumatoid factor;'5. paucms with Epstem-Ban virus infec-

‘tion,"and 10 patlems wnh hlgh iter antinuclear antibodies all

Estabhshmg the dxagnosns of Lvme disease continues to
rely on serologic confirmation ‘of exposure to the causative
agent, B. burgdorferi, in the setting of characteristic clinical
findings. Recognizing Lyme disease in the early Stages can
be difficult, however, because these panenls may not mani-
fest the characlensnc rash or may.have: only: nonspccxﬁc
flu-like symptoms (25). This difficulty of diagnosis is com-
pounded by the delayed emergence of a humoral response 1o
the spirochete as detected by available serologic tests (25).
These tests, which currently lack standardization, also do
not rcadlly distinguish between reacuvny to B. burgdorferi
proteins and cross-reactive proteins from commensual or
other pathogenic organisms (13, 16). Delay in establishing
the diagnosis of Lyme discase in its early stages is clinically
important because timely institution of appropriate antibiotic
treatment can prevent the serious sequelae from this poten-
tially chronic infection (7, 26).

Initial studics with immuncblot analysis of paticnts from
North America with the early manifestations of Lyme dis-
ease found IgM reactivity predominantly against the 41-kDa
flagellar protein of B. burgdorferi (3, 6). Detection of anti-
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body to this protein, however, is not specific for Lyme
diseasc, as flagellar protein scquences are conserved among
spirochetes, including the oml pathogcns found commonlv in
periodontal discase (l 7)o :

In similar studies of paucms in Europc. uuhzmg dlffcrc.nl
strains of B/ burgdorferi s thesource of antigen, 1gM was
most frcqucnxlv detected against:an abundant 21- 10 22-kDa
protein, which was designuted pC (32)."A major protcin with
this size was detected in apprO\xmalcly 45% of B. burgdon
Jferi strains fromEurope but only rarely observed in North
American isolates (31,732).

Recently, ‘Dressler et'al. rcportcd the most prommcnl IeM
response in:American’ patients” with early stages:of ‘the
disease ‘was t0"a 21-kDa protein (10). This protein: was

reported 10 be reactive with an, MAb specific for pC. This : -
finding contrasts with this same group’s previous finding of a

predominant carly: response to the 41-kDa flagellar antigen

(6). The discrepancy between these two findings was attrib--

uted to different antigen preparations despite the use of the

same isolate, highlighting the potential confusion mlroduccd»~

by the current lack of test standardization.
In our laboratary we have found IgM reactivity predoml-

unavailable for Borrelia specics.

INFECT. IMMUN.

At this time, the evidence supponing this contention remains
circumstantial. Additional suppomvc documentation of a
regulatory element of transcription in the deleted sequence
would require gene transfer lcchnology which i currcmly

Recently, Marconi ¢t -al.”(18) and‘Sadziene et .al.: (”4)
localized the ospC gene 10 @:26-.10 27-kDa circular plasmid,
the first gene mapped to o ‘circular plasmid in B, burgdarfcn.
Marconi -et. al.’ byiusing:a}varicty of
electrophoretic separduon technigues and Southern blotting.
Sadz:cnc et al. ;used:a group’ of‘B3l -derived 1solatcs whlch

repressortofiosp C

X
“thereby lead lol‘lhe 105!

nantly to a protein with a molecular mass of 23 kDa (p23) in .=

sera from patients with early stages of Lyme disease. In our
serologic tests we have-used.a”Connecticut - isolate, B."
burgdorfen 2591, which produces an abundant protein with'*
a size of 23 Da.” We_ therefore: sought:to!identify- and: :

characterize p23, -compare: jt:to:th
express it in recombinant: form:for.te

uropcan pC," and

in early stages of Lymedisea

We cloned and sequenced the p33 cne from szram .591;
and predicted the protein to contain’ 212'amino acids with [
molecular mass’ of 22,250 kD4’ Comparison’ of-the nucleic -
acid and predicted amino acid sequénces of p23 with’ thoseof =

pC from the Européan isolate PKo revealed a high degree o
homology (11). Furtherm__ore, : ecemly reponqd for pC w

B31, as well_as, strain: ’:91 “belongsito ’genospecws LB
burgdorfcn sensu stricto, whereas_ strain : PKo belongs to
genospecies 11, group :VS461: (1,729, and: unpubhshcd re
sults). We could ot detect expression’of OspC:in‘a’B31
sonicate by SDS-PAGE ‘and immunoblot and on'the whole. :

organism by immunoelectron mlcroscopy :We did’ confirm
however that the ospC gene is present in B31'and identificd
a deletion of 54 bp, in the ' noncoding region of;the’gene
located just upstream of ~35-and ~10 conscnsus
promoter sequences. Northern blot analysns of B3l
a low level of a.rpC mRNA, and primer; extcnsnon
showed a transcription start site for ospC 1 basc
that found for strain 2391," Rccenlly, Ma
reported that ospC transcription -in; som
under the control of one or more promolcrs in addition 10 ‘the
major functional promoter that: we “have;

paper (18). We could not detect’ in ‘strains?2591° and: B3

however, any evidence of longer primer extension terminas >

tion products by overexposure of the autoradlonraphs.
We propose that the deleted 54-bp segment contains

enhancer clcmcnt(s) required for increased ospC transcrip-

tional activity and detectable levels of expression of OspC.

esting /in- an easily
standardized assay for the detéction’of & scrologm rcsponsc e

ihow they: may affect:

 proteins mcludmg ‘OspC

-findings and ours may relate 1o each other in the regulanon of
“ospC. transcription remains to be elucidated. ..

To determine. whether the coding region of ospC from 831
is capablc “of encoding an’ immunologically ‘detectable pro-

‘tein, we expressed recombinant OspC from B3l in E. coli.
“:We-found:that: patients’ sera and MAbs reactive: with p23

(OspC) from strain 2591 were strongly reactive with recom-
binant OspC from strain B31. Because of the observation

‘that p23 from strain 2591 is an early immunodominant target
‘of :the’ humoral response in Lyme discase, we produced a
“recombinant form of the protein for testing in diagnostic

assays.! Preliminary studies with recombinant p23 suggest
hat.it'may be a sensitive and specific antigen for serologic

< detection early in disease. In addition, immunoassays which

utilize recombinant forms of antigens have the added advan-
tage of being easily standardized. Currently, we are extend-
ing these studies and are optimizing the assay 1o assess the

'hmns of early detection.
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" Infection with Borrelia burgdorferi, the etiologic agent. of L'\‘n‘u' discas
dominant humoral response to the spirochete’s 23-kDa outer surface’ protei C:(OspC) \h have cloncd and
e\pressm OspC asa fusi(m pruu‘m in Eschmclua coli and h.uc shnwn lllalrpnlwnl serum Sﬂmplts rcuc( \mh

R W, R\nn. lnfr.cl. lmmun 61':(!97-510:. 1993) Nou we h.nc compared th clecuon orl} luugdorfm spccnhc
i grans b\ a »Imlc-ccll ELIS A,

positive test was lOU'."c and the
the nholv.--cell ELISA and mlh

of OspC We conclude that the use of rOspC in.an ELISA
standardized test for the serodiagnosis of early L\me dlseasc

pancms \mh L\’ml.. dxscase eacl in.an .

Lyme discase is a multisystemic iliness causcd b\ thc tic|
borne spirochete Borrelia burgdorferi (4,7, 26). Early ‘manifes

samp es rom

 with culture:
and a nonspecxﬁc flu- hke xllncss'-(_a) “Re ; ive by : ;-immunobiot and
distinctive EM rash is important;as : ; ith" ¢ EL :
appropriate antibiotics usually- prevents-ithe
neurologic, cardiac, or musculoskelelal%
(27). EM, however, may not'be recogmzcd in some cases’of

de\elopmcm of a skin lesion mayaccount: for:the

In patients without recognized EM but’ suspecte of havi
Lyme disease, establishment of the diagnosis i -
dent on serologic confirmation of exposure;
Accurate serodiagnosis, howev complicate:
delayed humoral response after infection and by antibodies 1
ather bacteria which cross-react with proteins from 5.
feri (19, 24). Both the . lack: of. standardizatio
Prepurations used for testing”and’ nonconfor rpre
tation of results have also comnbutcd to'the’confusion:sur:
rounding the serodiagnosis of:this disease” (15)

Using immunoblots of lysates from'B.i
found prcdommant 1mmuno;lobul'n M
23-kDa protein in"ser
Lyme discase (10, 20). Ve ‘clonéd :and isequence
encoding this protein and: found tha
surface “protein (20).7:We
(rOpC) us a fusion protci

statc’ the; numbcr of
nd the, time sera; were
"group b, 19 scrum samplcs arlto 7, da\'s' group le,
amples at 8 10’19  days;: and group '1d,°15 serum
20:t0:90 days. 'All 'of ‘the_ pancnls had -received -
rez lmcnl wnh dnubloucs upon prescmauon with EM. Group
‘consisted of ‘controls as follows: group2a; serum samples -
btainéd from 20 healthy individuals with no prior history of
Idiseuse; group 2b;’ serum samples : obtained ‘ from 50
culthy voluntcer donors living in areas where Lyme discuse is

\—__

bi r-Urrcspnndmg aulhor. M.uhng ¢ddr epurtment of Medici
ivision of R ity of . Cc {Healt
"lkn 263 Farmingion Avs. Farmmglun. CT-06030- 1310.‘ Phonc

(203) 679.3290, Fax: - (203) 679-1247. - Electronic :ms
ADULAGMBCG.UCHC.EDU. ‘

evere: periodontitis. Patients with periodontitis. huve chronic”
xposure:to_high levels of oral splrochclcs ‘andcan-develop .
ntihodies which cross-react with proteins from B. burgdorferi -
X« 19) All serum samples ucrc stored at -20°C pnor 10 analvs:s

e 1733

ot cndcm:c, and group 2, scrum samples from 6 paticnts with -



. previously deseribed (3).The gene (.ncndmL 0spC

! contral serum ﬁumples were’also incl
" anti-human 12G or'1gM ‘conjigated to hi
. (Kirkegoard and Perry. Laboratories; Gaithersburg. Md:) 'was -
. used as secondary-antibody;’ Plates’wi
absorbance value (the difference in opnc.ﬂ density between'the -
antigen-coated well and -the - DPBS-containing ‘well)-of - the

1734 PADULA ET AL.

Specimens were tested without knowledge of the status of the
donor.
Antigen preparation. B, hurgdorferi 2591, originally isoluted

. from a white-footed mousc caught in East:Haddum, Conn.,
. was obtained from the Connccticut. Agricultural Experiment
* Station, New Haven, Conn. (2).The ﬁpnmchucs were.grown in
3 diys S

3*C for:10't

BSK !l medium in‘a closed flask 1 3

from B. burgdorferi 2591 us previously dcscnbcd (20
was expressed as a_fusion protein’
ferase at the amino terminus 1o, facilitate its purification fro
E. coli proteins -as® previously. described ¥(20).5' Glutathion
S-xmnsfcmse was ulso expressed. and. purific exactlyith

antibodies was performed as prcwousl\ dcscnbed,
madifications (16, 18). Bricfly, B.: burgdorfe
were collected - from - growth: .medium* b

35,000 X g for 35 min, “washed th
Dulbecco’s phosph'uc -buflere
Louxs Mo) ata conccnlr.mon of wf‘ sp

" 1:160 dilution of the positive control serum sample was 0.5 for

I¢M and 1.0 for IgG. A test serum dilution was considered
positive if the net absorbance value was 23 standard deviations
above the mean net absorbance of the negative serum controls.
Serum samples containing positive dilutions of 21:160 for IsM
or 21:320 for IgG were reported as positive.” Positive 12G-
containing serum samples were further titered to'end point by
serial twofold dilutions 1o 1:5,120. Further titration of positive
IgM-contsining serum samples was not performed.

rOspC ELISA. The ELISA to detect IgM antibodies 1o
r0OspC was performed essentially as described previously (20).
Preliminary checkerboard titration studies with serum samples
containing 1gM antibodies to native OspC by immunoblot
determined the optimal concentration. of the rOspC fusion
protein to be 300 ng per well. Sisty microliters of the rOspC

. fusion protein (5 pg/ml) in DPBS was added to alternate wells
i of the plate for: 12-h-at-4°C. An equimolar amount of

glutathione S-transferase in DPBS was added as a control
antigen to the remaining wells. Patient serum samples serially
diluted twofold from 1:30 to 1:1.280 in DPBS-T were added.
Plates were read by the microplute spectrophotometer when
the net absorbance value (optical density of well with fusion
protein minus that of well with glutathione S-transferase) of
the 1:160 dilution of the positive serum control was 0.5, A
serum dilution was considered positive if the net ubsorbunce
was 23 standard deviations above the mean net absorbance of
the negutive scrum control wells. Most sera were tested twice
in scpurate assays performed on different d.m to confirm
reproducibility of the results,

Immunoblot assay, The 1gM and lLG mmunoblol ASSUVS

cach plate; Gout
adish peroxidase:

ere’read iwhen the net K

J. Clan. Mickromol,,

using @ sonicate of B, burydorferi 2591 were performed ay
previously described with sume modifications (20). Sixty mi-

- crograms of spirochetal proicins in loading buffer contuining a

finul concentration of 0.3% sodium dodccvl sulfate und 1.257%

2 mchupl()clh.lnnl wis heated-at 95°C for 5 min and clectre -
shoresed in a discontinuous 1262 polyacrylamide-sodium do-
ceyl sulfate ‘gel (1.5-mm-thick gel. plates (8 by 18 cm). and
30-mm preparative comb) using a vertical-slab clectrophore-
sis.unit - (modcl SE 640; Hocfer Scncnnﬁc Instruments, San
rancisco. Calif.) at 22°C for 2.5 to 3 h at 120 V with buffers
escribed by Laemmli (14). Proteins were transferred from the

‘gel 10 'a nitrocellulose sheet (0.2-pm pore size; Hoefer Scien-

tific lnslrumcnls) with’a Hoefer TE 62X Transphor 11 at a
onstant current of 500 mA at 22°C for 2 h. The nitroceliulose
sheets were incubated overnight at 4°C in. DPBS..with 2%
powdered nonfat mitk-and cut into 3'mm strips.: Serum sani-

‘ples'diluted 1:100 in' DPBS-T with 2% powdered nonfat milk

vere,m ed wnh the mlrocdlulosc slnpﬂ at'22°C for:1 h with "

:at2223C for 10 min, / Thc .
to dry prior-to. mlcrprelanon The molcc-
iv :bands were-determined by (i)
- mobility with transblotted prestained molce- -
lar. mass markers’ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif:) -

“and (ii)- comparing their mability with  bands recognized on

immunoblots® by a serumwith well-characierized reactivity.

< Three:different criteria for positivity on the 1gM immunoblot
" were used: the presence of (i) three or more bands; (ii) three

or more bands, onc of which had to be the 23-kDa protein; or
(iii} the 23-kDa protein alone or in combination with any other -
bands. For the 1¢gG immunoblot, four or. more bands were
considered positive. :
Statistical analysis, The association bcmecn xhc lcnf'th of
duration after onsct of disease und the:rate of positive sero-
logic result was evaluated by the chi-square test. The predictive
value of a test was calculuted ‘as. follows: positive predictive
value, number of lruc-po:ixi\c test resultsmumber of true-
positive and falsc-positive test results with'a pdrucuhr assay;
and negative ‘predictive - value, number; of truc-negative test
results'number of false-negative. 'md lrue ne"um'e test re:ulls
with a p.xrucular ass.w

RESULTS

IgM anubudncs in early Lyme disease. Nine of(\\em\' <v.rum'
samples from group:la patients were positive, by: M immu-
noblot when three.or more bandswe cd as the: positive -
criteria (Table.[1):; Eight - of  the nine: serum <amples with”
positive’ IgM_immunoblots demonstrated: reactivity: with - the’

23-kDa protein.: One serum mmple which ‘did ‘nof’meet the

criteria for positivity was reactive with a single band of 23 kD3
(p.mcm 16). Six of twenty  group “la-serum’ s‘lmplu ‘were
positive by the IgM ELISA with WCs of 8. burgdorferi 2591
whereas cight of the twenty serum samples were.found v be
reactive with 1OspC by ELISA. In cight of nine scrum wmplss.
which demonstrated reactivity with  the :23-kDa’ antigen on
immunoblot, reactivity with rO\pC by ELISA was also found-
For the group b serum sumpies, 11 of 19 were positive by
1gM immunoblot (Table 2), All 11 positive samples’ showed
reactivity to the 23-kDu prmun None of the cnght nogative
sumples demonstrated reactivity to the 23-kDa protcin, Of 1he

FALLA DE GAIGEN
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TABLE . L. IgM reactivity of group i serum s.lmph.\ dmwn

durnu. EM
. teM reaction 00 s
Coch 0 TELISA LT e e Imanunoblot
Patient R =2
; qC a3 3 : L
WC. fOsnC ipy kD kDA KD e Di kDi. ADa kDa
I - - o Sk
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3 -+ S S
4 FOEL SR T +o %
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6 - et T+ + + +
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8 o e + + %
v - + S T + s
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R + 4
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‘ LISA comparcd \mh

”0 sumples ‘tésted | positive by thc rOspC ]
>rféct correldtion between reactivity with
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% Immunoblot 5
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TABLE 5. Relation of duration of EM 10 IgM serolnzic testing ~ TABLE 6. Comparison of 1gM tests for Lyme discase

2 Indicator.:

Vi T Posithe 2

Positive - Negative
prLdlcxm o predict.s

Patient group
. - value (% ) ’\';-luc('.‘;

]-’! N al B
b LI
e AR L)
id .

Sl L 66
2(a,bound c) - o

il
74

¢ The association between longer discase duration and preater frcqucn
positive test was statistically significant " a8 follews: for mmunnblom
10.730, 3 degrees of freedom, with P = 0.013: for WC ELISAS
degrees of freedom, with P'= 0.003; for rO\pC ELIS: \ =
freedom, with P.= 0.032,

* Positive result determined by the eriterion of hmd

“One paticat: was from an arca where Lyme di
another hud no history of Lyme discise.

2 three or more
¢ is not_endemi

of the patients with L\'me discase and negative IzM reactivity
class switching of the anu-B burgdorferi .mubodlcs to 126G ma
have oceurred. Therefore; we tested the serum samplc
immunoblots'and WC 1gG ELISAs;-Within group’1
the 20 samples was positive by IeG immunoblo
positive by’ IgM’ immunaoblot (patient” )

samples, the lnG WC.ELISA was.

byi1aG’ immunoblot or lnG WC. ELISA. ricludin;
samples found to be positive by IgM immunoblot
In Table 6. predictive values of the different ‘serologic tests as
determined by the results obtained with the 74 Lyme discase
serum mmplcs and the 76 negative serum controls are com-
pared.. The results of the immunablot “analysis using ‘three
different criteria for a positive test are prc<emcd There were
“only two Lyme discase samples which did not bind the 23-kDa
antigen, but they still fulfilled one of the critérid for a positive
“’blot by hinding three or more bands.. There was only one
_exaimple among the Lyme discuse culturepositive serum sam-
ples of binding to the 23-kDa protein but not binding thres or
-“more bands. Because of these mfrcqucm findings. there was no
esscntial difference in the sensitivities of the Ighl blots with
three different criteria for a positive assay. There was, however,
a significant drop-off in specificity when binding of the 23-kDa
. protein was uscd as the sole criterion for a positive immuno-
* blot. This reflects the refatively frequent observation of binding
to the 23-kDa antigen (usually faintly) among the negative ™
serum controls. In contrast, there were no false-positive results
with the WC and rOspC ELISAs. A positive result by either of
- these twa methads. both of which contain OspC, was therefure
he’4]-kDa protein, . | Superior to a positive result by immunoblot. using the pos: iv¢
. " “criterion of binding to the 23-kDa protein, for accuracly
_predicting the presence ‘of disease. The_ predictive - value of 3
‘negative result was csﬁcnllall\' cqux\dlcnl for all threc melhads

the two

sample was® pmm\'c' by’ both."IeM “and :
(paucm 31). One of !hc xhrec ﬂroup lc 13

and 41-kDa~ prolcms b
other two IgM 1mmunob

\egmue con!rol “sera _To cxﬁmlne
serologlc testing. we studied 76 conlro

4] kDa protcm and the 23- kD'x an hree of the negative
samples bound : the ;23-kDa: prox‘

serum samples com.uncd reactivit

donors without a history’ of Lyme disease, w
about whether. there were:some individuals
who may have had an usymptomatic infecti
op;d .mnhodncs 10°8. burqdo/fc

£ v discase who
csent wilhy distinctive EM is usunlly not a prohlcm Howeven
significan umhcrofp.uums, EM 'may noi be recognize
d’the’ only/manifestation’ of infection be nonspeific
netnuunn.nl compl.ums In these patients,’ crodn.mnmls can
play arf important role in confirming the diseuse and leading 10
prompt and appropriate antibiotic treatment.” Accurate sero*
diagnosis for_carly Lyme diseasc, however,” has been compl-
: c.ucd by delaved humoral response to the infection and by the
As an_udditional control [4 " “fact that antibodies 1o other bucteria cross-reuct with pm“'"s-
sumples obtiined from six p.mcnu \\uh severe, pgnndonnm from B, burgdorferi (19, 24).
(group 2c). Nonc of thcqc :.mlplu \\cre pmm\e by 1gM In hope of improving the level of detection of the antibod)”
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,‘.sponsc‘in carly Lyme di:\'cusc. studies have utilized enriched
preparations and recombinant forms of the 41-kDa flagellar

rotein as the target antigen for serologic testing (5. 8 13,17,
21). This approach was prompted by initial immunablot studies
with B. burgdorferi lysates in.which an"early and predominant

strated (9). Use of flagellar protein-based serologic tests may
be problematic,” however, because: of “the relatively frequent
finding of cross-reictive. antibodies to conserved flagear
epitopes from commdnly occurrin_g commensal and pathogenic
spirachetes, such as those found in the mouth (19, 22).

We and others have’ recently: described ‘another -early and -

dominant_antibody response in_ paticnts with’ Lyme discase
which is directed to a'protein of approximately 23 kDa (1.11,
20). European investigators“had previously-described an im-
munodominant. early antigen of similar molecular mass called
pC 112, 29, 30). Thesc: early targets of the immune response
have now been determined to be OspC, a protein located in'the
outer membrane of the spirochete (12, 20, 28). Interestingly,
stained gels of only a small percentage of Iysates of strains of
North American B, bingdorferi have revealed a major protein

with the apparent molecular mass of OspC (29, 30). Included:

among the OspC-negative strains is B31. a widely distributed

strain which is-used as'the source of test-antigen:in many:

clinical laboratories. Reasons for the variability-in expression
of OspC by these strains, which have been- passaged -for

multiple generations in vitro, may be due to mutation. loss of -

the plasmid encoding the gene. or another as yet undefined
mechanism(s) which is sensitive to varyving growth conditions
(20, 23, 28). The high prevalence of OspC-negative. in‘vitro-
passaged strains probably accounts for.the* heretofore unitp-
preciated reactivity of scrum samples from patients with ear|
Lyme discase with OspC. Nevertheless, frequent -reactivi
against OspC- observed in serum’ samples. from:infected;p
tients clearly argues that disease-causing spirochetes express
OspC and that it is a dominant.target:of . th C
immune response,” 1L T
We have cloned and expressed OspC as a fusion protei

E. colf (20). In_a previous ‘study; we tested the, feasibility of

using rOspC in an ELISA for.detection of Lyme discase (20).
We showed that?15 of:15'serum $amples from patiénts with

clinically suspected Lyme:disease :had: positive: immunablots .,
* and were also stronigly reactive with rOspC. We also found that-- -

S serum samples from’ patients. with syphilis, 10 containing
theumatoid -factor. with - a“high titer, 5 from . patients wi
Epstein-Barr virus infection,.and 10 from patients. with
temic lupus ervthematosus with- antinuclear: antibodi
high titers were all negative for anti-rOspC, -
Cn the basis of those [results;: we have: now | !
Studies on a large:panel of. serum:samples. obtained from
patients with culture-positive-EM~as well ‘as’a control group
including patients from:an-area where’ Lym ase is
endemic and patients with severe periodontit

As shown in:Table’ 5. there. was®a” positive - correlation

berween duration after EM onset and:frequency of: positive

Tesults, regardiess of the assay used.” For the entire group of .
Lyme discase serum samples. the sensitivities of the immuno- -
O, regardiess of the criterion used for a positive result, and -

the rQspC ELISA were equivalent (approximately 65%) and
sliziziy better than that of the WC ELISA (58%) (Table.6).

The specificitics of all three tests, including the immunablot - -

‘_:jlh the criterion of three or more bands with or without the
+3-kDa bund, were 100% or nearly so (Table 6). T

. Jtisimportant 10 recognize that the source of antigen for the - -
Immunoblot and WC ELISA was strain 2591, a producer of -’
undant fevels of OspC. Use of this strain may, therefore,

aby

t antibody response”ta’the flagellar protein was demon- 4 ¢
“protein” 1
.- these cases; including the negative controls from Iceland. there
o ;

. confusion, !
“and‘apparent-molecular ‘size ‘of ‘a-band - on’ an” immunoblot.
‘Explanation of - the’ less : frequent situation of . reactivity. to

_native ; form, " whereas: rOspC - likely- lac

sizedtest. for: the. serodiagnosis  of . early:

Seasc.15: not

w
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have led 1o increased sensitivities with these assays compared
with the usc of a nonexpressing strain, We have observed
poorer test performance when directly comparing B31 (OspC-

‘negative)- and 2591:based assavs (data‘not shown). -

- There were o number;of serum samples in"which there was
a_discrepancy” between ' the observed reactivity to” the *23-kDa
‘immunoblotyand the’rOspC ELISAT In most, of

faint reactivity found by immunoblot and negative reactiv-
OspCtELISA.This: finding” highlights .the potential
oduced by subjective interpretation of intensity

OspC and na band seen on the immunoblot (e.¢.; paticnt 6) is
re; difficult.” Although 'strain -2591 served ‘as the source’of
oth the’antigen used for the immunoblots“and the gene used

‘for.expression of rOspC. there may.be some differences in the

xpressed epitopes. For example, the rOspCis expressed as a

fusion;protein and coexpression of the glutathione S-trans-

erase may influence the availability of immunorcactive sites.
n’addition, there is evidence that OspC.is a lipoprotein in’its
“posttranslational
modification: (6, 12).. Immunoblotting ‘of ‘serum’ simples with
the? rOspC - preparation’” has: not zrevenled freactivity ' with~a
ontaminating protein’derived from: E. coli-(data not shown).:

“i‘Another consideration in this study was whether the rOspC

rom strain 2591, originally isolated in Connecticut. would be a
scful target for testing: serum samples’from patients who are
coutside,of :that: area,” In this study, all of the Lyme
¢ samples itested were: obtained . from patients who
racted their infection outside of Connecticut. Despite this,

“the’ disease : serum*samples: did - demonstrate frequent and

trong reactivity with the ‘strain 2591 rOspC, suggesting there
-common OspC antigenic epitopes shared by B. burgdorferi
rom" different geographic- sources: Also, we have recently

-found that antibadics in patients’ sera are frequently directed
-against the carboxyl terminus of OspC, a conserved region of

he protein among different strains of B. burgdorferi (data not
hown), s LT . L

+The results of this study suggest that the use of rOspC in an
ELISA'is a convenicnt, readily automated, and easily standard-
dtest: for. :Lyme' diseasc.” The
rOspC assay compared favorably in sensitivity and specificity 1o
the much more difiicult and labor-intensive immunoblot using
y in‘'which produces abundant levels of OspC.,
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Recombinant Outer Surface Protein C ELISA for the Diagnosis of Early Lyme
Disease

Michael A. Gerber, Eugene D. Shapire, Deparnnents of Pediatrics and Medicine, Unisersity of Connecticut
Giliian L. Bell, Alicia Sampieri, Health Cemer, Farmington; Depariment of Pediairics. Yale University
and Steven J. Padula School of Medicine. New Haven, Connecticut

To compare the sensitivity of a new ELISA for IgM antibodies to Borrelia burgdorferi that uses
a recombinant outer surface protein C (rOspC) mlh those of a whole cell (WC) ELISA and an
immunoblot assay for the diagnosis of early Lyme di serum speci from 82 cc ive
patients with physician-documented erythema migrans were analyzed. To compare the specifici-
ties of the three assays, serum specimens from 50 patients without a history of Lyme disease and
from an area in which B. burgdorferi is not endemic were analyzed. The sensitivities of the WC
ELISA, immunoblot assay, and IgM rOspC ELISA were 28%, 29%; and 46%, respectively, while
the specificities were 100%, 100%, and 98%, respectively. The IgM rOspC ELIS. isa ’
nient, readily automated, easily standardized scrologic test that is sxgmﬁcantly more ensitive for..‘
the diagnosis of early Lyme disease than either WC ELISA or lmmunoblol assa : :

Because of the difficulty of either culturing Borrelia burg-
dorferi from patients’ specimens or visualizing the organism
in tissue specimens with either silver or inmunohistochemi-
cal stains, laboratory confirmation of a 8. burgdorferl infec- - -
uon is usually dcpendent on the demonstratxon ofa specxﬁc:

sponse’in sera from
-kDa protem [4]

tectable by ELISA”(
after the onset of t prehmmm} investiga-

lh earlv Lyme dlseasc

N

mpnred lhe sensmvm' oflhls
whole cell (WC) ELISA nnd Mth
I

Presented in part: 34th ) ce Confl on’
and Chemotherapy, Octaber 1994, Orlando, Florida,
Informed consent was ‘obtained from patients or their paj and the
human experimentation guidelines of the US Department of Health an
Human Services. University of Connecticut H:allh Center,and Yale Uni
sity School of Medicine were followed, */.'i ‘
‘Financial support: Public. Health Service (AR-39361 10 S.J.P.) Apoll
kmgsley award from Connecticut Innovations, Inc.. Department of Ece
nomic Development, Smle uf Connecucul {t0 S.J.P.

funds. : -thema mF
Reprints or conespandcnc: Dr. MichacI ‘A’ Gerber, Dept, of Pediatric: 'CD'C nnectic.
University of Conneciicut Health Ccm:r Farmmglo CT.06030-1515. sIeen. ;m' the ;
The Journal of Infectious Diseases  1998:171:724-7 i cut. Al Ped'm"c'“"s in these. offices nmcehnldren .
© 1995 by The University of Chicago. All rights reserved. diagnosis of Lyme disease. Comrols were a'group Of € NO‘
0022-1899/95/7103-0035801.00 - '“‘"

from whom serum specimens had been collecled be!




_was consndere

JID 1995:171 (March) Cancise Communications 725

vember 1984 and May 1986 at a pediatric office in Danbury, days (median. 2) after the erythema migrans was first no-
Connecticut. as part of an earlier investigation of streptococcal ~ - ticed. OF these 82 patients, 23 (28%) had a positive WC
pharyngitis [5]. None of these children had a history of Lyme - . ' ELISA for IgM antibodies to 8. burgdorferi, 24 (29%) had a
disease, and Lyme disease was not endemic in the Danbury area’ sitive xmmunoblol assay for IgM antibodies with at least 2
at thcumc (hcscm wereobtamed Allscm weres(oreda pemﬁc bands present. and 38 (46%) had a positive
10spC:ELISA for, .1gM antibodies. The 1gM rOspC ELISA
Tily more sensitive than the WC ELISA (P =
munoblot assay (P =.02). There were 54

IgM antibodies to_B.: burg(_/arferi
ELISA. and immunoblot assay.
The test :mngen used i n thc Ig
fusion protein that wi
stram was onzmall"'

ve WC ELISA or positive immunoblot assay;
f: these patients (4%) had a negative IgM rOspC
ELISA (ﬁgurc 1).

A. Patients with Lyme Disease

done as pr:wously descnbed [6

board mmuon studxcs wuh se 0.8

gat ?ébntfoi§ ‘

tein minus 1 :
1:160 dilution

WC ELISA usmg
tect IgM’ anubodne 3

-]

Figure ‘1.~ Net absorbance values expressed as optical density
- {OD) on IgM recombinant (r) OspC ELISA for patients with Lyme

: : - disease (A) and negative controls (B). Patients with positive igM
In total, 82 consecunve pauenls w:lh a soh(ary ervthemn ~ whole cell ELISA or IgM lmmunobl?n (®): pauenlsp\:lh neither

migrans were enrolled. These pauems were |-18 years old positive IgM whole cell ELISA nor [gM immunoblot (0). Dotted
(median, 6: mean, 8). Serum specimens were collected 0-30  line represents cutoff for positive IgM 0spC ELISA.
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The 50 patients who served as negative controls were 3-17
years old (median, 9: mean, 9). None of the controls had .,

either a positive WC ELISA or 1mmunob101 assav for.1gM
antibodies to B. burgdorferi; | (2%) had a positive 'IgM rOspC

ELISA (figure 1). There were no sngmﬁcam dxﬂ'ercnces in the
specificities of WC ELISA, immunoblot’ assay, and’ IBM ‘
respccnvely) The I
negative control with a positive IgM rOspC ELISA had only’
a23-kDa band on immunoblot assay: none of the other nega- .

rOspC ELISA (100%. 100%, and 98%,

tive controls had a 23-kDa band.

Discussion

The results of this investigation suaaest that the loM X

fOspC ELISA is significantly more sensitive than’ immuno:
blot assay or WC ELISA in the dmnnosxs ofe;lrlyA Lymc is

~againsta2l-1t0 2
1[13] Recemly we and others have described an early and

relauve msensmvuy m paucnls “uh early-s ge dlsease [3]

JID 1995:171 (March)

Standard WC ELISA procedures have been modified in a
variety of ways in an attempt to improve sensitivity. For ex-
mple, an IgM capture technique has been developed. puri-
fied ‘flagellar protein has been used as the target antigen,

‘putative-immune complexes have been disassociaxed. and
.recombinant forms of the 4 1-kDa flagellar protein have been

used as the target antigen [1]. However, the incremental
“value of these modifications over the standard WC ELISA
has not been confirmed. and none is widely available.

-/Immunoblotting has also been used to detect serum anti-

"'bodies to B. burgdorferi. Although some investigators have

suggested that immunoblot may be more sensitive than

“ELISA in early Lyme disease, there is still debate about the
f‘proper interpretation of immunoblot results [8].-

.Early reports from North America suggested that the first
detectable humoral response to 8. burgdorferi by immuno-

; blot assay was an {gM antibody to the 41-kDa flagellar pro-
“tein [12]. However, flagellar protein sequences are conserved
’famong many spirochetes, including the oral pathogens com-
“monly found in periodontal dxsease. and therefore detection

. of antibodies to this protein is not specific for Lyme disease.
’ fS:mxlar studies in Europe. using different strains of 8. burg-

dorferi.as the antlgen found IgM reactivity predominantly
2-kDa protein, which was designated pC

domma’nl anubody response in patients with early Lyme dis-
ease that is directed against a protein of ~23 kDa [4, 9.
hese early mroets ofthr: immune response ha\e now both

een passaged for
owever, the fre-

tive’ é:ythemn migrans
producer. of abundant
ce’of test antigen, 1gM fOspC
ve nd_'pecnﬁc as immunoblot or WC

ng:IgM antibodies [6]. The sensmv:lll‘-'cs
esof IgM’ rOspC ELISA: immunoblot. an wi
ere/64% and 100%, 68% and 97%, and 58% 3"
cspecuvely [6]




11D 1995:171 (March) Concise Communications 727
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