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RESUMEN 

La enfennedad de Lyme es generada por la infección generalizada causada por la 

espiroqueta Borrelia burgdorferi. Debido a que el número de espiroquetas es bajo en los 

órganos y tejidos infectados, el aislamiento, cultivo y observación directa de la bacteria es 

dificil, por lo cual el diagnóstico de la enfennedad usualmente depende de pruebas 

serológicas que confinnen la e>Cposición e infección por el agente etiológico, en pacientes que 

se presentan con síntomas clínicos característicos. 

La falta de estandarización en la preparación del antígeno, las diferencias en la 

interpretación de los resultados, así como la aparici6n tardía de la respuesta humoral en este 

tipo de pacientes y la presencia de anticuerpos contra proteínas de otras bacterias que tienen 

reacción cruzada con proteínas de 8. burgdorferi, han hecho el serodiagnóstico complicado. 

En los Estados Unidos de América, los estudios por tranSferencla tipo "Westem" de sueros 

de pacientes en un estado temprano de la enfennedad mostraron que la primera respuesta 

humoral a B. burgdorferi fue una inmunoglobulina de la clase M (lgM), restringida 

primariamente al antígeno 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 proteína de aproximadamente 20-kDa. En 

nuestra institución, fue observado que los sueros de 78 de 79 pacientes, que tuvieron una 

reacción lgM positiva por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), reconocieron una 

proteína de aproximadamente 23-kDa por transferencia tipo "Westem", a la cual nosotros le 

dimos el nombre de p23. Tanto para la transferencia tipo 'Westem" como para el ELISA, la 

cepa usada como fuente de antígeno fue B. burgdorferi 2591, aislada en el estado de 

Connectlcut y en la que puede observarse una expresión abundante de esta proteína. 
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Para caracterizar este antígeno inmunodominante, la proteína fue aislada y después de 

digerirla, se llevó a cabo una secuenciación parcial de dos de los péptidos obtenidos por 

HPLC. A partir de la secuencia de aminoácidos se diseñaron un par de oligonucle6tidos que 

fueron utilizados para obtener una sonda que siNió para detectar el fragmento de ADN 

conteniendo el gen de p23, el cual fue aislado y clonado posteriormente. Este gen resultó ser 

83% Idéntico en la secuencia de nucleótldos y 75% idéntico en la secuencia de aminoácidos 

a pC (recientemente renombrada OspC). Esta es una proteína expresada también 

abundantemente sobre la superficie externa da PKo, la cual es una cepa Europea de 8. 

burgdorferi (B. Wllske, V. Preac-Mursic, S. Jauris, A. Hofmann, l. Pradel, E. Soutschek, E. 

Schwab, G. Wlll and G. Wanner, lnfect. lmmun. 61: 2182-2191, 1993). Los estudios llevados 

a cabo en el microscopio electrónico permitieron localizar a p23 también en la membrana 

externa, confirmando que p23 as el homólogo de OspC en la cepa 2591. En la cepa 831, 

aislada también en los Estados Unidos y comúnmente usada en los ensayos serológlcos en 

el diagnóstico de la enfermedad da Lyme, no se observó la expresión da OspC. En el análisis 

por transferencia tipo "Northem" (ARN) se detectaron bajos niveles da ARNm de OspC en 

831, y la secuenciación del ADN de este gen en 831 puso de manifiesto una falta, en 

comparación con la cepa 2591, de 54-pb en la región reguladora 5', la cual es posiblemente 

responsable de la baja actividad transcripcional relativa de OspC. La región del gen de OspC 

de 831 que codifica para la proteína fue clonada y expresada en E. coli. El uso de OspC 

recombinante como antígeno en ELISA para la detac:ción de inmunoglobulinas de la clase M 

en pacientes con enfermedad da Lyme tiene un futuro prometedor. 
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INTRODUCCION 

ANTECEDENTES 

La enfennedad de Lyme, actualmente distribuida en casi todo el mundo (1), es 

considerada como la enfennedad infecciosa, transmitida por un vector, más oomún en los 

Estados Unidos de Norteamérica (2). Se han reportado casos en 43 de los 50 estados que 

comprende el tenitorio, aunque la gran mayoría son localizados en 3 áreas específicas: El 

noreste, que comprende los estados de Maryland a Massachussets, en una región central, 

Wsconsin y Mlnnesota, 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 

obseMll'Oll múltiples casos de artritis en esta región del estado de Connecticut (4). Se 

registró un aumento en el número de pacientes que mostraban una fom18 característica de 

artritis, la cual era de corto tiempo, recurrente y típicamente asimétrica, ollgoarticular y solo 

afectaba grandes articulaciones (5). Algunos de los pacientes reportaron la presencia de una 

lesión en la piel, la cual consistía de un eritema en expansión con un centro claro, antes del 

desanollo de la artritis (6). Con base en la revisión de la literatura, se encontró la descripci6n 

de casos similares de pac:lentes desde principios del siglo en Europa y que habían sido 

picados por la ganapata /xodes ricinus, y ta lesión tenia el nombre de Eritema Migratorio 

Crónico (EMC) (7,8). 

La localización en el cuerpo del EMC en et grupo de pacientes de Connecllcut, también 

sugería la transmisión de la enfermedad por la picadura de un insecto o de un arácnido (9). 

Un nuevo grupo de pacientes reportó la picadura de una garrapata anterior a la aparición del 

EMC y uno de ellos Incluso guardó el organismo y to llevó a la consulta clínica (9, 10). La 
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Fig. 1. Ciclo de vida de la garrapata lxodes scapularis. El ciclo de vida de estos organismos es 
llevada a cabo en un período de dos años e incluye tres fases. El ciclo empieza cuando las 
hembras depositan los huevos fertilizados en el suelo. de los cuales emergen las larvas y éstas 
loman su primer alimento de un vertebrado pequeño, usualmente el ratón Peromyscus leucopus. 
En la siguiente primavera o verano, las larvas se vuelven ninfas, las cuales se alimentan del 
mismo tipo de anímales. En el otoño, los adultos emergen y se alimentan por tercera vez y se 
aparean, situaciones que ocurren frecuentemente sobre el venado de cola blanca. Los machos se 
mueren inmediatamente después de aparearse y las hembras poco después de depositar los 
huevos (23). 
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El aislamiento y cultivo de estas bacterias (18) y su inoculación en conejos, produjo una 

reacción cutánea similar a la observada en humanos (19). En estudios por 

inmunofluorescencia indirecta se mostró que el suero de los pacientes con enfermedad de 

Lyme contenía anticuerpos contra la bacteria (17). Todo esto sugirió que este organismo era 

el egente etiológico de la enfennedad, idea que fue soportada por el aislamiento subsecuente 

de la espiroqueta de la sangre y tejidos de los pacientes (19,20). 

Pocos años después, en base a su ADN (21 ), la espiroqueta fue Identificada como una 

nueva especie del género Borrelia y, en honor de su descubridor, fue llamada Bonelia 

burr¡dorferi (22). 

CARACTERISTICAS CLINICAS 

La artritis de Lyme, ahol8 conocida como Enfennedad de Lyme, puede producir una gran 

variedad de síntomas. Aproximadamente 60% de los pacientes presentan el EMC, el cual 

puede aparecer de 3 días a 1 mes después de la inoculacl6n de las baclerias por el vector 

(23). Este EMC puede continuar creciendo en diámetro, o bien puede aparecer 

repetidamente en diferentes partes del cuerpo (24). Es probable que el resto de los paclent~s 

presenten este eritema, pero no sean capaces de registrarlo debido a su localización (23). 

De algunos días a semanas después, se puede presentar una variada sintomatología en 

diferentes pacientes: artralglas, mialgias, fatiga, escalofríos o pérdida del apetito, ías cuales 

semejan una infección por el virus causante de la influenza u otros virus (14). Aparentemente, 

estos síntomas ocurren cuando las espiroquetas se han diseminado a otros órganos a través 

del sistema circulatorio (23). 
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Cerca del 20% de los pacientes que no reciben tratamiento, desanotlan problemas 

neurológicos como son: parálisis facial, la cual puede ser tanto unilateral como bilateral, 

meningitis, encefalitis o radiculoneuropatía (23). 

Esta enfennedad puede causar también padecimientos cardíacos entre estos pacientes, 

siendo el más común el bloqueo atrioventricular en 5 a 10% de los casos y, en un porcentaje 

menor, puede desarrollarse 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 articulación 

o en varias, pero es predominante en la rodilla (14). Solo el 10% de los pacientes deSMOllan 

un estado crónico (5). En los pacientes de Europa no se ha reportado este tipo de problema, 

paro pueden desarrollar otra enfennedad conocida como acrodennatltis atrófica crónica, 

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 fllogenéticas 

son evidentes a nivel de características fenotípicas y en el caso de la bacteria causante de la 

enfennedad de Lyme fue automático el clasificarla dentro de este grupo (25). Todas las 

espiroquetas tienen una fonna espiral, con dos o más filamentos axiales internos localizados 

entre.el cilindro protoplásmico y la cubierta externa (Fig. 2A) (25,26). Estos organismos son 

resistentes al antibiótico rifampicina (27). 

La taxonomia de las espiroquetas, a nivel de familia y género, ha sido basada en la 

estructura, C8f'!llderistlcas de crecimiento y composición de nucleótldos del ADN, mientras 
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que a nivel de especie ha sido llevada a cabo por las manifestaciones de la enfermedad, 

tropismo por el vector, relación serológlca y más recientemente hibridación del ADN (27). 

Las características bioquímicas y ecológicas que identifican al género Borrelia son: i). 

Todas las especies en este género son transmitidas a vertebrados por artrópodos 

hematófagos y ii). El contenido de citosina-guanina del ADN genómlco es entre 27 y 32%. 

Las especies en este género son con frecuencia clasificadas de acuerdo a la especifleidad de 

la relación huésped-parásito (27). Las diferentes especies de borrelias varían en diámetro, 

grosor de las espirales y número de flagelos en el periplasma (27). B. burgdorferi puede tener 

una longitud de 4 a 30 µm y de 0.18 a 0.25 µm de diámetro (9,27). Dichos parámetros, 

aparentemente son una función de la edad del cultivo, siendo mayor el tamal'lo 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 suparflCie celular, la 

cual es muy irregular y está fonnada por una capa de material viscoso heterogéneo. 

Aparentemente esta capa está constituida por componentes del medio y es eHminada 

cuando las células son lavadas con solución amortiguadora de fosfatos (PBS) (Fig. 28) (27). 

La siguiente estructura que se obseNa es la superficie o membrana celular externa. la cual 

tiene una organización trilaminar característica de todas las membranas ciloplasmátlcas y su 

fluidez es observada por el excesivo agrupamiento de las proteínas en los llamados "parches" 

(27). La composici6n de estas membranas es de uri 4!M52% proteínas, 23-50% lípidos y de 

un 3 a 4% c:arbohidratos. Entre las proteínas más abundantes de la membrana externa 

están: OspA (outer surface protein A), OspB y OspC, cuyo peso molecular y antigenicidad 

varía entre las diferentes cepas aisladas (28). 
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A 

B 

FILAMENTO AXIAL. 100.200A 
CAPA INTERMEDIA 

.---- FILAMENTOS PROFUNDOS 75-15oA 

PROTOPLASMA 

MEMBRANA EXTERNA 70-90A 

Melftlr•111 c:.luler (3 r.•pH) } Cilindro 
P•recl c:.lul•r (3 c:11pe1) protopl.tsmlco 

Fig. 2. A) Di1gr1m1 de un1 espiroqueta con un solo f11gelo. B) Sección tr1naver111 de una 
espiroqueta mostrando seis fl1gelos (27). 
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Un promedio de 7 flagelos periplásmicos, los cuales son estructuralmente Iguales a los de 

otras bacterias, están localizados entre la membrana celular extema y el cilindro 

protoplásmlco, están unidos subtenninal y bipolannente a los extremos de la célula y son los 

responsables del movimiento rotatorio de la célula (Fig. 28)(27). Las diferentes especies de 

bonelias comparten un anligeno que está asociado a los flagelos, el cual puede ser 

identificado por anticuerpos monoclonales. El peso molecular aparente de esta proteína en B. 

burgdOfferi es de 41-kDa (27). El cilindro protoplásmico consiste de una pared celular, la cual 

está constituida por una capa de peptidoglicanos, la membrana celular íntema y el citoplasma 

(27). 

El cromosoma de 8. burgdorferi es lineal con un tamar'lo aproximado de 1000 kb. Ningún 

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 intennediario (pgk, plsC, tp1), 13 que participan en la blosintesis 

de rnacromoléculas (a/ar, ileT, metG, miaA, pheS, pheT, pth, rpmH, nfA, nfB, rrfA, rrfB, ns), 6 

para la estructura celular (tia, flgE, fliG, tmbC, p60, p100), 16 para los procesos celulares 

(dnaA, dnaJ, dnaK, dnaN, lfsA, ftsZ, gidA, gidB, groEL, grpE, gyrA, gyrS, hipG, parE, rho, 

mpA) un gen regulador (moxR) (30,31), así como los genes que codifican los potentes 

inmunógenos p22A (32), p39 (33) y p83 (34). 

Todas las cepas de 8. burgdorferi estudiadas contienen varios plásmidos lineales y 

circulares, que pueden variar en tamar'lo de 2 a varios cientos de kb (35). Entre los genes que 

han sido localizados en los diferentes plás'!lidos están los operones guaA/8 (36), ospA-ospB 

(37), ospE-ospF (38) y los genes ospC (39,40) y ospD (41 ). 

El contenido de guanina mas citosína del ADN, en esta especie, ha sido reportado entre 

27.3 a 30.5 mol% (21). Los patrones de restricción de los genes de los ARN ribosomales, 
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eled!Oforesis de proteínas y reactlvidad con anticuerpos monoclonales han delineado 

recientemente tres grupos genéticos en 8. burgdotferi sensu lato y causantes de la 

enfennedad de Lyme: 8. burgdoñeri sensu stricto, B. garinii y el grupo VS<C61 (42). 

RESPUESTAS DEL HUESPED 

Las primeras evidencias de una respuesta inmune en la enfennedad de Lyme se tuvieron 

incluso antes de conocer el agente etiológico (43,44,45). La presencia de niveles elevados de 

inmunoglobulinas de la clase M, crioglobulinas y complejos inmunes circulantes fue 

observada en 1977 (43). La asociación serológica de pacientes con B. burgdorferi fue 

demostrada cuando la bacteria fue identificada y aislada por primera vez en 1982 (17). 

Sin embargo, la patogénesis de esta enfennedad no ha sido hasta el momento bien 

esclafecida. Entre las respuestas que han sido observadas en estos pacientes, hay tanto 

procesos inflamatorios no-específicos, como los que ocurren durante el EMC y que aparecen 

inmediatamente después de la eicposici6n al vector infectado, así como respuestas 

posteriOres tanto por linfocitos B como por linfocitos T. 

a). Respuestas no-especifteas 

Uno de los mecanismos más importantes en la erradicación de un agente infeccioso en el 

organismo es llevada a cabo por fagocitos (46). Se han observado macr6fagos en las 

lesiones del EMC (47), polimorfonucleares (PMN) y monocltos se encuentran en la sangre 

durante la fase diseminada de la enfennedad (46), y un gran infiKrado de estas células se 

encuentra también en el líquido sinovial de los pacientes con artritis (48). No existen 

observaciones acerca de la interacción de estas células y las espiroquetas in vivo; mediante 

los estudios in vitro se han descrito los aspectos básicos de la respuesta del huésped. 
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La activación del sistema del complemento por la espiroqueta ha sido reportada in vitro 

(49). Tanto estos factores, como proteínas de la bacteria, pueden estar involucrados en la 

qulmiotaxis de las diferentes células fagocíticas. Dos proteínas purificadas de 8. burgdorleri, 

OspA y flagelina, produjeron una respuesta quimiotáctica en PMN usando cámaras de 

Boyden (50). La producción del factor C5a puede !ambién resultar por la formación de 

complejos Inmunes, los cuales han sido detectados en la sangre y líquido 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 incubación de 

B. burgdorleri en suero y liquido sinovial aumentó el número de bacterias internalizadas, en 

periodos de incubación más cortos y en una relación menor de espiroquetas-fagocitos 

(52,54). La inhibición de la fagoeitosls, por tratamiento de los PMN con un anticuerpo 

monoclonal al receptor Fe o por el pretratamiento de los monoeitos con lgG, mostró que este 

mecanismo es mediado a través de los receptores Fe (52). La activación 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 8. burgdorferi (52,54). 

Aparentemente, los fagocitos pueden ser ineficientes en la eliminación de un organis~ 

tan largo y tan móvil como lo es S. burgdorferi. Diferentes estudios han mostrado que la 

ingestión de las bacterias puede ocurrir tanto de manera convencional, y ser eliminadas en 

fagolisosomas (52,55,56), o bien por la formación de seudópodos que se extienden alrededor 

del diámetro de la bacteria, en un proceso conocido como fagocitosis segmenta!. En este 

proceso hay Invaginación de la membrana, agrupamiento de cálulas, formación de células 

mononucleares sinciclales, y la degradación es llevada a cabo extralisosomalmente en el 

cilosol, con la participación de lisosomas "secretores" (57,58,59). Se piensa que estas 

características 'están relacionadas directamente a la patogénesis de la enfermedad, mientras 
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que no se conoce la importancia de la presencia de dos tipos de cuerpos de inclusión 

citoplasmátlcos y vesículas exocíticas encontradas (59). Este tipo de fagocitosis, observada 

de B. burgdorferi, está en contradicción 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 electrónico y de fluorescencia han mostl8do que las 

bacterias no sobreviven dentro de las células fagocíticas (52,59), aunque no concuerdan con 

otro estudio que ha sido llevado a cabo con una linea de macrófagos murinos (80). 

lnterfeucina 1 (IL-1) ha sido encontrada en el liquido sinovial de pacientes con artritis y B. 

burgdorferi ha estimulado la secreción de esta citocina por monocllos humanos y 

macrófagos murlnos in vitre (61,62,63). La presencia de lipopolisacárido (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 (64,65,66). La producción de esta citocina puede también estar regulada por 

la fracción de peptidogllcanos proveniente de la pared celular de B. burgdorferi (67). Se 

piensa que la IL-1 contribuye a la producción de los altos niveles de prostaglandina E2 y 

colagenasa, observados 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 tf811és de la presencia de anticuerpos circulantes. Diferentes estudios han 

mostl8do que la primera respuesta producida en humanos, infectados por B. burgdorferi, son 

de la clase lgM, y niveles elevados correlacionan con la actividad de la enfermedad (-44). lgM 

específica pu~e usualmente ser detectada 3 a 4 semanas posterior al inicio de la infección, 
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alcanza su máximo después de 6 a 8 semanas y declina gradualmente (69,70). 

Ocasionalmente, los títulos de lgM permanecen elevados a través del curso de la 

enfennedad. En parte, esta respuesta· tardía puede representar una expansión de la 

respuesta a nuevos antígenos (70). Algunos componentes de B. burgdorferi son capaces de 

estimular la producción de lgM y la proliferación de linfocitos de pacientes y en controles in 

vitro, lo cual sugiere la presencia de una sustancia mllogénica, entre las que puede estar el 

LPS(71). 

La respuesta por lgG e lgA aumenta gradualmente durante el segundo y tercer mes de la 

infección y, una vez establecida, puede permanecer por al'los. El tratamiento temprano con 

antibióticos aborta el desanollo de una respuesta madura por lgG (70). 

Una fuerte respuesta específica por linfocitos T se desarrolla temprano en el curso de la 

infección, frecuentemente anterior al desanollo de la respuesta por anticuel}JOs. Este retraso 

en la respuesta por linfocitos B podría explicar por qué los anticuel}JOs contra B. burgdorferi 

no pueden ser detectados tempranamente en la enfermedad (72). La evolución de la 

respuesta específica por anticuel}JOs puede ser concurrente con una activación policlonal de 

los linfocitos B (46). 

El análisis de la respuesta inmune celular a través de la proliferacl6n de células 

mononucleares de sangre periférica (CMNSP) es aún contlO\lertido. Sigal y colaboradores 

(73) reportaron inicialmente que algunos pacientes responden muy bien a un sonicado de s. 

burgdorferi, mientras que las repuestas son muy bajas en controles sanos, y que pacientes 

con artritis activa presentan una respuesta más elevada, la cual tiende a disminuir después 

del tratamiento con antibióticos. En cambio, Zosche y cols., (74) encontraron que una fuerte 

respuesta puede persistir mucho después del tratamiento satisfactOrio, y en los ensayos de 

proliferación de células mononucleares (CMN) observaron respuestas estadísticamente 
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elevadaS en 8 de las 12 muestras de controles seronegatlvos y de cordón umbilical. Cuando 

un paciente fue probado el mismo día que un control, solo en 5 casos la respuesta de los 

pacientes fue más elevada que en los controles. Recientemente otro grupo de Investigadores 

han observado también estos resultados, los cuales muestran que parte de la respuesta por 

llnfOcltos inducida por B. burgdorferi no requiere de una exposición previa al antígeno (75). 

Sin embatgo, laS respuestas parecen ser siempre más pronunciadas cuando las células son 

obtenidas de sitios de inflamación, tales como el sinovio o liquido cefaloraquídeo (LCR), en 

comparación a la respuesta de CMNSP del mismo paciente, o de pacientes con artritis en un 

estado crónico de la enfennedad (73, 74). 

Se ha pansado que la diferencia en la magnitud de la respuesta podria ser debida a la 

prepaiaclón del antígeno (70,76) y que la presencia de factores en el suero autólogo también 

puede ser crucial en la obtención de los resultados (70, 77). 

La alta fracuencia de fonnaclón de colonias de células T dependientes de interteucina 2 en 

pacientes con enfennedad de Lyme, ha indicado la presencia de células T preactlvadas in 

vivo. Asi mismo, la autoreactlvldad de las células T de estos pacientes a CMN inadladas fue 

mayor que la de los controles, sin importar el origen de las células (SP vs SF). La presencia 

de célulaS supresoras a estas células autoreactlvas no fue detectada, lo que podría sugerir 

que la inllamaclón crónica observada en la enfennedad de Lyme puede ser sostenida por 

células autoreactlvas en la ausencia de mecanismos supresores (78). Estudios 

hlstopatológicos y con anticuerpos monoclonales han mostrado un gian infiltrado de células T 

CD4+ distribuidas difusamente a través de toda el área subsinovial de la membrana y las 

células T aisladas de estos pacientes responden específicamente a diferentes proteínas de 

B. burgdorferi. Todas estas clonas eran CD3+, CD4+, CDS-, fueron teftldas por anticuerpos 

dirigidos a las cadenas a y P del receptor de células T, y produjeron TNF-a, INF-y y GM-
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CSF en respuesta a antígenos de la espiroqueta (79). El análisis de 43 clonas reveló la 

expresión preferencial de la cadena Vj3 5.1 (5 de 15) y la incubación de las CMNSP del 

paciente mostró un aumento en el número de células expresando este receptor, lo que podría 

indicar la presencia de un factor selectivo inftuenciando la respuesta inmune (80). 

Es aún poco conocido acerca de los antígenos individuales reconocidos por las células T 

durante la respuesta inmune. Las respuestas celulares específtces han sido medidas usando 

OspA, OspB, ftagelina, las proteínas de 55/58-kOa y de 68-kOa, las cuales parecen ser 

proteínas de choque ténnlco, purificadas por eleclroelución, o bien con las proteínas o sus 

fragmentos recombinantes. Los ensayos llevados a cabo con los diferentes antígenos han 

mostrado resultados muy complejos (81,82). En el análisis de la respuesta, la reactividad no 

solo estuvo restringida a los pacientes con la enfennedad de Lyme, sino que también fue 

detectada en los controles y en pacientes con otras enfennedades inftamatorias. De la misma 

manera, los ensayos con CMN de las muestras tomadas de los pacientes como grupo, 

mostraron una mayor reactividad a los diferentes antígenos probados, pero analizados 

individualmente hay una considerable variación en los valores de proliferación en todos los 

grupos estudiados (82). 

DIAGNOSTICO 

El diagnóstico de un paciente con enfermedad de Lyme es claro cuando se presenta en 

un área endémica, con un antecedente de picadura de una garrapata y la presencia del 

EMC. Sin embargo, es dificil cuando ninguna o sólo una de estas características se presenta, 

o bien no son advertidas por el paciente o el médico; también puede ser que la 

sintomatología del segundo estadio, entre las que están artralgias, mialgias, dolores de 

~.etc., pueda ser fácilmente atribuida a otras causas (14,83). 
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En estos casos, las pruebas de laboratorio tienen un papel importante en el diagnóstico 

temprano, ya que el tratamiento adecuado con antibióticos en este periodo, puede prevenir 

las secuelas potencialmente serias que afectan los sistemas nervioso central y 

musculoesquelétlco (84). El aislamiento y cultivo de las baelerias es dificil, debido al bajo 

número de espiroquetas presentes en las lesiones o fluidos del cuerpo (85). 

Adualmente, los métodos más usuales y de más bajo costo son los serológlcos, entre los 

que el ELISA es el más favorecido, ya que al Igual que la transferencia tipo "Western", se ha 

encontrado que es más sensible y especifico que la inmunofluorescencia indlreda (86). En 

los estudios por transferencia tipo "Western", 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 B. burgdorferi es una inmunoglobulina de la clase M 

(lgM), que está dirigida principalmente al antígeno flagelar de 4'1-kDa (87). Este componente 

comparte mucha homología con otras especies de borreí1&s, por lo que es considerado 

especifico del género (88); más aún, el suero de pacientes con enfermedades causadas por 

otras espiroquetas contienen anticuerpos que tienen reacción cruzada con este antígeno 

(88). Los anticuerpos de la clase lgG se desarrollan en un patrón secuencial típico, CC:JO 

reactivldad hasta a 11 antígenos diferentes (89). 

En el ensayo por ELISA, se ha utirlzado como substrato un lisado de S. burgdorferi, el cual 

puede o no ser clarificado por centrifugación, e incluso se ha utilizado la bacteria completa, lo 

que provoca una falta de estandarización de la prueba. Estudios recientes han utilizado 

fracciones enriquecidas y formas recombinantes de la proteína de 4' 1-kDa, con la finalidad de 

mejorar el nivel de detección de la respuesta inmune por antk:uelJIOS (88,90). 

En los estudios por transferencia tipo 'Westem• en Europa, se ha repoftado la preserlCia 

de anticueipos' en el suero de los pacientes en un estado temprano de la enfermedad, los 
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cuales están dirigidos a otra proteína de aproximadamente 22-kDa (91,92). En nuestra 

institución, utílizando la cepa B. burgdorferi 2591, también encontramos reactlvidad lgM 

dirigida predominantemente a una proteína con un tamaño aproximado de 23-kDa y debido a 

que esta reactividad es detectada en un estado temprano de la enfennedad, nuestro trabajo 

ha sido propuesto para el aislamiento y clonación del gen que codifica esta proteína, su 

obtención recombinante y uso en el diagnóstico serológlco de la enfennedad de Lyme (93). 

Recientemente, realizamos la comparación de 3 métodos de detección de anticuerpos lgM 

especiricos para B. burgdorferi en 74 individuos con EMC con cuKivos positivos de la bacteria: 

por ELISA y por transferencia tipo "Westem", utilizando el lisado completo de la bacteria y 

por ELISA, utilizando esta proteína de 23-kDa recomblnante y ahora renombrada OspC 

(OspCr). En todas las pruebas hubo una asociación estadísticamente significativa entre la 

duración de la enfennedad y la frecuencia de un resultado positivo, la sensibilidad de la 

transferencia tipo 'Westem• y de la OspCr fueron equivalentes (aproximadamente 65%) y 

ligeramente mejoras que para el ELISA utilizando el lisado completo de la bacteria (58%). Los 

resuKados de este estudio muestran que al uso de la OspCr en un ELISA es conveniente ya 

que puede ser rápidamente automatizado y fácilmente estandarizado para el diagnóstico 

temprano de la enfermedad de Lyme (94). 

Hoy, debido al trabajo y tiempo requerido en la realización de una transferencla tipo 

'Westem", muchos laboratorios ofrecen este ensayo para suplementar al ELISA solo en los 

casos en que es necesario diferenciar los falsos positivos, ya que una transferencla tipo 

Westem·. mostrando anticuerpos a una variedad da proteínas, aumenta la probabilidad de 

que un individuo sea realmente inmunoreactivo a 8. burgdorferi (95). Cabe considerar que no 

hay un acuerdo real acerca del criterio sabre el desarrollo o lectura de las transferencias tipo 
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'Westem", por lo que existe un elemento de análisis cualitativo asociado a su interpretación 

(95). 

Entre otros problemas que han sido observados en el serodiagnóstico de esta 

enfennedad, es la alta variación de los resultados entre diferentes laboratorios (96,97) y la 

falta de reproducibilidad en una muestra dada por un solo laboratorio a diferentes tiempos 

(98,99). Un serodlagn6stico acertado ha sido también complicado por una respuesta humoral 

retardada y, por lo tanto, los estudios de laboratorio en una etapa inicial de la enfennedad no 

son de mucha ayuda en el establecimiento del diagnóstico. 

Debido a que la respuesta inicial es llevada a cabo por células T, se han propuesto 

ensayos de proliferación celular como una fonna de diagnóstico, pero ya que han sido 

dificiles de estandarizar, requieren de un intenso trabajo, son técnicamente demandantes y 

se requieren células frescas, esta metodología no es recomendada en el diagnóstico de 

rutina (95). 

Una de las nuevas metodologías se basa en la detección de los antígenos de la 

espiroqueta en la orina del paciente y al menos dos pruebas de este tipo están en desanollo 

(100); sin embargo, la sensibilidad y la especificidad de estos métodos no han sido bien 

establecidas (101). 

Por úttimo, el análisis por la reacción de la polimerasa en cadena (PCR) es otra técnica 

prometedora en la detección directa de 8. burgdorferi. Por medio de la PCR, se pueden 

identificar fragmentos de ADN de una composici6n específica. Esta reección ha demostrado 

ser lo suficientemente sensible para identificar un solo organismo in vitro o 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 

diagnóstica de este método, la orina y el LCR de un grupo de pacientes con enfermedad de 

Lyme fueron evaluados. Los pacientes tenían afectación del sistema nervioso, se 

encontraban tanto en estados tempranos o tardíos de la enfermedad, y no hablan recibido 

tratamiento. Los resultados 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 

aumentó a 90% cuando la muestra de orina fue tomada 4 días después del inicio del 

tratamiento, posiblemente debido a lisis celular y aumento en la excreción de los productos 

de la espkoqueta (104). 

Algunas de las expllcaciones a estos resultados son: el bajo número de espkoquetas en 

los pacientes, así como la presencia de inhibidores de la enzima TAQ polimerasa (104). 

Hasta hoy, la técnica de PCR no ha alcanzado los parámetros necesarios para conslderarta 

eficiente en el diagnóstico de esta enfennedad (104). 

En el análisis final, el diagnóstico descansa sobre parámetros clínicos. Las pruebas de 

laboratorlo, las cuales miden la respuesta de las células e del paciente contra 8. burr¡dorferi, 

antígenos o ADN de esta bacteria, son con frecuencia de ayuda apoyando, el diagnóstico de 

la enfermedad de Lyme cuando la sospecha clínica es alta. 
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JUSTIFICACION 

Los estudios por transferencia tipo "Westem", en los Estados Unidos de América, habían 

mostrado que la respuesta humoral temprana (lgM) a B. burgdorferi estaba principalmente 

dirigida al antígeno de 41-kDa. En la mayoría de los labonllorios la cepa usada ha sido la 

831. 

El tratamiento de los pacientes en una etapa temprana de la enfermedad previene las 

manifestaciones secundarias que involucran los sistemas nervioso y musculoesquelético, por 

ello la utUlzaclón del antígeno flagelar de 41-kDa como medio diagnóstico fue de mucho 

interés. Sin embargo, la detección de anticuerpos a este antígeno puede no ser específica 

para la enfermedad de Lyme, ya que la secuencia de esta proteína flagelar está conservada 

entre diferentes espiroquetas, lo que da como resultado un alto número de falsos positivos. 

En estudios similares de pacientes en Europa, utilizando otras cepas como fuente de 

antígeno, la reacción por lgM más frecuentemente dirigida a una proteína abundante de 21-

22-kDa, la cual se designó pC. Muy pocos estudios estudios han reportado esta proteína en 

cepas aisladas en los Estados Unidos. 

En nuestro grupo se realizó un análisis por transferencia tipo 'Westem•, usando la bacteria 

completa, y se encontró que de 79 sueros de pacientes con un ELISA lgM positivo, 

empleando la misma fuente de antígeno, 78 tuvieron anticuerpos que rec:onoc:ieron una 

proteína de 23-kDa, a la que denominamos p23. El análisis, clonsión y expresión del gen 

que codifica para p23 es de importancia en el desam>llo de un ensayo más especifico y 

sensible, con muy poca o nula reacción cruzada a otras bacterias. Esto pudiera, en un estado 

temprano de la enfermedad, aplicar el tratamiento adecuado con antibióticos a pacientes 

infectados con B. burgdorferi, y también se evitaría el uso excesi)ro de antibióticos en 
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pacientes que han sido diagnosticados erróneamente, y el desarrollo de las secuelas 

secundarias en los pacientes con enfermedad de Lyme. 
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OBJETIVOS 

1.- Obtener una secuencia parcial de aminoácidos de p23 de la cepa 2591 de 8. 

burgdorferi. 

2.- Clonar y caracterizar el gene de p23. 

3.- Subclonar la reglón codificadora de p23 en un vector de expresión. 

4.- Purificar la proteina recombinante. 

5.- Producir anticuerpos monoclonales para la localización de p23 en las bacterias. 

6.- Evaluar la utilidad alagnóstica de p23. · 
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MATERIAL Y METODOS 

Cep1s de 8. burgdotfert y prep1racl6n del anligeno. La cepa B. burgdorferi 2591, fue 

obtenida del Dr. Luis Magnarelli, del Departamento de Entomología, Estación Experimental 

Agrícola del Estado de Connecticut, en New Haven, Conn. Esta cepa fue originalmente 

aislada de un ratón Peromyscus leucopus atrapado en East Haddam, Conn. (105). La cepa 

B. burgdorferi 831 (cepa tipo), fue obtenida de la Colección Americana de Cultivos Tipo 

(American Type Culture Collection, Rockville, Md. ATCC 35210). Las bacterias fueron 

crecidas en medio BSK 11 (Barbour-Stoener-Kelly 11) en un matraz cenado a 33ºC por 10 a 14 

días. Las células fueron entonces lavadas 3 veces con una solución amortlguadOra de 

fosfatos (PBS) de Dulbecco (DPBS, GIBCO, Grand lsland, N.Y.) y lisadas sobl8 hielo con un 

sonicador(Branson, modelo 185, Danbuiy, Conn.) por 10 periodos de 15 segundos cada uno 

con un poder máximo del 60%. Este sonicado fue clareado por centrifugación a 10,000 x g a 

4ºC por 20 minutos. La concentración de la proteína fue detenninada por el método de 

Bradford (106). 

Aislamiento de ADN gen6mlco. Las espiroquetas lavadas fueron resuspendidas en 

amortiguador SET (25% de sacarosa, 5 mM NaaEDTA, 50 mM Tris-HCI pH 7.5) y Usadas con 

Dodecil Sulfato de Sodio (SOS, concentración final de 0.05%)-ARNasa A (0.1 mg/ml)­

proteinasa K (0.1 mg/ml) e incubación a 37ºC por 45 minutos con agitación suave. El ADN 

fue extraído dos veces con fenol amoitiguado (pH 8.0) y una vez con fenok:loro~ 

isoamilico (25:24:1) y precipitado con etanol absoluto. 
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Electrofore•ls en gel de pollacrilamlda (PAGE-SDS) y •lectroelucl6n de la pro91na. 

De 40 a 80 µg del lisado de S. burgdorferi fueron mezclados con un volumen igual de 

amortiguador de muestia (0.125 M Tris-HCI pH 6.8, 4% SOS, 20% de glicerol, 2% 2·13· 

mercaptoetanol y 0.001 % azul de bromofenol), hervidos por 5 minutos y colocados en pozos 

(0.8-mm de grosor por 8-mm de ancho) de un gel discontinuo de poliacrilamlda al 12% y 

0.1% SOS con amortiguadores descritos por Laemmll (107). Estándaras de peso molecular 

Incluyeron: miosina (200,000 Da), p-galactosidasa de Escherichia coli (116,250 Da), 

fosforilasa b de músculo de conejo (97,400 Da), albúmina de suero bovino (BSA. 66,200 Da), 

ovalbúmina de pollo (45,000 Da), anhldiasa carbónice bovina (29,000 Da), inhibldor de 

tripsina de soya (21,500 Da) y lisosima de huevo de pollo (14,400 Da). Los geles fueron 

teñidos y fijados con azul de Coomasie (Coomasie brilllant blue R) 0.25% en 50% de 

metanol-10% de ácido acético y desteñidos con una solución conteniendo 40% de metano! y 

10% de ácido acético. Paia los geles preparativos, 250 a 825 µg de proteina fueron puestos 

en un solo pozo (1.5-mm por 140-mm) y la banda conespondlente a p23 fue visualizada por 

precipltaci6n con ck>Nro de potasio (KCI 0.1 M frío) y la porción de gel conteniendo dicha 

proteína fue coitada. Esta proteína fue aislada por electroeluci6n en un sistema "casero", 

utilizando la mitad de una pipeta de 10 mi, la cual había sido sellada con agarosa al 0.5% en 

el mismo amortiguador usado en la electroforesis y una bolsa de diálisis cenada fue colocada 

en dicho extremo. Una vez en la bolsa de diálisis, la proteína fue dializada sucesivamente con 

0.02 M de bicarbonato de amonio-0.1% SOS por 12 horas y 0.1 M de bicarbonato de amonio-

0.02% SOS por otl8S 12 horas, liofilizada Y. resuspendida en un volumen minimo de agua. La 

ooncentraci6n fue detenninada por el ensayo del ácido bicincónico (BCA, Plerce Chemical, 

Co., Rockford, IU.) 
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Tr•nat'eNnci. tipo "W.afllm". Las proteínas sepamctas por SOs-PAGE fueron 

transferidas a papel de nitmcelulosa, e incubadas con suero o sobrenadantes conteniendo 

anticuelJIOS monoclonales (AcM) por una modiflcaCión del método de Towbin y cols (108). La 

tranSferencia de las proteínas a la nitrocelulosa (Bio-Rad Labonltories, Hen:ules, Calif.) fue 

hecha en una cámara de transferencia electroforética (Trans-Slot ceH, B~Rad Laboralories), 

en un amortiguador de glicina 192 mM, Tris-base 25 mM y 20% de metano! a 0.5 Amps por 

una hora. Las proteínas transferidas fueron visualizadas por tinción con Ponceau S al 0.5% 

en 1% de ácido acético glacial. Para evitar la unión no específica al papel, las membranas 

fueron bloqueadas por incubación por una hora a 20"C en TBS (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 

mM NaCI) 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 lBS-BSA al 1%) o 

sobrenadante de los hibridomas (1:5 en lBS-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-lgM e tgG de ratón (cadenas pesadas y ligeras), conjugado a fOsfatasa alcalina 

(Kirkegaard and Peny Laboratories, Gaithersburg, Md.), o contra las cadenas µ y y de las 

inmunoglobulinas humanas, conjugadas a peroxidasa (Sigma, St. Luis, Mo.). Las membranas 

fueron lavadas 4 veces con TBST, y los substratos (nitrobluetetrazolio-BCIP (5-bromo-4-

chlofo.3-indolilfosfato totuidlnlo) para et conjugado de fosfatasa alcalina, o bien et 3,3'­

diaminobenzidlna-perólddo de hidrógeno, para el conjugado de peroxidasa), fueron 

adicionados. 

Detlnnln.ol6n ele la seouenoi. parcial de amlnoicldoa de p23. la digestión con 

tripsina fue llevada a cabo de acuerdo a J. Ozols (109), de la manera siguiente: La proteína 

~lectroetuída fue liofilizada, resuspendida en 20% de ácido tricloroacético y pracipilada a 4•c 
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por 12 horas. Después de centrifugar1a, el precipitado fue resuspendido en 0.5 mi de HCI al 

0.2% en acetona fria e incubado a -20ºC por varios días. Después de dos lavados con 

acetona fria, la proteína (aproximadamente 25 µg) fue secada a 20ºC y digerida con 0.25 

nmol de tripsina (\Northlngton, Freehold, N.J.) en urea 2.3 ~ Tris-HCI, 0.1 M pH 8.06-

bicalbonato de amonio, 0.2 M por 24 horas a 20ºC. Esta mezcla conteniendo los péptldos, 

fue sometida a cromatografía líquida de alta presión y de fase reversa (HPLC)(110). El 

análisis 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 instlUCciones del fabricante. 

AlallmienlD del gen que codltlc• p•r• p23. Los ollgonucleólldos degenerados fuelOl1 

sintetizados con base en la secuencia de aminoácidos de dos péptldos, resultantes de la 

digestión 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 región 5' fue 5'­

GT(AT) AA.G GAG GT(AT) GA(AG) AC-3', y en la reglón 3' fue 5'-CC GTT (TC)TG (AG)TT 

(GATC)GC (GATC)CC-3'. La amplificación fue llevada a cabo en un volumen de 100 µI en 1,m 

termoclclador (M.l Research, watertown, Mass.) bajo las siguientes condiciones: 94ºC por 5 

min,' 40ºC por 1 min, 72ºC por 1 min; 94ºC por un minuto 38ºC por 1 min, 72ºC por un minuto 

por 30 ciclos y 72ºC por 5 min para la extensión final. Cada iniciador fue utilizado a una 

concentración de 0.5 µM y como templado se utilizaron 50 ng de ADN genómico. El buffer de 

la reacción contenía 50 mM KCI, 20 mM Tris·HCI (pH 8.4)(a 25ºC), 2 mM MgCb. 0.1 mg de 

BSA por mi, 0.125 nM de cada uno de los deoxlnucleótldos y 2.5 U de Taq ADN polimerasa. 

El ADN amplificado fue marcado radloactivamente por la técnica al azar (random primer) y 

usado en una transferencia tipo "Southem· (111) de ADN genómico de 8. burgdOlferi que 
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habla sido tratado con ochO enzimas de restrlcci6n. El AON genómico fue entonces cortado 

con la enzima de restricci6n más apropiada, y el fragmento con el tamailo correspondiente 

fue aislado de la agarosa de bajo punto de fusión y clonado en el plásmido pBS (Stratagene, 

La Jolla, Calif.) y usado para transfonnar a las bacterias DH5alfa (Bethesda Research 

LabOratories, Gaithersburg, Md.) Este fragmento amplificado por PCR, y marcado 

radioactivamente, fue usado como sonda para seleccionar una biblioteca por la hibridación 

de las colonias. Las colonias positivas fueron crecidas en medio "Superbroth" y el inserto 

clonado fUe secuenciado en ambas direcciones por la reacción de tenninación de la cadena 

por dldeoxinucleótldos con la enzima Sequenasa versión 2.0 (112) (U.S. Biochemicals, 

Cleveland, Ohlo). 

Anillsls por tr1nst'erencla tipo "Northern" (ARN) y del sitio de inlclacl6n de 11 

tr1nscripcl6n. El ARN celular total fue obtenido de las espiroquetas en presencia de 

dletilpirocarbonato como previamente se ha descrito (113). El ARN (15 µg por carril fue 

sometido a electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa al 1%, que contenla 0.66 M 

de fonnaldehído MOPS (ácido morpholine-propanesulfónlco), transferido a una membrana de 

nylon (Nytran; Schlelcher & Schuell, Keene, N.H.) e hibridado a un ollgonucleótldo de 17 

bases (5'-CTTTCCCTGAATTATTA-3'), complementario a una secuencia que es igual tanto 

en la cepa 2591 como en la 831. El oligonucleótido fue marcado en el extremo 5' con 

digoxigenina. La prehibrldación y la hibridación fueron llevadas a cabo a 42"C, bajo las 

condiciones recomendadas por el fabrica~e (Genius System; Boehringer Mannheim Corp., 

lndianapolls, lnd.). La membrana fue lavada dos veces con solución salina citrada ex (SSC, 

1X SSC es 0.15 M NaCI y 0.015 M citrato de sodio)-0.05% PPi a 2o•c por 5 min cada uno y 

dos veces a 42"C por 15 min. La inmunodetección del oligonucleótldo se llevó a cabo usando 
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un anticuerpo antldigoxigenina, conjugado con fosfatasa alcalina, y visualizado por 

quimioluminiscencla de acuerdo a las condiciones del fabricante. 

El análisis del sitio de inicio de la transcripción en el gen de p23 fue detenninado por el 

análisis de la extensión de un iniciador, como previamente se ha descrito (114, 115). El mismo 

iniciador de 17 bases, usado previamente en la transferencia tipo "Northem", fue ahora 

marcado en su extremo 5' con (y32P)ATP (Amersham, Arlington Heights, 111.), usando la 

enzima T4 polinucleótldo clnasa (Bethesda Research Laboratories) y separado de la marca 

no incorporada con una columna de Sefarosa G25 (Select-0; 5Prime-3Prime, Boulder, 

Colo.). Tres pmoles del iniciador, marcado, fueron mezclados con 15 µg de ARN en 3 µI de 

buffer de hibridación (100 mM KCI, 50 mM Trls-HCI pH 8.3), calentado a 90ºC durante 5 min, 

transferido durante diez minutos a 42ºC para permitir la hibridación y finalmente colocado en 

hielo por 15 min. Un mlcrolitro del amortiguador 5X para la transcrlptasa reversa (250 mM 

Trls-HCI pH 8.3, 200 mM KCI, 15 mM MgCb, 10 mM dithlothreitol, 1 mM de cada uno de los 

deoxinucle6tldos) y 1 µI de la transcrlptasa reversa ARNasa H" (Superscrlpt; Bethesda 

Research Laboratories) fueron agregados a la reaccl6n de hibridación e incubada a 42ºC por 

1 hora. Cinco mlcrolitros de la soluci6n de parar (95% de fonnamlda, 20 mM EDTA, 0.05% 

azul de bromofenol y 0.05% xytene cyanol FF) fueron adicionados y la mitad del volumen fue 

colocado en un pozo de un gel de poliacrilamlda al 6% para secuenclación. Los tamailos de 

los productos extendidos fueron determinados por comparación con una secuencia de ADN 

obtenida con el mismo ollgonucleótldo de 17 basés y con el plásmldo conteniendo el gen 

p23. 

Exprnl6n de p23 como un• protlin• fusion1da. El ADN genómico fue usado como 

~emplete para la amplificaclón por PCR del gen para p23, con oligonucleótldos dlseilados en 
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base a la secuencia de ADN. El producto fue clonado en el sitio Smal del vector de e>epresión 

pGEX-2T (Pharmacia-LKB, Piscataway, N.J.), para que se e>epresara como una proteina 

fusionada a la región amino tenninal de la glutation-S-transferasa y, así, facilitar su 

purificación por afinidad. El gen clonado fue secuenciado para confinnar que se encontraba 

en un marco de lectura correcto. Las colonias fueron crecidas toda la noche en 2 mi de 

"Supert:>roth". Al dla siguiente, se les agregó isopropil-j}-0-thiogalactopiranosido (IPTG; 

Sigma) a una concentración final de o. 1 mM y se continuó el cultivo por 2 horas más. Al 

ténnino de ase tiempo, los cultivos fueron centrifugados y el paquete celular fue 

resuspendido en DPBS frío y sometido a sonicaci6n. El sobrenadante fue clarificado por 

centrifugaci6n, y 50 µI de una suspensión al 50% (plv) de esferas de agarosa, las cuales 

tenían glutatión acoplado covalentemente (Sigma), fueron agregados al sobranadante y 

mezclado suavemente a 20ºC por 10 min. Las esferas fueron lavadas tres veces con DPBS, 

resuspendldas en el buffer de muestra para un gel SDS-PAGE y corridas en un gel SDS-12% 

PAGE. 

Uso de p23 recombinantl en EUSA. La proteína p23, fusionada a la glutalion~ 

transferasa, fue producida en gran escala de la misma manera que se ha descrito 

anterionnente, con un paso adicional que es la &lución de las proteínas de las esferas de 

agarosa con 5 mM glutatlón reducido (Sigma) en 50 mM Tris-HCI (pH 8.0). Sesenta 

miclolllros de la proteína fusionada (5 µglml) en DPBS fueron puestos en pozos alternados 

de una placa para ELISA con fondo plano (Nunc-lmmunoplate; Marsh Biomedical Products, 

Rochester, N.Y.); y una cantidad equimolar de la proteína glutatión-S-transferasa (proteína 

acarreadora), diluida en DPBS, fue agregada como un antígeno control a los pozos 

sobrantes. Estas placas fueron incubadas por 12 horas a 4ºC y luego bloqueados durante 
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una hola a 37ºC, con 200 µI de 0.05% de suero de caballo y 0.02% de dextran sulfato en 

DPBS. Las placas fueron lavadas seis veces con DPBS con 0.05% Tween-20 (OPBST). Los 

sueros de los pacientes fueron serialmente diluidos en múltiplos de dos, empezando en 1 :20 

hasta 1:1,280 en OPBST. 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 37ºC y entonces lavadas seis veces con OPBS. El segundo anticuerpo usado fue lgG 

de cabra anti-lgM humana (µ específico), 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')2 , los cuales estaban dirigidos a lgG e lgM de 

ratón, conjugados a peroxidasa en los sob~nadantes con AcM (Tago, Burtingame, Calif.) 

Sesenta mlcrolitros del substrato [volúmenes iguales de 2,2'-anzino-di-(3-etilbenzthiazolin 

sulfonato) y peróxido de hidrógeno; Kirkegaard and Peny] fueron adicionados a cada pozo. 

Las placas fueron leídas espectrofotométricamente a 414 nm, hasta que la lectura de la 

densidad óptica (00) de la dilución 1:160 del control positivo, en el pozo conteniendo la 

proteína fusionada, menos la lectura del mismo suero a la misma dilución, en el pozo 

conteniendo la proteína ai::arreadora, fue de 0.5. Las placas fueron entonces leídas 

inmediatamente. Una dilución de un suero fue considerada positiva si la absorbencia neta 

(00 del pozo conteniendo la proteína fusionada menos la 00 del pozo conteniendo la 

proteína acarreadora) era 3 desviaciones estándar, o más arriba de la absorbancla media de 

los pozos de los controles negativos. 

Anticuerpos monoclonales a p23. Los anticuerpos monoclonales fueron producidos por 

fusión de células de bazo de un ratón hembra Balb/c (4 a 8 semanas de edad) a las células 

NS0/1. El ratón fue inicialmente inmunizado con 200 µg de la proteína fusionada en DPBS. 
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emulsiflcada con un volumen igual de adjuvante completo de Freund (Dlfco Laboralories, 

Mlch.) y suplementada con 5 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis disecado (Difco). Los 

ratones recibieron 5 reinyecciones intraperitoneales de 100 µg de la proteína fusionada, 

disuelta en DPBS, cada 2 semanas. Tres días después de la última inyección, los bazos 

fueron extraídos y una suspensión 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 

(116). La fusión fue llevada a cabo con 50% (p/v) de polietilenglicol 1500 (Boehringer 

Mannhelm) en HEPES 75 mM (ácido N-hidroxiletilpiperazina-N'-2-etanosulfonico) (pH 6.01), a 

una proporción de células de bazo-mleloma de 5:1. Las células fueron inicialmente puestas a 

una concentración de 5 x 104 células de mleloma por pozo, en una placa de 96 pozos con 

fondo plano (Costar, Cambridge, Mass.). Los hibridomas fueron seleccionados por 

crecimiento en 14 días en medio completo (Medio Eagle modificado de Dulbecco 

conteniendo 4,500 mg de O-glucosa por litro (GIBCO) 2 mM L-glutamina, 100 U de penicilina 

G por mi, 100 µg de estreptomicina por mi, 10% NCTC 109, 5 x 10-6 M 2-J3-mercaptoetanol, y 

10 mM HEPES), suplementado con 20% (voUvol) de suero bovino fetal (GIBCO) y HAT (10 ... 

M hipoxantina, 4 x 10·1 aminopterina, 1.6 x 10-6 M tlmidina; Sigma). Posterionnente, las 

células fueron crecidas en medio completo con 20% de suero bovino fetal. Los 

sobrenadantes de los pozos que contenían hibridomas fueron seleccionados por reactivldad 

con la proteína de fusión, pero no con la proteína acaneadora por ELISA. Los hibridomas de 

los pozos que conteniM anticuerpos contra la proteína p23 fueron clonados dos veces por 

dffución limltante, 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 

C•r•ctlrluclón molecular d• p23. Cuando el sonicado de la cepa 2591 se analizó por 

PAGE-SDS teñido con azul de Coomasie se observó la expresión abundante de una proteína 

(p23) con una mobilidad correspondiente a una masa moleeular de aproximadamente 23-

kDa. (Fig. 3A, línea A). Al examinar el patrón de proteínas de la cepa 8. burgdorferi 831, una 

cepa comúnmente usada en el diagnóstico de la enfermedad, no mostró la presencia de esta 

proteína. (Fig. 3A, línea 8). Las dos cepas hablan sido crecidas bajo las mismas condiciones 

de cuHivo. La transferencia tipo • Westem" de estos patrones electrofcriticos, con el suero de 

un paciente con enfennedad de Lyme en un estado temprano, presentó una fuerte 

reactlvidad lgM al antígeno flagelar de 41-kDa y fue relativamente tenue a las proteínas de 

37, 39 y 75-kDa. en ambas cepas (Fig. 38). Sin embargo, sólo en el sonicado de la cepa 

2591 hubo una reactividad lgM detectable a la proteína de 23-kDa (Flg. 38, canil A). Ninguna 

banda adicional fue observada en la linea conteniendo el sonicado de la cepa 831 (Fig. 38, 

carril 8). 

En un intento inicial para obtener la secuencia parcial de aminoácidos de p23 por 

microsecuenclación, las proteínas de la cepa 2591 fueron transferidas a una membrana de 

PVDF (Polivinilidendifluoruro, Millipore, Corp. Bedfol'd, Mass.) (117), peio la porci6n 

aminotennlnal se encontró bloqueada. La proteína fue purificada de un gel PAGE-SDS 

preparativo por electroelución y utilizada para digestión y aislamiento de los fragmentos 

internos de la proteína para secuenciación. Una fragmentación inicial se llevó a cabo con 

biomuro de cianógeno; sin embargo, no se detedó un cambio significativo en la movilidad de 

p23 por PAGE-SDS (Flg. 4). Por lo tanto, la proteína fue entonces digerida con tripsina, y dos 

de los péptldos de los fragmentos resunantes fueron aislados por HPLC y secuenciados (las 
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Fig. 3. (1) Gel de pollacrllamlda tei'ildo con azul de CoomHle y (2) transferencia tipo 
"Wllatern" de un aonlcado de s. burgdOlferl 2591 (carril A) y 831 (carril B). En A. la Hecha 
indica la banda de la proteína correspondiente a p23 y los marcadores de peso molecular (en 
kilodaltons) son mostrados sobre la derecha. En B. se utilizó 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 COCTespondientes a la proteína nagelar de 41-kDa y la proteína de 23·kDa (p23). 
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Fig. 4. Digestión de p23 con bromuro de cianógeno. La proteína p23 electroeluída de un gel de 
poliacrilamida fue sometida a digestión con bromuro de cianógeno por 4 horas e inmediatamente 
después a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 15%. La mobilidad aparente de esta 
proteína no fue modificada, por lo que no pudo ser utilizada para secuenciación. 
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secuencias de los péptldos, p1 y p2 son mostrados en la Fig. 5). Esto pennlti6 la síntesis de 

un per de oligonucleótidos degenerados en una orientación adecuada para la ampllflcacl6n 

por PCR de un produdo de 107-pb del AON genómico de la cepa 2591. Este fragmento fue 

marcado radioactivamente y usado como sonda para detectar y clonar un fragmento PsU de 

3-kb (Fig. 6) en el plásmido pBS. En el análisis por secuenciación de este fragmento de ADN 

de 3-kb, se identificó un marco de lectura abierto para la traducci6n de una proteína de 212 

aminoácidos con una masa aproximada de 22,250 Da (Fig. 7 y 8). El hecho de que esta 

secuencia deducida tuviera una región de completa identidad con la secuencia de ambos 

péptldos, confnm6 que correspondía al gen que codifica para p23, asi mismo, la comparación 

de estos dos péptldos, con la secuencia recientemente publicada del gen para la proteína pC 

de la cepa europea de 8. burgdorferi PKo mostró un alto grado de homología (Fig. 8) (118). 

La comparación de p23 de la cepa 2591, con pC de la cepa PKo mostró un 83% de identidad 

en la secuencia de nucleótidos y 75% de identidad en la secuencia de aminoácidos (Fig. 8). 

Estos resultados demostraron que la p23 es homóloga a la proteina pC aislada en Europa, y 

las diferencias entre las dos proteínas representan divergencia entre las cepas. 

La secuenciaci6n adicional de la región de 185-pb, coniente arriba del codón de inicio de 

la traducción AUG para la proteína p23 (Fig. 7), reveló la secuencia de un posible promotor 

conteniendo las secuencias consenso de los hexámeros -35 y -10 de E. coli (119), separadas 

por 17-pb, así como también una secuencia consenso del sitio de unión al ribosoma (120), 

localizada 9-pb 5' al codón de iniciacl6n de la traducción. 

Sitio dtl inicio dt I• tr•ntcrieol6n. Para confirmar si la secuencia del posible promotor 

identificado era el sitio ectivo para la transeripción de p23, se llevó a cabo el análisis de la 
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PEPTIDO 1 

Val-Glu-Thr-Leu-Leu-Ala-Ser-lle-Asp-Glu-Val-Ala-Lys-Lys 

PEPTID02 

Ala-lle-Gly-Asn-Leu-lle-Al&Gln-Asn-Gly-Leu-Asn-Ala-Gly-Ala-Asn­

Gln-Asn-Gly-Ser-Leu-Leu-Ala-Gly-Ala-Tyr-Val-lle-Ser-Thr-Leu-lle 

Fig. 5. Secuencia de loa péptldoa 1 y 2 obtenidos por digestión con trlpalna y separado• por 
HPLC. 

• 

Fig. 6. Transferencia tipo "Southern" del ADN genómlco de 8. burgdotferi digerido con 
varia• enzimas. El ADN genómico de 8. burgdorferi 2591 fue sometido a digestión con 8 
diferentes enzimas de restricción, 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 contenía el ADN que 
codifica para los péptidos p1 y p2 del gen de p23. La digestión con Psll resultó ser el fragmento 
más pequeño y único en la digestión, por lo que fue el más apropiado para clonación. 
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Fig, 7. Secuencia de nucleótidos del gen p23 de la cepa 2591 y secuencia de aminoácidos 
deducida, esta última es mostrada en códigos de una sola letra. Las secuencias de los dos 
péplídos obtenidos (p1 y p2) de la digestión por tripsina y purificación por HPLC son señalados con 
flechas aniba de las secuencias. Se muestran los hexámeros consenso -10 y -35 del promotor 
similares al de E. c;o/i y el sitio consenso de unién al ribosoma está señalado con una línea 
obscura. La flecha apuntando hacia abajo señala el sitio de iniciación transcripcional determinado 
por el análisis de la extensión de un iniciador. La secuencia entre las dos pequeñas flechas 
(posiciones de nucleótidos 60 a 113) corresponde a la falta encontrada en la cepa 831. La 
secuencia complementaria al oligonucleólído de 17 bases usado para los análisis de extensión del 
iniciador y transferencia tipo "Nortllem" es mostrado en letras obscuras (posiciones de nucleétidcs 
242 a 258). El codón de terminación (TAA) está marcado con un asterisco. 
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Fig. 8. Comparación de la secuencia de aminoácidos de 01pC (p23 y Pe) de tres cepas 
diferentes de B. burgdorleri. Esta representación en códigos de una sola letra corresponde a la 
secuencia de aminoácidos deducida con base en la secuenciación del ADN genómico de las cepas 
2591 (este trabajo y ref. 93), 831 (este trabajo y ref. 93) y PKo (ref. 118). La identidad en la 
secuencia en 831 y PKo con 2591 está indicada con un asterisco abajo de la posición designada, 
las substituciones están representadas por el cambio con la letra apropiada y los espacios 
marcados como (-) han sido incluidos para optimizar la similitud entre las proteinas. 
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extensión de un iniciador (primer extension), para conocer el sitio exacto del inicio de la 

transcripción (Fig. 9). Para esto fueron utilizados un iniciador de 17 bases y ARN de la cepa 

2591. El sitio del inicio de la transcripción de p23 fue mapeado 20-pb coniente arriba del 

codón de inicio de la traducción AUG y 7-pb 3' del hexámero -10 (Fig. 7). Una e>eposlción más 

prolongada del autoradlograma no mostró la presencia de otros transcritos más largos, 

sugiriendo la ausencia de otros promotores que contribuyan a la actividad transcripcional del 

gen p23 in vitro. 

Exm116n recombin1na de I• proain• p23. Conociendo la secuencia completa del gen 

que eodifica para p23, un par de oligOnucleólidos fueron sintetizados para amplificar p23 por 

PCR y a partir del ADN genómlco de la cepa 2591, para su expresión en forma 

recombinante. Para evitar dificultadas durante al aislamiento da la proteína expresada, los 

iniciadores fueron seleccionadas da tal manara que los 20 residuos da aminoácidos que 

componían el péptido líder no estuvieran presentes en el producto recombinante final 

(120, 121). El producto amplificado eodificando a p23 fue colocado en el marco de lectura, 

con la proteína acaneadora presente, en el vector da expresión pGEX-2T. Después de la 

inducción con IPTG, una proteína de fusión de aproximadamente "'6-l<Da fue obtenida (Fig. 

10). La proteína de fusión fue purificada del cultivo de E. coti por sonicación de las bacterias, 

la eliminación de los restos celulares por centrifugaci6n, e incubacl6n del sobrenadante con 

esferas de agarosa que contenían glutatión, al cual la proteína acarreadora se une. Para 

confirmar la identidad de la reactlvidad inmunológica de la p23 nativa y la p23 recombinante, 

el suero de un paciente con una fuerte reactlvidad lgM a p23 fue adsorbido con la proteína de 

fusión, unida ~ las esferas de agarosa y subsecuentemente analizado en una transferencia 
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Fig. 9. Determin1ción de 11 región 5' del ARNm de 8. burgdorfer/ 2591 por 1n.tli1i1 de la 
extensión de un iniciador. El nucleótido de inicio del ARNm de p23 usando un iniciador y 
transcriptasa reversa fue comparado con el ADN genómico secuenciado de esta proteína. El 
análisis fue llevado a cabo como se describe en material y métodos. Las lineas c. T. A y G 
representan las reacciones de secuenciación con los dideoxinucieótido trifosfato apropiados y 
usando el mismo oligonucleólido de 17 bases usado para la extensión del iniciador. La linea 1 
muestra el producto obtenido de este análisis, mientras que la secuencia a la derecha son los 
productos de la región 5' del ARNm de p23. La flecha indica el residuo de esta región donde 
empieza el ARNm. 
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Fig. 10. Expreaión de p23 recomblnante. El gen sin la región del líder que codifica para p23 fue 
amplificado por PCR y clonado en el vector de expresión pGEX-2T, el cual fue usado para 
transformar E. coli y producir una proteína fusionada a la glutatión·S·transferasa de 
aproximadamente 46-kDa. Esta proteína fue aislada por afinidad con glutatión acoplado a esferas 
de agarosa. En 1A, se muestra un Usado completo de E. coli sin inducir, en 18, el lisado de la 
bacteria después de una inducción de 2 horas y en 1C, la proteína recombinante purtficada. En 2 
se presenta una transferencia tipo "Western" de estos Usados en el mismo orden (A, B, C), el 
suero de un paciente con reactividad lgM para la proteína nativa fue usado como prtmer 
anticuerpo. En 20, E. F. se presenta una transferencia tipo "Western" con las mismas condiciones 
para A, B, y C, pero las bactertas usadas en los Usados contenían el plásmido sin inserto. 
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tipo 'Westem", usando la proteína nativa contenida en el sonicado total de 8. burgdolferi 

2591. Como controles, el suero fue también adsorbido con las esferas de agarosa-glutalión 

solas y con las esferas de agarosa conteniendo la proteína acarreadora solamente. En la Fig. 

11, se muestra que solamente la adsorción con las esferas de agarosa, conteniendo a la 

proteína de fusión, eliminó completamente la reactivldad del suero a p23 en la transferencia 

tipo "Westem". Esta adsorción no afectó la reactivldad del suero a otras proteínas presentes 

en la membrana. 

AcM contra p23. Las células del bazo da un ratón, inmunizado con la proteína de fusión 

conteniendo p23 fueron usadas para la obtención de hibridornas productores de Ar::Nt a p23. 

Los sobrenadantas de los hlbridomas fueron seleccionados por ELISA para la producción de 

Ac, qua reaccionaron solamente con la proteína de fusión paro no con la proteína 

acarreadora. Los anticuerpos de varias clonas mostraron una fuerte reactivldad tanto a la 

proteína p23 fusionada, corno a la proteína p23, por tranferencia tipo "Westem". Como puede 

observarse en la Fig. 12, p23 fue encontrada expresándose sobre la membrana e>Clema de la 

espiroqueta. El sobrenadante de una de estas clonas, 407F5, fue usado para determinar la 

localización de p23 en 8. burgdorferi por microscopia electrónica. Corno control, un 

anticuerpo con el mismo isolipo no mostró unión a las espiroquetas (datos no mostrados). 

Este AcM 407F5, no reconoció la proteína en la cepa 831, mostrando la ausencia de p23 en 

esta cepa (datos no mostrados). 

Det'ectDs moleculares en •I •n p23 de !a ceu 831. La falta de reactividad de los 

sueros de los pacientes y de los AcM, tanto a la proteína en los sonicados como en el 

organismo ~pleto de 8. burgdorferi 831, nos hizo investigar la razón a nivel molecular de 
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Fig. 11. Remoción de I• reactivldad lgM anti-p23 del suero por adsorción con p23 
recomblnante. En esta transferencia tipo "Westem" usando un sonicado de 8. burgdorferi 2591, 
se detectó la lgM del suero de un paciente después de ser adsorbido con esferas conteniendo 
glutatión solamente (A), o con las esferas con glutatión y la proteina acarreadora (glutalión-S­
transferasa) (18), ambas líneas muestran una fuerte reaclividad a p23 nativa. En (C) no se muestra 
esta reactividad ya que hubo una completa adsorción de esta reactividad de lgM en el suero por la 
proteína p23 recombinante adsorbida a las esferas de agarosa-glutatión. La reactividad a otras 
proteínas incluyendo a la proteína flagelar de 41-kDa no fue afectada. 
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-
Fig. 12. Fotografia al microscopio electrónico de un corte fino de S. burgdorferl 2591 que ha 
•Ido incubada con un AcM con reac:tividad a p23, 4D7F5. La localización de este anticuerpo en 
la bacteria fue llevado a cabo con anticuerpos de cabra anti-lgG de ratón conjugado a esferas de 
oro de 10-nm de diámetro. Esta reacción se observa localizada sobre la superficie externa de la 
bacteria. La barra corresponde a 0.1 µm. 
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este fenómeno. El anáHsis por transferencia tipo "Notthem" del ARNm mostró una fuerte 

cantidad de un transcrito de apioximadamente 700-pb en la cepa 2591, y una muy leve señal 

del mismo tamaño en la cepa 831 (Fig. 13). La cantidad de ARN total de cada cepa había 

mostrado ser equivalente en la tinci6n del gel con Bromuro de Etidlo, y no se obseN6 una 

degradación apreciable del ARN. El análisis de la extensión de un iniciador también sugirió 

una significante reducción en la cantidad de ARNm de p23 en la cepa 831 (datos no 

mostrados). Se encontró también que el tamaño del producto tenninado, en la extensión del 

iniciador en la cepa 831, era 1 base más largo que el transcrito en la cepa 831 (datos no 

mostrados), para entender un poco más la razón de la fatta relativa en la expresión de p23 

por la cepa 831, decidimos clonar y secuenciar el gen de p23 de la cepa 831. Lo hicimos de 

la misma manera como lo habíamos hecho con la cepa 2591. La comparación de las 

secuencias de aminoácidos deducidas de tas cepas 2591, 831 y de pC de la cepa PKo es 

mostrada en la Fig. 6. Así, se encontró que p23 de la cepa 831 contenía 210 aminoácidos, 2 

menos que los Olios dos homólogos y que compartía 80% de identidad en la secuencia de 

aminoácidos y 85% en la secuencia de nucleótidos con p23 de la cepa 2591. La 

comparación de las proteínas de las 3 cepas mostró que la secuencia en la región 5' (la 

mayor parte es la región del péptldo líder) y la reglón 3' se encuentran conservadas, pero hay 

una alta variabffidad en la región central (Flg. 8). 

El análisis de la secuencia de ADN en la región 5' a la región que codifica p23 expuso una 

fatta de 54-pb 5' a las regiones consenso-10 y -35 del promotor. El hallazgo de esta falta de 

pb en una reglón tan cercana a la región promotora, ·sugiri6 la pérdida en comparación con la 

cepa 2591 de un elemento potenciador de la transcripción, lo cual resulta en la posible falta 

de p23 en la cepa 831. 
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Fig. 13. Anill1i1 por tr1n1ferencl1 tipo "Northern" del tr1n1crlto de p23. El ARN celular total 
(15 µg por carril) aislado de B. burgdorferi 831 (carril A) y B. burgdorleri 2591 (carril B) fue 
fraccionado en un gel desnaturalizante con formaldehido, transferido a una membrana de nylon e 
hibridado a un oligonucleótido de 17 bases basado en la secuencia de p23. La flecha señala dicho 
transcrito, asi mismo. las posiciones 23S y 16S del ARNr están Indicadas. 
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Para confinnar que el gen p23 de 831 codificaba para una proteína funcional y antigénlca, 

fue ampHflcado usando los mismos iniciadores que para la cepa 2591 y clonado en un vector 

de expresión y expresado en E. coli como una proteína de fusión de la misma manera que 

p23 de la cepa 2591. Esta p23 recombinante derivada de la cepa 831 fue fuertemente 

reconocida por los anticuerpos lgM presentes en el suero de un paciente y por los ArNi en la 

misma manera que las fonnas nativa y recombinante de p23 de la cepa 2591 (datos no 

mostrados). 

Uso de p23 recombln•n• en ELISA p•r• la dellccl6n de Ao • B. buradorl'wl en •I 

suero de los p•olentas. Con base en las observaciones de que la reactivldad a p23 por 

anticuerpos de la clase lgM puede ser un marcador serológico significante en un estado 

temprano de la enfennedad de Lyme, nosotros consideramos que el uso de p23 

recombinante en un ELISA sería una henamienta invaluable en el diagnóstico temprano de la 

enfennedad y procedimos a probar esta posibilidad. Inicialmente los sueros de 15 pacientes 

con una atta sospecha clínica de tener la enfermedad de Lyme y con transferencias tipo 

"Westem• para lgM con un mínimo de tres bandas positivas, incluyendo reactivldad a p23. 

fueron probados. Las 15 muestras de estos sueros fueron aHamente positivas a la p23 

recombinante por ELISA. También fueron incluidos los sueros de 5 pacientes con sífilis, 10 

pacientes con altos títulos de factor reumatoide, 5 pacientes infectados con el virus de 

Epstein-Barr y 10 pacientes con títulos 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 diagnóstico en un paciente con enfennedad de Lyme continúa 

basándose en la confirmación serológica de la exposición al agente causal, 8orre/ia 

burgdorferi, dentro del contexto de los hallazgos clínicos característicos. Pero el 

reconocimiento de la enfennedad en el estado temprano puede ser dñlCil, ya que estos 

pacientes pueden no manifestar el eritema característico o tener solamente síntomas no 

específicos similares a una infección viral (86). Esta dificultad en el diagnóstico puede verse 

complicada por el retraso en la emergencia de una respuesta humoral a la espiroqueta, que 

pueda ser detectada por los métodos serológicos disponibles en la actualidad (86). EstaS 

pruebas, las cuales hasta ahora han mostrado una falta de estandarización, tampoco 

distinguen la reactividad hacia proteínas especificas de 8. burgdorferi y proteínas de reacci6n 

cruzada hacia otros organismos patógenos (122.123). El retraso en el establecimiento del 

diagnóstico en esta enfennedad en sus estados tempranos es clínicamente importante, 

porque el tratamiento apropiado con antibióticos puede prevenir las serias secuelas de esta 

infecci6n potencialmente crónica (16, 124). 

En los estudios iniciales llevados a cabo en pacientes de los Estados Unidos que se 

encontraban en la etapa temprana de la enfennedad, el análisis por transferencia tipo 

"Westem" mostró reactivldad lgM pradominantemente contra la proteína flagelar de 41-kDa. 

Sin embargo, la detección de anticuerpos a esta proteína no es especifica p818 la 

enfennedad de Lyme, ya que su secuencia se encuentra conservada en otras espiroquetas, 

incluyendo los patógenos orales comúnes (124). 

En estudios similares llevados a cabo con pacientes en Europa, y utilizando diferentes 

cepas de 8. burgdorferi como fuente de antígeno, la reactivldad lgM fue detectada más 
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frecuentemente contra una proteína abundante de 21- a 22-kDa, la cual fue designada pC 

(125). Esta proteína ha sido obseNada en aproximadamente 45% de las cepas de S. 

burgdorferi en Europa, pero solo raramente observada en las cepas aisladas en los Estados 

Unidos (92). 

En nuestro laboratorio, nosotros hemos detectado anticuerpos lgM en el suero de 

pacientes en un estado temprano de la enfennedad de Lyme, que reconocen 

predominantemente una proteína con una masa molecular de aproximadamente 23-kDa y a 

la que denominamos p23. En estas pruebas serológicas usamos una cepa aislada en el 

estado de Connectlcut, B. burgdorferi 2591, la cual produce esta proteína de manera 

abundante. Nuestro principal interés ha sido identificar y caracterizar a p23, c:ompaiarla con la 

proteína denominada pC encontiada en cepas europeas y, finalmente, expresarla de manera 

rec:ombinante y utilizarla en ensayos que puedan ser estandarizados paia la detección de 

una respuesta serológica en el estado temprano de la enfennedad. 

Después de clonar y secuenciar el gen de p23 de la cepa 2591, nosotros encontramos un 

marco de lectura con 212 aminoácidos, lo que corresponde a una masa molecular 

aproximada de 22,250 Da. La comparación de las secuencias de nucleótldos y de ~s 

residuos de aminoácidos de p23 con las de pC de la cepa europea PKo (118), mostió un alto 

giado de homología. Así mismo, como recientemente ha sido reportado para pC, nosotros 

hemos también localizado p23 sobre la supelficie externa de la bacteria por medio de 

inmunomicroscopía electiónica (126) y, de esta manera, consideiamos que p23 y pC son 

homólogos de la misma proteína de la superficie externa y que ahora ha sido renombiada 

OspC(126). 

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

proteína, OspC, por la cepa 831, una cepa de S. burgdorferi que ha sido comúnmente usada 
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como fuente de antígeno en los ensayos serológicos comercialmente disponibles en el 

mercadO de los Estados Unidos. De esta manera, es importante resaltar que una proteína 

como OspC, que aparentemente es expresada durante una infección, se pierde en algunas 

cepas en cultivo. Pudiera ser que la función de esta proteína, 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 proteína en el crecimiento de la bacteria in vivo. La 

cepa 831, al igual que la cepa 2591, pertenece al mismo grupo genético, conocido como 

genoespecie 1 o B. burgdorferi sensu stricto, mientras que la cepa PKo, pertenece al grupo 

VS461 o genoespecie 111 (42,127). Nosotros no pudimos detectar esta proteina en los 

sonicados de la cepa 831 en PAGE-SDS ni en transferencias tipo 'Western", y tampoco 

sobre la bacteria por microscopia electrónica, usando un anticuerpo monock>nal dirigido en 

contra de esta proteína. Sin embargo, en este trabajo, estamos conflnnando que el gen ospC 

está presente en esta cepa; además, observamos una falta de 54-pb en la región 5' al primer 

codón de lniciaci6n de la transcripción, localizándose justamente 5' de las regiones consenso 

-35 y -10 similares al promotor de E. coli. El análisis por transferencia tipo "Northem" de 831 

mostró un bajo nivel de ARNm de ospC, y en los estudios por extensión del iniciador, también 

observamos que el sitio de inicio de la transcripción se encuentra 1 base más hacia el 

extremo 5' del encontrado para la cepa 2591. No obstante, recientemente Marconi y cols. 

(39) han reportado que el inicio de la transcripción de ospC puede encontrarse bajo el control 

de uno o más promotores. Sin embargo, además del promotor funcional encontrado en este · 

estudio, nosotros no detectamos ninguna evidencia de productos de tennlnación más largos 

en ninguna de las dos cepas, cuando las películas fotográficas fueron expuestas por un 

periodo prolongado de tiempo. 
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Ent18 algunas de las causas que han sido propuestas para la variabilidad en la expresión 

de OspC, en estas cepas que han sido mantenidas en cultivo por múltiples generaciones, 

están: mutaciones, pérdida del plásmido que codifica el gen, así como otros mecanismos aún 

no definidos que pueden ser sensibles a las condiciones variantes de crecimiento 

(41,93,126). El hecho de que difel8ntes cepas de S. burgdorferi, así como difel8ntes clonas 

de una sola cepa expresen pequeñas cantidades de OspC, cuando al mismo tiempo 

expresan grandes cantidades de OspA y viceversa, sugiere una interdependencia en la 

regulaci6n de la expresión de la proteína, y aunque puede haber un mecanismo que conlleve 

a la supresión, la regulación de estos genes no ha sido aún esclarecida (126) 

Nosotros proponemos que este fregmento de 54-pb faltante contiene un elemento 

potenciador de la transcripción, requerido para obseNar un nivel transcripclonal aumentado y 

niveles detectables en la expresión de la proteína. Sin embargo, cualquier evidencia que 

pueda soportar esta proposición pudiera ser circunstancial, ya que la posible Identificación de 

este elemento regulatorio requiere de la tecnología de transferencia genética, la cual no ha 

sido llevada a cabo en las especies del género Borretia (93). 

~adziene et al. (40), k> mismo que Marconi et al.(39) localizaron el gen ospC en un 

plásmldo circular de 27-kb, pero el primer grupo también encontió que OspC fue expresada 

sok> en mutantes que habían perdido el plásmldo lineal de 16-kb (lp 16). Esto sucedió tanto 

en la presencia o ausencia de el plásmido de 49-kb que contiene los genes ospA y ospB, 

aunque pudo obseNarse una mayor expresión cuando este plásmido no estuvo presente. 

Una de las hipótesis formuladas fue que una proteína o ARN codificada por el lp 16 puede 

funcionar como un represor de la expresión de ospC. Otra observac:i6n importante fue que la 

pérdida de este plásmldo, también llevó a la pérdida de la habilidad de las bacterias de crecer 

en medio sólido. De manera interesante, \/Vllske et al. encontraron que cepas que no 
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expresaban OspC, fueron capaces de hacerlo cuando fueron crecidas en medio sólido (126). 

Es interesante hacer notar, que también es posible que 831, conteniendo todos los 

plásmidos, pudiera ser capaz de expresar OspC de manera abundante cuando está presente 

en alguno de sus huéspedes, ya sea mamífero o en la garrapata. Sin embargo, las razones 

moleculares para estos cambios en los requerimientos de cultivo y como ellos pueden afectar 

la regulación de la expresión de proteínas no ha sido estudiado. 

Finalmente, para detenninar si la región de ospC de 831 que codifica para la proteína, es 

capaz de producir una proteína que sea reconocida por los anticuerpos presentes en el suero 

de los pacientes, el gen fue clonado también en el vector de expresión para obtener una 

proteína recombinante en E. coli. Los resultados obtenidos mostraron una fuerte reactividad 

tanto de los sueros de pacientes como de los AcM producidos contra OspCr de la cepa 2591 

hacia esta proteína proveniente de 831. 

Adualmente, esta proteína recombinante esta siendo producida y utilizada en pruebas 

diagnósticas. Los estudios preliminares han mostrado que OspCr es un antígeno especifico y 

que su utilización en ELISA provee un ensayo sensible y estandarizado en la detección de la 

enfennedad en estados tempranos. Una consideración para el uso de esta proteína ha sido 

si la OspCr de la cepa 2591, originalmente aislada en Connedlcut, serla un blanco útil para 

probar muestras de sueros de pacientes que han sido infectados en otras áreas del país. En 

un estudio reciente (94), todas las muestras obtenidas fueron de pacientes que hablan 

contraído la enfermedad fuera del estado de Connedlcut, y a pesar de esto, estas muestras 

mostraron frecuentemente una fuerte readividad a la OspCr, sugiriendo que esta proteína es 

expresada constantemente por las espiroquetas en la naturaleza, está presente en el 

momento o un poco después de la inoculación y que existen epitopes comunes en OspC que 

son compartidos por 8. burgdorferi de diferentes áreas geográficas. 
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Los futuros estudios de esta proteína están encaminados a su optimización en los 

ensayos para probar los límites de detección temprana, y debido a la severidad de la 

enfermedad, así como la faHa de respuesta de los pacientes en una fase crónica de la 

enfermedad, existe interés en su uso para el desarrollo de una vacuna para la prevención de 

esta enfermedad. Hasta hoy, los esfuerzos se han concentrado en dos proteínas de la 

superficie extema OspA y OspB (128, 129). 

El desarrollo de una vacuna para esta enfermedad ha requerido de la identificación de los 

principales antígenos de la bacteria y la determinación de si estos antígenos son capaces de 

inducir una respuesta inmune especifica en pacientes infectados. OspC es un antígeno 

predominante reconocido por anticuerpos lgM en la fase temprana de la enfermedad, 

mientras que s6lo un reducido número de pacientes desarrollan una respuesta lgM temprana 

a OspA y/o OspB. En contraste, en la segunda fase de la enfennedad, los pacientes 

desarrollan anticuerpos a varios antígenos incluyendo a OspA y OspB, pero no es frecuente 

que desarrollen anticuerpos lgG dirigidos a OspC. Hasta hoy, no es claro por qué existe este 

patrón temporal en la respuesta inmune a estas proteínas, 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 aún sobre su efectividad 

y mucha preocupación sobre los efectos secundarios que pudiera causar esta vacuna, lo cual 

genera la gran necesidad de desarrollar mayores investigaciones con el fin de generar una 

vacuna adecuada. 
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\\'e ha'r round thal sera rrnm pacienu "ith earl~· s1:1i;:ts or L)lne dise.ue conraio prtdomimrnt immuno· 
globulla ~f ruclhity 10 a majar !J·kD.:a protein íp!JI from Borrrli4 b/JJ"gdoiftri !591 isolaltd in Conotdicur. 
To ch.:arnttrize this immunodominanc :anligen, we doatd aad sirqueottd p!J and found il Co be SJt;O ideatJcal 
by nudeolide sequence and 15% idenlical by amino acid sirqueo~ to pC (recenlly rtDamed OspCl. aa 
abundantly exprtsied proteia oo Che oucer surface of Pf\o, a Europt..10 SU'"iio ot B. burgdoiftri 18. \\ihliit, V. 
Pnac-~lursic. S. Jauris, A. Hofmann. l. PndeJ, E. Souuchek, E. Scbwab. G. \\711, aod G, \\'anner, lofrcl. 
fmmua. 61:!18!-.!191, 19931. ln addilion. immunodrctroo mkrosrop)' loc::lliztd p.?J to 1.be ouler membl'Olnr, 
continnini: 1hat p!J is 1he stnio !S91 homolog ot OspC. Tbe ·"ºnb American Sll':lin BJI, commonly usrd lo 
strologic :assa)s for l~mt dhe.:ue, does aol upress OspC. Northern 1R.\' . .\I blol JoaJ)·sis deltcled lo"'· lettl.s of 
ospC mRSA in BJI, and O~..\ srquencing ofthto.rpC gene from BJI w"t:llfd a S4·bp delction in tbe upsrrum 
rrgul;a1ory n-s:ioo, possibly accounting for the fow lr:JDscriprional acthity olospC. The o.rpC c:odlng rtgioo Crom 
BJI "''as doncd aod .:antibod,··f"f:u:ti\·e OspC was e~rtntd in E.s.cMricJria coli. An immunoi:Jobu.lia M 
eoz,ine·liakfd imm11005orMat assay usini: rKombinan1 01pC as Lbe tvget aa.tigen sbowi promi5e for 1be 
strodiag:aosis ot eazi1· su.ges ot Lyme dhe.asr. 

Lym.e dise3se is .:a mul!isystem in!ection caused by the 
tick·borne spirocl':etc. Borreiia burgdorj'eri (25). Because of 
thc low )ield by both eulturc 3nd direc: visuafi..;:3tion tech· 
niques for identitic:uion of this organism, the 1íi.lgnosis of 
Lyme disease has re/ied on serologic coruirm:uion in patients 
with ch.:aracteris1ic clinical findings. Accurale serodiagnosis, 
however. has been complic.Jted by 3 del.:1yed humoral re· 
sponse 10 lhe spirochere and by cross-reactions \\ith pro· 
ceins from 01her bacteria (lJ, 16). Arriving ;u a 1imely and 
accurace di:isno~is o( Lyme disease is clinically import3nt as 
prompt and appropriatC antibiocic tre:nment can prevent the 
potentiaUy serious scquelae that affect che central oervous 
and musculoskclet.1.1 syste:ns (7. 26). 

In Nonh ArneriC3. immunobloc studies o( sera from pa· 
tients with early s1.1ges of thc diseJSc suggested thal the tirst 
~etectablc humoral response to B. bwgdorj"eri is a.o immu· 
nog!obulin M (Jg..\f) 3ntibody rescricted primanly to the 
~1-k.Da flagel13r antigen (3. 6). Similar scudies in Europr:. 
howevcr, have reponed .:ancibodies in sera during early 
stag:s o( the dise:ise to be predominantly directed to an 
iipproximately W·k.Da prolein, which was named pC {very 
rc~ndy pC has been renamed ou1er surface protein C 
(OspCJ .t.o denote its expression ~n the outer membrane of 
lhc spirochcrc (30j). 

At our institucion we have found predominant lg.~1 reac· 
tivily to a protcin with a size of appro:<irnately 23 kDa, which 
wc named p23, in sera which 1ested posilive by enzyme· 
linked immunosorbent assay {ELISA) far IgM reactivity ca 
B. burgdarferi (9J. Fer borh rhe immunob/01 and El!SA, wc 
used 8. burgdorfen 2591, :in isolace which exprcsses ;a majar 
pro1ein at appro.d:nate/y :?J kDa, as lhe source oí an1.igen. 

We now repon thc: molecular charactcriz.:11ion of p2J and 
show lhat ir is lhc m•in 259! homolog of pC (OspC). Wo 

• Corre.!iponding au1hor. 

5í1J1 

also descnbe a molecular defect in B. burgdorfcri 831. ;a 
commonly distnbuted isola1e used in Nonh A.metica far 
serodiagcosis. '4ftich may e~"jJlain its l:ick oi OspC e:q>res· 
sion and the ge:::erally unappreciaced reactiviry o! ser;i Crom 
patients "'itb e.:ufy s1ages o( Lyme disease with OspC in 
Nonh Ame:iCJ... We also repon the use of recombinant OspC 
lor the scrodiag::iosis of Lyme dise:ise. 

MATtRL\LS ASO .\IETIIOOS 

B. burgdorfai stnias and antigea prepantioa. B. burgdor· 
feri 2591 was ob1ained from L Magnarelli, Depanment o( 
Entomofogy. Tbc C.Onnecticut Agricuhur3l Experimenc SU· 
don. New Haven. Conn. lt wa.s initially isclated írom a 
whüe·footed mouse caught in E:ist Haddam. Conn.; B. 
burgdorfen" 831 lrypc strain) was ob1ained úom che Ameri· 
can Typc Culrurc Collecrion (Roc/..-vi!lo. Md.) (ATCC 
35210). The spirochetes were grown in BSK JI medium in a 
closed fiask a.t 33"C as previousfy described {:?). After 10 ro 
14 days of grav.i.i. rhc organisms were washcd rhrce times in 
DuJbccco"s pho5ph31C·butTercd s•linc (OPBS) (G!BCO. 
Grand lslaod. S. Y.) and sonicated on ice by a ccll disruptor 
(model !SS: Bra.'lSCn, D•nbury, úmn.) wirh 10 U·• blasrs ••· ... 
60% of maxirnum power. Thc sonic:ite was cleared by 
ccntrifugatioil a.t 10,0C() x g and 4'C for 20 min. The protcin 
conccn1ra1ion in 1he supernaum was derermined by fhe 
Br•dford mcfr.od IS). 

Genomic OSA isolalion, Washed spirochetes wcre sus· 
pended in SET buffer /25% sucrosc, ;o m~ Tris·HO [pH 
7.5¡, S m~I Sa,EOTAJ •nd lysed by adding sodium dodccyl 
sulfate (SOS. 5...-:al concc:ntr~tion o( 0.5~}-RN:isc A (0.1 
:ngimlJ-proteiJW.C K (0.1 mg/mIJ far .is min .it Ji°C with 
gcn1le aglt.:itfon. The DNA was exm1ctcd cwo times with 
buifcrcd phe::ol .ind onc lime wi1h phenol-chloroform• 
isoamyl :tlco::ol 12!::?-i:l) and cchanol prccipit:ttc:d. 

PAGE :and tttcu<Jtlulitm. The B. burgdurferi sonicarc {.;() 
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to 80 µ.g pcr wcll (0.8-mm thickness and 80-mm width) was modcl 470A gas-phasc scqucnccr cquippcd with a inodcl 
mixcd with an cqual volumc of samplc buffer (().125 M 120A PIB analyzcr according to instructions from the 
Tris-HCI lrH 6.8], 4% SDS, 20% glyccrol, 27é 2-mcrc:ipto· manufocturer. 
cthanol, 0.001 'lé bromophcnol bluc), boiled for 5 min, and lsolaUon of the gene encoding p23. Dcgcncratc oligonucle· 
subjected topolyacrylamide gel clectrophnrcsis (PAGE) in a otide primcrs wcrc s)•nthesized on.the·basis of thc amino 
discontinuous 0.1 % SDS-12% polyaCl)·lamidc slab gel .with ·. acid. sequcn'ce''.of two'tr)•psin'.digcstcd 1 pcpHdc fragments. 
buffers dcscribed by Lacmmli (15¡. Molecular mass stan· · Thc.polyrñéiras(chain reactión.(l'CR) .was. úsed .10 amplify 
dards included myosin (200.000 Da). Eschcrichia coli 13-ga· ·.1hc 'inier-Yc.ning.scgm'cnt:orDN;\bcíviccn .. the'two primcrs: 
lactosidasc (116.250 Da), rabbit mu!><:le phosphorylasc b. . upstream:¡irimer,15'.,'GT(AT):'AAG: GAG'GT(AT) GA(AG) 
(97,400 Da). bovinc scrum albumin (BSA: 66.200 Da). hen :AC·3'ianddownstreampdmer;'5''CCGTT(TC)TG(AG¡TT 
cgg white ovalbumin (45,000 Da). bovine carbonic anhydrase (GATC)GC (GATC)CC73! ;''Amplificatio.n was performed in a 
(29.000 Da). soybean trypsin inhibitor (21.500 Da), and hcn . volun\e oUOO •J;.Liri: a::íherrnal' controller. (MJ Research, 
egg white lysozyme (14,400 Da). The gels wcre stained and Watertowri;'Máss.)úndc.r'ihe'follo\\·irig conditions: 94ºC for 
fixed with 0.25% Coomassie brilliant blue R in 50<;< metha·. 5 min,'40'C foil min;m°C forJ rñin; 94'C for 1 min, 39'C 
nol-10% acetic acid and destained with.40% methanol-10%. ,for 1 niiit;.72'.C fÓr rmin; 94ºC for l'min; 38ºC for 1 min, 72'C 
acetic acid. For the preparative gel, 250 to 825 µ.g of protein e for. 1 'min· ror:·:30~cydes;·:and 72ºC for 5 min for cxtcnsion. 
was added to a wcll (1.5 mm by 140 mm). The band ,: Each'prirrier was used alá final concentration of 0.5 µ.M, and 
corrcsponding to p23 was visualized by precipitation with· .,:50 ng of•:geriói:nic DNAl.was used: as the template. The 
cold 0.1 M KCI and was cut from the remainder of the 'gel. . ·. ámplification b'uffcr included.50 mM KCI, 20 mM Tris-Ha 
The protcin was isolated by electroelu.tion .. and dial~·zed.: : (pH 8.4) (at 25~C); 2 niM MgCl2~ 0 .. 1 ing of BSA per mi, 0.125 
successivcly against 0.02 M ammonium bicarbonate:.0.1%, · ,, nM (each)dccixynudeosidc triphosphate, and 2.5 U of Taq 
SDS for 12 h and 0.1 M ammonium bic:árbonáte.:.0.02% SDS : DNA'polymerascY[he amplified DNA was radiolabelcd by 
for 12 h. The protein concentration \\·ás determined b)• · th{ · · .. '. the · random· primer technique and u sed to probc a Southern 
bicinchoninic acid protein assay (Pierce''Chemical'Co.;: ··blotiof genomicB:·¡bíÍlgddif".ri DNA separately restricted 
Rockford, 111.). >',': •',(·:.:'t: /:~'· '<t.~<.· ··with.'cight'i:liffeieni restriction enzymcs. Genomic DNA was 

lmmunoblot analysls. Proteins'separátéd' byi SDS-PAGE • : cut with'.the appro¡iriate restriction. enzyme, and fragments 
were transferred to nitrocelluloseand inéubaied v.ith.scra or,·· ··with corresponding:'sizes .were isolated from low-mell agar­
supematants containing monoclonal ''iuitibody (l\1Ab),by a' · ose and cloned into'pBS'(Stratagene, La Jolla, Calif.) and 
modification of the method describcd by TóY.:bin 'et al.'(28).:· transformed.into "DH5a' (Bcthesda Research Laboratories, 
Transfer of the proteins to. nitroccllulpse (Bio-Rad Labora· Gaithersburg,'.Md.). :The radiolabcled PCR-amplificd frag· 
tories. Hercules, Calif.) wa(dónc,in. a· Trans-Blot., cell .. incnt;was used .to probe the sclected library by colony 
(Bio-Rad Laboratorics) containing:l92 mM glycine, ~5 mM :hybridiz.ation; and positive colonics were grown. Thc cloned 
Tris base, and :?Oo/c meth~nol. al 0.5'A for 1 h v.ith cooling. · insért was sequcnced in both orientations by dideoxy chain 
The transferred proteins .were visua!ized by ·staining thc termination with.Sequenase version 2.0 (U.S. Biochemicals, 
nitrocellulose membrane.V.•ith·0.5% Ponceau Sin l\'é ~lacial Cleveland,'.Ohio). ,:: : . . . .. .. 
acetic acid. Nonspecific binding to ihe blots was blocked by · Sorthem (R.l\¡A) blot analysis and transcriptional starl site. 
incubation for 1 h at.20ºC in.TBS (W ni.\! Tris-HCI [pH 7.5], Total cellular RNAwas obtained from the spirochctes in the 
150 mM NaCl) with 1%'BSA:'Thc blots were washed three · presence_of diethylpYrocarbonate as previously .described 
times with TBST'(TBS :with 0.05% .Tween-~0) and ·then. · (27¡:·RNA(l5 ¡Í.g per lane) was clectroplioresed in a 0.66 M 
incubated witli :patient's' sera (1:100 in TBS-1 'i< BSA) or. 'formaldehydc,MOPS (morpholinepropar1esulfonic acid}'-l'lé 
hybridoma supernatant (1:5 in TBS-lSé BSA) for 1hat20'C. ·. ::agarose:,denaiuring:gel.'·transferied•to;a nylon jmembráne 
After the blots were washed.four times with TBST, thev . :-(NV!ran;' Schleicher.&Schuell,·Keene;· N.H.);.arid hybrid; 
were incubated with goat ariti-mouse lgM and lgG (heav).,:' e: izédJo á s)'llthetic,'.17-mér; oligonúdeotide {5',·crrrCCCT 
and light chains) conjugated to alkalinc phosphatase (Kirkc''. ~;GAATTATTA~3.')i'complementar)i<to.a~sequence.which is 
gaard and Perry Laboratories; Gaithersburg, Md.) o(góat;'·.;iidenticál in strairis 2591 and B3l>The o!igonucleotidewas 3' 
anti-human"! chain and anti-humanµ chain cónjugaled.io'¡cc:i.1abded \..ith digoxigenin';',and prehyl:Íridizaticin and hybrid­
peroxidase (Sigma, St. Louis, Mo.).·, The blots :were·;1hen . ·: ;izaticin :were 'perfornied .al -42ºC;as frccommcnde·d by the 
washed four times with'. TBST;".and :substra1e;'(nitroblue: .. :imimufactuier (Genius Systern; Boehringer Ma.nnheim Corp., 
tctrazolium-BCIP. l5-bromci,4-chlóro'3;indolylphosphate '.•;Indianapolis; lnd.).'1The inémbrane'.was;viashed iri.6x SSC 
toluidiniumJ for the ·alkaline.pho.s¡:ihatase conjugate or 3,3'· · (1 x .SSC is 0.15 M NaCI and 0.015. M scidium 'citrate)-0.05% 
diaminobenzidine~hydrogen, peroxide , for · the. peroxidase PP, twice. al 20ºC for 5 'min 'and ,t\vice':'át 42ºC for 15 inin. 
conjugate) was added. '~~''''e;''"""''-::·,-:,. ·· ··- · lmmunodetéction ~ofcthe:-oligonúcleotide ~with :an :alkaline 

Partial amino. acld sequeoce detcrmioation of p23. Trypsin phosphatase·conjugated antidigoxigenin ,antibody and visu-
digestion · was ·. performed --:as · previously described (22). alization by chemilúminescence'.weré perforrried according 
Briefty, the electrocluted .. protein was lyophilized, resus· to the manufacturcr's recomrnendations;·: · -
pended in 20%,trich!oroa~etic acid, and precipitated al 4ºC The transcriptionalstart,sité for,the p23 gene was deter· 
for 12 h. After cenmfugauon, the pcllet was resuspended in mincd by primer ex1cnsion analysis·as prcviously described 
0.5 mi ofcold 0.2% HCI in acctone and incubated at -20ºC (14, 21). The 17-mer primer.used in the Northern blot 
for scveral days.''After two washes with cold acctone, the analvsis was 5' labeled with b·"PJATP (Amersham Arling-
protein (approximately 25 µ.g) was dricd at 20ºC and digestcd ton Heights. 111.) and T4: polynucleotide kinase (Bethesda 
with 0.25 nmol of trypsin (Worthington. Freehold, N.J.) in Research Laboratories) and sgparated from unincorporated 
2:3 M urea-0.1 .M Tri.s-HCI IPH 8.0ó]-0.~ M ammoni~m label with a 025 spin column (Select-D; 5Prime-3Prime, 
b1~arbonate for a max1mum of 24 h at 20 C. The pepude Bouldcr,, Colo.); Three pmoles of the labeled primer was 
1!1L"!ure was resolved by rcvcrse·phase high-pcrforman~e mixed with 15 µg of RNA in 3 µ.I of hybridization buffer (100 
hqutd chro'!latography (1:1PLC) (23). The sequcnce analys1s mM KCI, 50 mM Tris·HCI [pH S.3]), heated to 90ºC for 5 
of. the pept1des was camed out on an Applied Biosystcms min, anncaled at 42ºC for 10 min, and placed on ice for 15 
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min. One microliter of 5 x reverse transcriptasc buffer (250 more above the mean absorb:mcc of thc negativc serum 
mM Tris-HCI jpH 8.3), 200 mM KCI, 15 mM MgCI,, 10 mM wells. .·.. . . . 
dithiothreitol, 1 ml\1 (cach)deo:>.-ynuclcoside triphosphate) l'llAb to p23. AMAhwás'produced by. fusion of splcnic 
and 1 µI of .RNase H~ ·reverse transcriptase.'(Supcrscript; cells' fróin an. imrlluriizedJcmale .Bft.LB/c'.mouse (4 to S 
Bethesda Research · Laboratories). wcre. added . to the' an- · wecks. 'óld) to NSO/L',Thc,c,mousé •. \i.·as' initjall)'. immu~izcd 
nealcd reaction and incllb:ited at'42'C forJ h; Five'microli- with 200 µg of th¡, fusión proteinin DPBScmulsificd man 
ters of stop solution (95% foimamidc;'20 m~I EDT A; 0.05% equal volumé óf cómplcu: Frcuníl's a'djúvari,t (Difco Labora-
bromophenol bluc. 0.05%'xvlcn~ cyanol FFJ was addcd. and tories~ Deiroit; Mich.)súpplcincntcd with s'riig of desiccated 
half of thc volume was !óádcd ·omo a 6". polyacrylamide 'Mycobaercrium· tilbcrculosiS'!(Difco)Xper:'•mJ.' :Thei mouse 
sequencing gel. The sizcs. of. the, extended products were rcccivcd five boosteiinjcétio~s of 100 'µ.g 'óf, fUsion protein in 
determined by com¡iadsori:";tha DNA scquencing laddcr DPBS intraperitoí1eallv'cvéry: 2 wceks:'J"hrccdays after the 
obtained with the' n,mer óiigo~uclcotidc primer and a final injcé:tiori;:111c;.'sj:>Íc~n\was:llarvesiéd;jand a'singlé-cell 
plasmid containing thé'p23.gene.'·;; ·;'.• suspension of'.sp!é'rioi:);tcs~Wás'.'!lítaincd •óver;áifine'mesh 

Expresslon.of p:!J as a fusioó protein. Genomic DNA was stainless:steel"S'creéií; H)•tiddonias í.iéi:é obiairi'i!d essemially 
used as template for P.CR'aínplification of p23 with primers as pm•ioUsl{described ¡s¡;.:.Thdúsionwas performed with 

. based on the. sequen~ed DNA:.•.The product was cloned into : 50%: (\\•t/Vol);·pol)iéthvlene' glycol .· 1.500 .· (Boehringer. Mann· 
the Smal si te ohhe exjifossion \•écior pGEX-2T (Pharmacia- ; heim) in'75 '.mM HEPES' (N:hydióx·ylethylpipcrazinC:N' -2· 
LKB, Piscatawa)',: N~J'.) fore:i.-prcssion as a fusion protein :ethanesúlfónic'iíéid ¡pH 8.01)) ata spleen-mycloma ccll ratio 
with glutathiori'e~:s:transférase:· al thc.· amino· terminus: to : of 5.:L The ~élls' were initially plated out at 5 x 10' mycloma 
facilitate affinitv •.purific:itión.-':Thc':·cloned gene ,was ·se-. ,:'í:ells".péf:·w·ell'of •a'96·well flat-bouom cluster tray (Costar, 
quenced. to confinp that .i!' tiad bccn hisened in. the ~ppropr.i· '. -"Cambricige;•Mass:).· Hybridomas werc selected by gro\\1h 
ate readmg fr~~·; Col~mes .~·!'re grown oy~rm~ht m? 111.l.}if i·~for 14 days in complete medium (Dulbecco's modificd Eagle 
superbroth (3- g oí.ti') ptp~c, 20. g .of ycast extra.et, 5 g ,of, ;-c•y · d' ··with • 4 500 of 0 . lucose per liter IGIBCO] per 
NaCI, 5 mi of NaOH:per,)11er);•on the next'dav.1sopropvl-•.:;•:,.'!'~ •. 1,um,,. .· ' !"g g ... 
f3·D·thiogalactop\Tanosidé" (IPTG; Siuma)'vfas áddéd tó Ó.l \c,'Yhter, 2mM L-g~utamme, 100 U of pemc1lhn G per mi, 19~ µg 
mM, and th~·cuiture.,was·gro\\-TI for:an·additiórial n·:·The'.:·[:~of:streptomycm per mi. lO'ié NCTC 109, 5 x 10 .M 
cells were pelletedirisuspcnde(in,'¡:old.iDPBSi"afld.soni;,;·~:,!:~·~<'fcaptoethanol, and 10 mM HEPES) supplemcmed ~th 
cated. The supematantwas cléáred by.centrifugation;'and so .. :;: ~o.'~ (vol!V?I) of fetal ca~ serum (<;ilBCO) and HA T (10_5 M 
µI of 50% (wtJvol) glútattiione:al!aroseb'éails:(Sisitíia) ·was ~;,~hhypo~ª.flthm~, 4 x 10 ' M anunopterm, 1.6 x 10 ~1 
added to the'supematamand mfxect:gentlyiaÍ;20ºC'fcitlO i>•tthY1111dme; S1~a). ~ubsequemly, the cells were grown m 
min. The beads .were i·ashedithrce,:.tiinesi'with•'.DPBSi·<.co.mplete f!1ed1um "'.'th 20o/~ fct~I calf serum and HT (HA.T 
resuspended in SDS-PAGE samplc lo:idin·g bilffé'r;' and run in., .. ~ med1um w11ho~t am1~optcr111; Sigma) for 7 days and then 111 
an SDS-12% PAGE/ · .. · ...... :.c.:c".\t:;;,:, ,;,>,.~ •• ::'"': , • ;:>.'>·"•complete me.d1um w11h 20'7c fetal calf serum. Supernatants 

Use of recombinan!· p23 in· an' EUSA:· Lár2é:sé:alc prepa' ;::. ;: from .wells · comaining growin~ hybridomas were screened 
ration of the p23 fusion protein ·was perfórmed 'as describcd • •.. :for sele7tive rea.cti~·il)' with thc fusio~ protein and n".t with 
above, with thc additional .step of,élution .'!f thc protein from · .' the ~~rner prote111 man ELISA. ~ybndoi:na~ .rrom ~nt!bod~­
the beads with 5 mM reduced glutathione (Sigma) in.50 mM pos1t1ve wclls were cloned tw1cc by hmmng d1lut1on 111 
Tds-HCI (pH 8.0). Sixty,m,k~oliter~.of,the fusion protein (5 96-well trays with BALB/c thymus cells (one thymus per 60 
µg/ml) in DPBS was added to altemate wells of a flat-bottom · wells) as a feeder )ayer. 
microdilution plate (Nunc·lmmuri'oplaie; Marsh'Biomedical lmmunoelectron microscopy. Spirochetes were removed 
Products, Rochester,;Ñ.Y.) for;l2;h at 4ºC. AD equimolar from BSK 11 medium by centrifugation at 7,000 x g and 20'C 
amount of the carrier,f"proteiri ; iri ·. DPBS · was .• added as a for 20 min and washed two times by centrifugation at 7 ,000 
control anligen ·to. the'. r:emaining weUs; .The plates were x g and lO'C for 20 min in Hank's balanced salt solution 
blocked for.l h at 37~Cwith ·200 ¡il of·DPBS ·containing (Bio-Whitaker, Walkersville, Md.). Following the second 
0.05% horse serum' a·nd 0.01%:dextran sulfate. The plates. ,.wash, spirochete pellets were fixed for 30 min in 4'7c form-
were washed sixotimcs:,with DPBS.with 0.05% Tween:20 aldehyde (Elecron Microscopy Sciences, Ft. Washington, 
(DPBST). Patients~ séra.wére sérially diluted. twofold from Pa.) in 0.1 M sodium cacodylatc buffer (pH 7.4) to stabilize 
1:20 to 1:1,280 in DPBST.'Positive and negative control ~era their outer membranes. Fixed pcllets were washcd four 
were included on eaéh"plátc.Aftcr theaddilion of sera, the times in Ca2+·Mg2 +·frce PBS and sequentially incubated in 
plates were incubated;for,1hh at 37'C and then washedsix:··:·O.l M glycine (pH 7.4)-PBS containing 1% BSA (PBS-BSA) 
times in DPBST.;;The isecondary antibody, used was' goaL•.C. for. 30 min each. Spirochete pellets were incubated with 
anti-human lg.\f (¡i étiain"specific) conjugated to péióxidasé · ;·supernatant containing MAb 4D7F5, a control isotype· 
(Sigma) diluted incOPBST>For¡screening the::hylíridoma ,,,'matched mouse MAb, or PBS-BSA alone for 2 h at 20'C. 
supernatants for MAbs the secondary: antibody. u'sed .was · .. ·;Following three 5-min washes with PBS, spirochetc pellets 
goal F(ab'h anti-mouse lgG and lgM conjugated:t'!"pe,ro: .. :.:)1Weré incubated with goat anti·mouse JgG-::lO·nm-diamcter 
xidasc (Tago, Burlingame, Calif.); Sixty microliters·;:of .. gold conjugatc (Amersham Life Sciences), diluted 1:20 in 
chromogen substratc jéqual volumes· of,,2,2'.:anzino:di-(3~ •:::-c'PBS-BSA, for 60 min at 20'C. Pellets wer~ washed three 
ethylbenzthiazolinesulfonate)andhydrogeriper'!xide;'Kirke- .. (times for 5 min with PBS and postfixed with 2.5% glÚtaral­
gaard and Perry] was add~d to each welL':,The. plat:s;,w,e~e · · · dehyde (Electron Microscopy Sciences) in'.o.r M. sodium 
checked spectrophotometncally at 4.14 nm.unt1l:the opucal ,cacodylate buffer (pH 7.4). The pellcts· were ·osmicatcd, 
density re.ading oí .the 1:16? .dilution. of .the. pósitive 'conlr()I '.: :stain~d en bloc with uranyl acetate, dehydrated, ánd cmbed­
on the fus1~n prote1~-conta1~1~g "'.ells.mmus.the b.ackground · ,ded in Spurr's resin. Thin sections wcrc cut, slained with 
on thc camer protem-c~nta1m~g wells ':''.ª~ equ.al .to ~.5.'.The . uranyl ~c~tatc-lcad citrate, and viewed with a Philips CM 10 
plate.s were th~~ re.ad 1mmcd1ately.·A ser.u!":d1.lut10.n ..vas· .. trnnsm1ss1on elcctron microscope. 
~ns1dered pcsmve ª!•.he net absorbance (fus1on pr.ot~m well · Nuch:otidc scquena accesslon numbers. The ospC se· 
mmus camer protcm well) was 3 standard deviauons '. or quenccs from B. burgdorferi 2591 and B31 have been as· 
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FJG. l. Coomassie blue·stained polyacrylamide gel (A) and im­
munoblot (B) o!sonicated B. burgdoifcri :!591 (Jane Al and B31 (Jane 
B). In panel A. the arrowhead indica les a prolein band correspond· 
ing 10 p23. Molecular mass (in kilodaltons) markers are shown on 
the right. In panel B, immunoblot rcac1ed with serum from a patie01 
with earlv Lvme disease. The sccondarv antibodv is goat anti­
human 1gM. • Arrowheads designa te bands corresPonding to the 
41-kDa flagellar pro1ein and the 23·kDa (p:!3) pro1ein. 

INFECT. IMMUN. 

the 37-, 39-, and 75-kDa antigens from both strains {Fig. lB). 
However, only with the· __ strain·:259Lsonicatec was there 
detectable Jgl\1 reactivity with,thc 23,kDa protein {Fig. lB, 
lane A). No i1dditional antigén rcácüvity wasdetcictcd in the 
lane containing thc sónicat,e)'.f.§1:,ai~ B3~:fü ·:;,•,\ ; 

An initial attempt toobtam a panial,ammo ac1d sequencc 
of p23 by microscque'ncin'g of the"¡iíofoiri"iifier ,frarisfcr to a 
polyvinylidencdifluoride m~mbran,c.;{l?J .. rc'.".cal_cd:a·.btockcd 
amino terminus. Thcrcfore, p23 ,was punficd .froma prcpar­
ative SDS-PAGE by elcctroi:ti'l1ion'>far;Clí:avaee •.to allow 
isolation of interna! rrágménls' óftlie prciíciíi forseqüi:ncing. 
An initial attcmpt at chcnúcanragrnctÍ.taiióíi Y:·ith cyanogcn 
bromidc did not indicatc a significani:é~á'íige in'p23 moliility 
on SDS-PAGE. Conscquently;·ihc'pipteiÍl was digcsted with 
trypsin, and two rcsultan1:'pe¡iíi~~;,fragnii:'ri1<\\'.crcjsolated 
by reverse·phase HPLCa~d.~~9ue_n(:,~d!(th~:·se_9~enc;es of 
the two peptide fragments;'pl ~n.d p2;·~r~;_sh<?wn mF1g. 2). 
Comparison of the sequen,ces'<!f~h~;,two p,~ptJde fragments 
with published scqucnces ofB.''.burgdoifen genes revcaled 
that p23 was homologoiis tiúhe'pC proteiri'i5olatedfrom the 
European B. burgdoiferi PKo (11):.,This homology permitted 
thc synthesis of a pair of dcgerieraté"oligoriiié:leotides in the 
appropriate oricntation fa(amplification py PCR~of a 104-bp 
product from strain 259l:ge_nomic_Dl'.'.oli~>:'oThis_·product was 
radiolabeled and used as a··probe Jpr'cloning ·a. 3-kb Pstl 
fraement. DNA sequencc aríalysis-of the3:kliPsrl fiagment 
ideñtified an open reading framé"éncóding' a 212-amino-acid 
protein with an estimatcd.motéé:útaüríiíss of 22,250 Da {Fig. 
2). An identical mátch between the •predicted ,amino acid 
sequence of-this'gene :·and(thé?scquence;or .both peptides 
confirmed; this seqüénce);to b·e: the;ge~e· coding far p23. 
Comparison of p23 fiom strain'2591 with pC from strain PKo 
revealed. 83%- identit)•;-by; micleotidé· sequence and . 75% 
identitv. byfamino\'acid • sequence (Fig •. 3). These results 
strongÍy. su!Ígestcd thal p23 is a homologous protein to pC 
first isolat,ed.in Europc;· with the difierences between the two 

sil!lled GenBank accession numbcrs U01892 and U01894; proteiiis''répresentingOintérstrair¡' divergence. · : .. - .. 
respectively. :. ~ An "additional '185-bp rcgion upstream of the AUG trans· 

· latióri stan codon"óf;the·p23 open reading·frame was also 

n"SUL:rs· ':' .· .. ··•.· .. ·•·-.••.··,'_·: se,qucnccd {Fig'12):\:rhe;a,nalysis of this region revealehd a 
~ · . .• putative promoter_containtng consensus -:-35,and -10 ex-

Serologic ructivity "ith pl3. lmmunoblcit analysis. \\;a's.. .. ainer sequerii:es }rom E. coli (20) separated by 17 bp, as well 
performed on randomly selected sera from .79 patients who_ , ·as .'a cons'ensus)ibosomal binding site sequence (12) 9 bp 
tested positive by ELISA far lgM rcactivity to B. b11rgdor- · upstream of the.;start, codon.' , 
feri. The Connecticut strain 2591 was used as the source of:· -:,,.Transcriptional start site •. To confirm whether the identi· 
anticen for both the ELISA and immunoblot studies.: The · fied · piitati,•e : picimoter · sequence was the active site far 
bands most commonly seen on lgM .immunoblot_ cerré::: _,transcription'•'_otp.:?3,''primer e"1ension analysis was per-
spondcd to proteins with molecular masses of 23, 41, 60, 66; formed tó.ascenain the transcriptional start site (Fig. 4). \Ve 
and 31 kDa. The 23-kDa band was prescnt in 98.7% (78 of 79) used a 11:nicr primer and RNA from strain 2591 and mapped 
of the immunoblots. In 15% (12 of79) of the specimens, the .... the majorji.?3 transcript start site 20 bp upstream of the AUG 
23-kDa band was faund in conjunction with either the 60- or;.. uanslation start codon and 7 bp downstream from the -10 
66-kDa band. The 23- and 41-kDa bands occurred ·simutta:>> 'hexamer {Fig. 2). Longer exposure of the autoradiogram did 
neously in 82w (65 of i9) of thc serum samples. The 41-kDa·:,.,.. · not identify the presence of any longer transcript, suggesting 
band was never present without the 23-kDa band. · · : thcre; wcre. no additional upstream promoters significamly 

Molecular characterization of pl3. Analysis of the strain ; , _contributing to the )ranscriptional activity of thc p23 gene. 
2591 sonicate tw SDS·PAGE stained with Coomassie blue' ·.·)\Express.ion ofthe pl3 recombinan! protein. On the basis of 
dcmonstrated tlÍe expression of an abundan! protein (p23f .,_our. knowledge of the complete coding sequence of p23, 
with a mobility corresponding to a molecular mass of ap- .;, "oligonuclcotide'primers wcre synthcsized to amplify p23 by 
proximately 23 kDa {Fig. lA, lane A). Examination of.the , :P.CR;from;strain 2591 genomic DNA for expression in 
protcin pattem from B. b11rgdoiferi B31 isolated in North " recombinan! farm; To avoid potcntial dillicultv during isola­
America dcmonstrated the lack of a detectable 23-kDa tion of the exp~éssed protein, primers were sélected so that 
protcin (Fig. lA, lane BJ. Both strains had been grown under. ,thc 2_0_ amino acid re_sidues composing the lcader peptide 
the same conditions. An immunoblot of these electro: . wcre delcted from thc final recombinan! product (4, 11). The 
phorctic pattcrns with serum from a paticnt with :m carly amplificd p23·encoding product was insertcd in frame wirh 
stage of Lyme discase demonstrated strong lgM reactivity to '!h_e cai:rier P.rotein of .the expression vector pGEX-2T. After 
the 41-kDa flagellar antigen and rclativcly weak reactivity tci . mdu~tmn \\'1th IPTG, an approximately 46-kDa fusion pro· 



Voc. 61, 1993 OspC FROM 1\ NORTll AMERICAN STRAIN OF 11. BURGDO/IFERI -AGW.V.':'TTAG::.F.':'AT':'':'G:iCTTTGC':'':'/.TG:'CGATTTTA.V..\TCAAATTMGTCMTliTT::"TTCAAATTCTTCMTATT eo 

~ -=lL ~ 
Tlr.TTCAATATh':'':'GAA':'.MJ.TTG""'11.M1.':'Tl.TT6TTTCAAATMJiAMTTGMAMCAAMTTGTTGGACTAATM':'':C ·t~O 

., ' H: K::·~:·:N~·T\i.'.;~:.<Á·:·:.1 i.::.-H :(i. :~---L·.-:·r.~_'.I·:~·s···'c 

AT~ :~~:~~:~~~~: r:·v:~:~;:~-~:0~;,7r.~_~:~:~;:~t:·~.I~·~J:~y;~~~~;rTT: ~'~-º 
GTAA':MTT:::lt.~G.\TGGGM':'hCh:CTGCMA':'':'CTGCTGATGliGTC':'GT';'Mlr.GVGCCTlt.\TCTtf.CñGAMTI> . 320. 

' - _, ;; ' ' '. ;t ~;;-·.- ,,·;.·«.,-.~-~,, -, - pi , 

s lt t: :.·T ·t_:-·s ¡..· ... -\ .. v.:~·L,. ,.·:,v ,,·.·t··V·;-&¡-:•···L'-·L·. A--oS -I .. D -E.-\',--· 
hG':'l.Avv..AJ. T7.t.chGM':'CTMCGéÁ:tTTG':':'CTCGCCGTQ.AAGAAGTTGM>.CTCTGC':'TGCATCTATAGATG.V.CiT '~00 

· · - - -· --·· ' - -·-c2 ··.·' .. ··. ··-.. ,. ·.; ·"'" · 

~A' 1.:·G-. ti,d. -.1 A.:o;,H--.G~-Litl.~A,\-,G~~A,oN/0~-'.N ,G-,s. ,L .. L. A ·G 
TG:':'MGAMGC':'A':'':'GWAATTTGñTAGCCCM.MTGG':'':'TMJ.TGCCGGTG:T.V.TCAAAACGGA':'CATTG':'TAGCCG 480 

A'. y \' I s--~.':' ~L:~,'; ,_,,.l;ú·c~;-;{:~~~~ii\~~~-~<-~i~·::'t~~E}~-~{L-~:;~<;;~~-E)i" ;'/E::;_: , ~ .--

~:~=:00:~:·=2:~c:;:~z:t.':::~0;;9:~70~~~7t~'::;:··r~"º·· 
G.;tG:":';.A;.J.AATG':'AA~GCA":'•TACTGhTAM.CTAMAAGTAGTCATGCWAACTCG::>TA'!'AG::GMTGGñG:::':'GC &.10 

T~::~:~~!º,~l~~~.~~;#~l;:~~~~r~~~iTfü~THi~~~:~~~~:·~·•?·· · 
TTWJ.TCAG:'~C':'TGTCAA.AAGC.t,,GCTCMGAIJ.C\~MATMTTCAG':'':'.v..AGMCT':'Ac:AAG':'CCTG':'TG':'G. eoo 

5101 

. . ~~i~~:--''.:;i~fü/·1 .. _ :/·,~;-~,1~:·:i~?.·:;"<;', .·.·:· .. ,_~;,:}r '::- .. . -.· . : ~·· . 
FJG. 2. Nucleotide sequence __ of p.23.--gene __ fr~~ s~~ain).59~ .. -The_ dcduced _amino acid,~equenc~ in"single~let~er design~tion is also shown. 

The sequences of lhe.two 11yptic:pep1ide;fragmerits obtaine~ froin'2591:(pl and p2)_arejndica1ed by la.beled arrows·above the sequences. 
Consensus -10 and.J ~35 '.. prom'oter; ~ex.amCrs (rom :E.\coli ·. 3nd ·· th·e .. consCnsUs.: IJbo~or:nal" ~inding :site: (~.eavy underlin~) are s~own. Thc 
do"'nward·pointing arrO~~e:ld_ desigi:ia'tes the~ tian~~ripti_~n-al s1art ~s~te as dcúen:n!.rled b); pririie~ e>.1enSion a~al)'.~is:·-.ThC ~equence betwcen the 
horizontal arrowheads. (nucleodde.posilions,60 tci) 13) designatesJhe deletion. in'strain'831:'cThe:séquenée complementary to 1he 17·mer 
oligonucleotide ~sed.far pri~e(ex_tension·and ~orthem bici anaiysjs is shown .~n ~ldface print (nucleotidc positions 242 10 :?58).,_The stop 

codon (TAA) is m~.rk~~.~Y,~n',~s1~ri~~_:_··-·.:··.·.'.·,:.-.·''.'.·.•· .. ''; -,~;; ;c·1; • '"·,éc;'~ '''i; "tr:·' :.;,.;:,;..,,,_"·;'U" w~~,/~ . 
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tein was obtained:\The fusiÍÍn.prÓtéin;~·as'¡iuriñed fron:. thé 'an immuÍloblot/;Adsorptfon did noi áfféct the scrum's reac-
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FJG. S. Removal of lgM anti-p23 reactivity from serum by ad· 
sorption \o.·ith recombinant p23. The lgM immunoblot of sonicate of 
B. burgdorferi 2591 with patient serum after adsorption on glutathi· 

FIG. 4. Determination of the 5' end of p23 mRNA from B. one beads aJone (Jane A) reveaJed strong reactivity "'ith native p23. 
burgdorfcri 259'1 hy primer extension analysis. The size of the Lane e shows reactivity of serum after adsorption on carrier protein 
reverse transcriptase primer cxtension product of p23 mRNA_was'.~. · :~auached to' glutathione beads. Lane C shows c.onlplete removal of 
comparcd to a DNA sequencing ladder of p'23 from strain :?.591.-.Th~. ·: · "serum.'s reac~ivity after adsorption with p:'.?3 fusion protein attached 
analysis was performed as described in Materials and. Methods.;· ·.- ··.ta·glutathione beads. Reactivity with other proteins inclu_ding the 
Lanes C, T, A, and G represent DNA sequencing reactions with the':',,, : 4l·kDa flagellar prolein was not affected. 
appropria1e dideoxynucleotide triphosphate by using the same 17_".''·.:/' .,-_:·. <.·-.. ~ · .-
mer oligonucleotide primer used for primer extensian· ... ~r ~RNA~\.::>~;~·::~;:-: · · ·) ,: ·-·-:<-
Lane 1 shows the primer extension product. The sequ·e-nCe_to-_the_\_; ·. · . _. -~:--';>> .. -:>~ 
right of Jane 1 is the sequence in the region of the S"end of p23 ce: 7by' str~in 831, we proceeded to. clone an'iJ.'seque_' ne. c .. the p23 
mRNA, and the arrow indicates the residue at the 5', end.of the'' 
extended product. gene· from strain 831 in .. the same · fashion 'as·. wC.had done 

::./.:, · previously for strain 2591..Comparisoriofthe'déduced amino ,:· .... '.'. ;:;¿ :· ,'>acid sequences of p23.from strains 2591iand 83.l as well as 
' ' pC from PKo is shown in•.Fig;'•J, p23 .froín strain 831 was 

selected for use in immunoelcctron mlcros~op;,'~f"~t~áíii.: found to contain 210 amino acids; 2 less:thari the other two 
2591. As shown in Fic. 6, p23 was found tobe expressed on . homolocs; and-sháres 80% umhio acid ·séquencé" identity and 
the outer surface of .the. spirochete,'i'A;: ccmt,rol ¡isotype; , 85% nucleotide sequence identit)i with' p23from sfrain 2591. 
matched antibody did not bind (data not shown)>In addition~ > . Cómparisonof. the: proteins',ffom, tll<threé str3ins showed 
MAb 4D7F5 did not Ja bel, strain-831; confirming tlie Jack of conscrvation: ofsequénce, at:the 5'.i(mostly: Jeader peptide 
expression of p23 by this strain (data nol_shéíwn):' , /e::• : ,: sequeríce) and 3'.,•ends o(the)rotein/,~ith ,iricrea~ed vari· 

Molecular derect in p23 gene from slrain BJJ; .The Jack of ·. ability in the cen,tral. region:E::\~~f:f;~;(!\:¡j)y~;~;~{•(' . 
reactivity of the sera and the MAbs to bcith the B31 sonicate .· . ·,"Analysisof the 831 DNA sequence 5'.to.the codtng region 
and whole organism led us' tó: investiga te:' ih.e 'molecular.: of p23 revealed ii" 54,bp-- deletio_n upstreaín· to __ the: consensus 
rea son for the Jack of ex-pression --of; p23;in , this strain. --, 7 10. and ::;: 35; ¡iromoier, sequénces"fiiúnd' to--be' the active 
Northern blot analysis forp.?3, mRNKrevealéd.thé strong - promoter region itrstrains 259Pand B31;·:,The finding of this 
expression of an approximately 700:bp trariscript froín strain :< deleticin in"cl.ose'-pioximity to the'functioniíl piomoter region 
2591 anda vef)' weak signa) of the same size from strain 831--•' suggcsfod the.Iossof an erihandng element which results in 
(Fig. 7). faamination of the RNA stained with ethidium , Jow transcriptioni:tlactivity of p23 and lack of expréssion of 
bromide had revealcd that an equivalen! amount of RNA > the p23 prcitein 'iñ strain B31. · · .· 
from each strain was Ioaded in the gel and that there was no· , .·;;,To·:confirin" that: the p.?3 gene from B31 could encade 
appreciable degradation of the RNA; In addition;·: primer:'·· ,_iintigc.nic'prot.ein, the coding rcgion of p23 was cloned into 
extension analysis also suggested a significantly reduced ::-- an ex-pression vector and expressed in E. coli as a fusion 
leve) ofp23 mRNA in strain. 831 (data not shown). Also; the·:•:-:· pro1ein>The 'recombinan! p23 protein derived from strain 
size of the p23 primer extension termination. product from ·. 831 was as strongly reactive with sera and the MAbs as the 
strain 831 was found to be 1 base Jonger than the transcript native and recombinan! forms of p23 from strain 2.591 (data 
from strain 2591 (data not shown). To gain a better under· not shown). 
standing of the rcason for the relative Jack of p23 expression . Use or ncomblnant p23 ror testing or sen. On the basis of 
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FIG. 6. lmmunoelectron micrograph of thin-sectioned B. bu1f:do1feri 259! labeled with 4D7F5, an MAb with reactivity to p23. 

l..DCalization of the ~t.\b was detccted with goat anti·mouse lgG conjugated to 10-nm·diametcr gold beads. Thc immunogold is seen along the 
outer surface (scc insen of cross-seclion view). Bar, 0.1 µm. 

our observation that lgM reactivity to p23 may ti~ a signifi:'. .. stro~~Jy po~iti~e.b}i,tlie r~coÍnbinantp23 ELISA. Sera from 
cant serologic marker far early stages of Lyme·dise·ase; we.· · •fivecpatients:'withósyphilis, 10 .patients with high-titered 
proceeded to test the feasibility ofusing recombinan! p23 in : .:rheumatoid factor;-5 patié.nts.with Epstein-Barr virus infec-
an ELISA. We initially. tested sera from :1s. patiems with • tion;and ID patients:with.high-iiter antinuclear antibodies ali 
clinically suspected'Lyriic diseáse and positive lgM immu- tested négativé'\\•ith'this assay:-:AJI ofthese sera also tested 
noblots with a minimum"ofthree)ositive bands including negative.when·examined by:.immunoblot with a sonicate 
reactivity. to p23;· Ali 15 of· these serum samples were from strain 2591> '> 

. ;: .·<::}j;,_ 

A B 
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FIG. 7. Nonhern blot analysis of p23 transcript. Total cellular 
RNA (IS µg per fane¡ was isclated from B. burgdorferi 831 (Jane AJ 
and 2591 (Jane B¡, fractionated in a formaldchyde dcnaturing gel, 
transferrcd to a nylon membrane, and hybridized to a 17-mer 
oligonucleotide bascd on the sequence of p23. The arrowhead 
designares the p23 transcript. The positions of 23S and 16S rRNA 
are indicatcd. 

DISCUSSION 
e • '• • •' •<, 

Establishing the diagnosis cir Lyme di~~ase continues to 
rely on serologic confirrnation of exposure. to the causative 
agent, B. burgdoiferi, in the sctting of cháracteristic clinical 
findings. Recognizing Lyme disease in the early stages can 
be difficult, however, becausc these patients may not mani· 
fest the characteristic rash or may. havc. only· nonspecific 
llu-like syrnptoms (25). This difficulty of diagnosis is com­
pounded by the delaycd emergencc of a humoral response to 
the spirochete as detected by available scrologic tests (25) . 
These tests, which currently lack standardization, also do 
not rcadily distinguish between reactivity to B. burgdoiferi 
proteins and cross-reactive proteins from commensual or 
other pathogenic organisms (13, 16). Delay in establishing 
the diagnosis of Lyme disease in its early stages is clinically 
important because timely institution of appropriate antibiotic 
trcatment can prevent the serious sequelac from Jhis poten· 
tially chronic infection (7, 26). 

lnitial studies wilh immunoblot analysis of paticnts from 
North Amcrica with the early manifestations of Lyme dis· 
ease found lgM rcactivity predominantly against the 41-kDa 
llagcllar protein of B. burgdoiferi (3, 6). Detection of anti· 
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body 10 this protein, howevcr, is not specific for Lymc Al this time, thc cvidencc supponing this conlention remains 
disease, as flugcllar protein scquences are conscrvcd among circumsrnntial. Additional supponive documcntation of a 
spirochctcs, inciuding the oral pathogcns found commonly in regulatory element of lranscription in the dcleted sequence 
periodontal disease (l i) .. · · . , . would require gene transfer tcchnology which is currently 

In similar studies of patients in Europe, utilizing diffcrcnt unavailable for Bo"e/ia species .. ·. .. . . .. 
strains of B.,burgdoifc,r.i as .. the' source of ántigen, .IgM was Recently, Marconi et· al. (18). and · S:ídziene 'et al. (24) 
most frequently'detect.ed against an abundant 21- to 22-kDa localized the ospC gene 10 a:26-,10.27-kDa circular plasmid, 
protein, which was designated pC (32¡; A majar protein with the first gene mapped to ndrcular plasmid in·B. burgdoiferi. 
this size was detected in approximately 45% of B. burgdor- Marconi el al.· .. mapped. the 'gene,;by,.c;using': a:;.v.ariety of 
feri strains from Europe but only ºrarely observcd in North electrophórctic separation tcchniqúes and Southéin blouing. 
American isolates (31, 32). Sadziene et al. used á gróup·ofBJl:dcrivcd isolates·which 

Recently; Dresslcr et al. reponed thc most prominent lgM contained thcirJin.ear.éhromósóme and'circulai plasmids but 
response in· American patients wilh early stages of the had been ºamibod\• selei::ted fór~ tlii!Jóss'óf'a .variabJC numbcr 
disease was .10 a 21-kDa protein (10). This protein was of their linear plá¿mids'.·' Sadzicne ''c(al :1'alséiJound ·a corre-
reponed to be reactive wilh an_MAb specific for pC. This lation of an isolate's'abilit}o.11{ex¡Íies·s OspC,'á'n'd the loss of 
finding contrasts with this same group's previous finding of a . a Jineár pfasmid.of:;l6. kb:(IP·.·.16) ..• Tlicy;hypo'th'esizeífthát a 
predominan! early response to the 41-kDa flagellar antigen : protein .º'.)' Rf'o!~·:'·~'ncode,d.r bY;oilp,~l.6:<'n;ia~~~~c.ti~n j:as a 
(6). The discrcpancy between these two findings was attrib- · repressor'of·ospC;<express1on;"Loss,of;this;plasm1d,co.uld 
uted to different antigen preparations despite the use of the thereby leád tó.,~he' léíss,<>frepEe.ssió§ ánd;ne.~)x1)ri:ssion of 
same isolate, highlighting the potential confusion introduced the. protein:·. Jn"addition; .. thesednvestigators noted ,thatthe 
by the current Jack Of test Slandardization. , Joss OÍ Jp'l6 aJso,Jed:to a'faiJure OfÚhe'mut:iÍÍI to'grm\'~on 

In our laboratory we have fourid IgM reactivity predomi- salid mediúm.)~íerestingly; in a rcC'énúc¡ión~WilskC ei al. 
namly to a protein with a molecular mass of 23 kDa (p23) in described :ihe;'ne\.·:;cx¡iressionfof' OspC;by:.nóncxpressing 
sera from patients with early stages ofLyme disease. In our isolates afú:r their cro\\;th'on s·olid.medhim (30):·The molec-
serologic tests we have used. a Connecticut isolate, B. · ular reason(s) fer thése' cha'nges inºgrowth requirements and 
burgdoiferi 2591, which produces an abundánt protein with how. they:may:affect;thé';·regulation· oLthe expression;of 
a size of 23 Da. We therefore sought to identify. and proteins inciudirig OspC is as );et unexplained: How these 
characterize p23, comp.are .' it.~ to the,éEuropcan. pC, · and findings and ours may relate to each other in the regulation of 
express it in recombinant. forrn: fer. testing in·. an easily ospC transcription remains to_ be elucidated. · .. 
standardized assay for .tlie detection ~ofascrologic .response To .deterrninewhether the coding region of ospC from B31 
in early stages of L~·me:oiséási::-,.·;,,. ·'.Y : · is capable :or encoding an immunologically detectable pro· 

We cloned and sequenced the p23 gene from stráin 2591 tein, we exprcssed recombinant OspC from B31 in E. co/i. 
and predicted the protein ID c<mtain· 212 amino acids with a We· found, thal. patients' sera and MAbs reactive with p23 
molecular mass' of..22,250.kDa'; Ccimparison of the nucleic (OspC) from sira in 2591 were strongly reactive with recom-
acid and predicted amino'acid seé¡uénces ofp23 with those of biriarit OspC from strain B31. Because of the observation 
pC from the European .is~ó.latelKo reveal.ed a high d~gree of that p23 from strain 2591 is an early immunodominant target 
homology (l 1): Fur.therrnore;:as recentlY,reponed for pC, we:. . of the humoral response in Lyme discase, we produced a 
have localized p23,to tlie~outer",surface of259J'by immimo- :; · iecombinant forrn of the protein for testing in diagnostic 
electron microscopy(30)¡:,Thus;p23and pC ~rehortlologs~f-· .. assays .. Preliminal)' studies \\ith recombinant p23 suggest 
thc same outcr.surfáce:prótéin;·_OspC:f;-,:,,.'.,,·,;: :t-L'°i.'i':°.:>c that it may be a sensitivc and specific amigenºfor serologic 

During the cóurse'of thése~studies; we confi'!"ed thelack :·, · detection earlv in disease. In addition, immunoassavs which 
of expression ofOs¡iC by;strain. B3,l. an· isolate',\vhich· has .· utilize recombinan! forrns of anti gens have the addéd advan­
been commonlfused'anlie sóurcé of aniigeÍl for,'l:ommer: ' tage ofbeing easily standardized: Currently, we are extend­
cially available·serolcígidassaysdn:North;Añierica:';Stráin ::' ing these studies and are optimizing the assay to assess the 
B31, as well as strain 2591;' belongs: 10".genospecies V B.· · limits of early detection. · 
burgdoiferi sensú stricto; whereas~ strain PKo belongs to " 
genospecies Ill; groúp VS461 (l; 29, and ·unpublished're-: · 
sults). We could not detecl expression of OspC in ·a"B31 
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lnfcclion wilh Borrrlia /111'71dr>rferi, thc eliologic agcnl of Lymc dise:a~~. i's"asso~l.•trcd wilh mt earl~· anti 
dominan! humoral response to lhe spirochetc's 23-kDa oulcr suñace prolein' C (OspC): Wc ha\'C doned and 
c>:presscd OspC as a fuslon prolein In Esclwric/1ia co/i and h¡11·c.sh11nn 11ta1 palien! serum samplcs react witlt 
it in an enz~·me-linked immunosorhenl assay (El.ISA) (S. J. Padnla;A; Sanipieri.:F. mas, A. Szczepanski, and 
R.\\', Ryan, lnfcct. lmmun. 61:5097-5l05. 1993). N11wne ha\'C compared.thé,détection of B. h11'71tlorferi-s¡1ccitic 
immunoglobulin :\1 anlibodics in 7-1 indh'iduals with cullurc-posilil'• er:¡'thcma'n1igra.ns ti,' a "·lmlc-cell ELIS . .\. 
immunoblol. and the recomhinanl OspC (r0spC) ELIS..\. Se•·cnh·-.six negalh'C c.onlrols"were also studied. With 
ali of the tests. there was a stalistlcally sillnificant associati¿n. bci»·ccíi'.ihe:'Íluraifon. of discase and the 
frequency of a posilh'e result. With tite rOspC ELISA. the predicth·e rnh1c'of a"'¡iósith·e tesl ll'as IOO'."c and thc 
predicth·• •·alue of a negali\'e lesl was 7-l<:C. Simihtr resulls were ()ht:ÍitÍed. "iilÓhe \Í·holMell ELISA and with 
the immunoblol using as lite source of test antigcn a slr:iiti of B. burgdorferi;whkh exprcsses abundan! (e\·els 
of OspC. We conclude that thc use of rOspC in.un El.ISA is'a:con\·enienlÚeadilrautonrnled, and casily 
standardized test for the serodiagnosis ofearly Lyme disea.s.e;: >· -'.·/>--·:;:;, ,:· · 

.,,~"/¡ 

Lyme discase is a mullisystemic illness causcd by the tlck: :< s6'rum;·~iini~l~s rig~1 ~ali~n1~· wiih Lymc disease "reacl in an 
borne spirochcle Bo"eliu burgdoifcri (4, 7, 26). Early manifCs- . erizyme-linked immunosorben.1. assay .. (ELISA) · wi1h rOspC 
1a1ions of the infection include an expandingier:1hema1ous -, (20):' !ri ·11ie.¡)resen1 siudy, .. we co111pared.lhe'détcc1io'n.of B'. 
rash al !he sile of !he tick bite. ca!led er:·1hc111_a}n.igranS'(EM). _.: btirgdoifcri-spécific' lg~l •a111ibodiés· in:páticnts with: culture­
and a nonspecific flu·like illn'ess .. (25)." Reco· .. gnitiotÍ ·.·.or: 1hé ":: · positive .EM .b)' a \1·hole':ccll '(\VC) ELISA; immunoblo1. and 

1 

dis1inc1ive EM rash is important;-as prnmp1.1reatmcn1" with thé 'rOspC EL!SAJ .... · · .. ,_:;,. ; .. ,.. :o::; : .. ; ,-.... -. ·· · · · 

~~~;~¡;!~~~ ~~:~~!~'.ic~r u~~~~~¡;,rse:.~~:!, 1'6;~:~~ .. ¡~~t~:!~~~; (- -. . ;'.; ,; ... __ . "_:;L /·· 
(27). E~1. howem. may no1 be recognizedin sorne cases·of; : ·.' .. 

1 
':fMATERL~LS A,';¡j l\'1fruons :;o, 

. : !-~~~y~\~~~s;~;~~;~~u~f b?~~h~a~~'.i~id1~d~~~1~i:~~~ri::s~f .. · ,.., :~~~~;.·t~~~~'.<i'~~'Htii';f ~ff;t~~~;~~~§~'~tm~,l~s.from 74 
1 developmcni of a skin lesión mayaccount-for'.thc:.variable ~;indi".iduals' with HC'lii:·~Uof;thcsc:éáscs; B/buigdoiferi.was 

.recognilion of EM in patients "ith Lyme _ discase.ó;::: ,:,:::,i;.·.; .. ;' ,:; ./)cúl1úred "frcim 'a' biop~: spei:ini'cn 'of' tlie lesional skin.' Serúm 
L In P~!ients with~u1 ! hrecogniz;~ Elld~ but·s~spect~d /JfhavJíi'g (,samplcs'.wereobláined from'1hc:cen1ers'for Disease Control 

yme 1sease,es1a is mento t e 1agnos1s.1s.us~a l{depcn: .... ':iand~Pm•eri1 .. i.On;:Fon Co.1.limi;'.co.lo.:::T. hc'iridivid .. u.a.ls,ha.d. cori- .. 
dent on serologic confirmation ofexposurc·foB:.búigtloiferi. ·- · • ·· h" . · .... - · · · · " · ·.. · .. · · · 
Accurate serodiagnosis, howel'er:·.has·· been·.:·co.mplicated 'tiy: -;: tractcd 't .e:mfectton":1~{the::nonh.eastcrnfand¡midwes1ern 
delayed humoral response afier infecii.o.n and b.i·.a .. ntib. od .. ies t.o.:/'jfcUnited ·s1á1es:::..;rhis{groiipiiné:Iuded:·groúp';Ia;•"'i1.h'iserum · 

h b · · · <;';;'sámpl~s'ficim 20 pá1ients at th'e 1imé of EM,Thesé' iÍldividuals · 
o1 er acteria which cross-rcact with proiein·s froín 'B: bürgdor;' ... could noi.~ivc a réliablc.es1ima·1e óf tlié'aúrátiiin of the rash. 
feri 119, 24). Bolh !he lack.: of. standárdizátionl:or.;antigen ;: "2: but the rash was present'whcn serum ·samples wcre ob1ained. 
preparalions used for testinfand--rioncoíifiirmiiV' iri interpre~', . - , , - . 
tation of results have also contributed'.fo thecconftisióíi sur'· ... ,, ~r~ups lb; le, and Id cons1s1ed of serum samples from 54 
rounding ihe serodiagnosis of this'diseásc (15) .. : '{>:~:~:'.·' :c:;:;<;,J';;j.',,.;:'"d!v~dual~. wh.? "'~.re able1 1oaccura1ely state. the, nui:ibe~ of 

Using immunoblots of lysaies fióm ·B. :'burgdoiferi 2591, · we;c".>dª)f .... be~ een.;..the ·; onset ;. of, EM .. and .• thc, llme; ~era . "ere 
found predominan! immunogloliuliri'llt(lgM)irea~th·i~; lo'a ,>:~~b\amed. g'.oup.lb, 19 serum sar;i~l_cs a1 1 to 7 da)S, g~oup le, 
23-kDa protein in serum.samples'from,pa1ien1s'wi1hiearh'L:Sf;-O~erum;samples 31 ,8,to.19 da)s, and g:oup ld, l:i se~m 
Lyme disease (IO, 20).';_We doned ánd.sequénced:thegené;;: :t;•~i:iples.at-~O;~º ?~ d.ays.All.of the p~uenl~ had rece1ved 
cncoding this proiein and found'.thai•i6is•Ospc;fori:'oúiér;: .. ;¡trea.1m~nt.w11h anttb1011cs upon prcsen1at1on w11h EM. Group 
SUrfacc protcin (20): ·,,Wc ~'.e~presscd ~o rec~mbinant i¡{QspC/_ ·.:•~2 CO~.SISled OÍ COntrols asJol.l~ws; gro~p 2a, SC!Um .samplcs 
(rO,pC¡ as a fusion protcin ii{EJchericl1itl"co/i and slíóli·ed 1h'á1;;_,fiº~lam.e~ .rrº"'.,20 heal1hy1~d1v1duals Wllh no p:1or h1story of 

__ .. '" .•. ~:'~t ;~f<)!f ci~·.;:~.·)¡'.": ;,~:;:~~~~">?~~~~~~;;~~~º;~¡¡:¡~:~ ::.~r~~e~~1tt~~ d~:~:e5i~ 
.' .C:urrc,ponding auJhor. ~luiling ~dd;~ss: o'~J;.~ri1~n; ~¡ !.1~.iici~c:: ·.·. :no! endem!c; and.g.roup 2.c. serum samples from 6 paticntswith 

~""º" uf Rhcumatic Disea'>Cs,. l'nivcr>iJy. of..Conncc1icu1 ;Hcailh ,:. <severo pcriod~nlltts. l'a11cn1s with pcriodontitis. havc chionic 

120ntcr, 2r.3 Farmington Ave., Fuminglon. CT.flf'.030·.13.IU. Phonc:'~.: .,: cxpps.ur~.to h!gh lcvel\ of ora.1 spirochetcs and can· dcí·elop 
PA~ <179·3290 .. Fax: (203). 679-1287. Elec1ronic.c ma11- address: , anubod1es wh1ch crms-rcac1 w11h pro1eins from B. burgdoifcri 

ULA~MllCG.UCllC.EDU. (19). Ali serum samplcs werc s1orcd al -20ºC prior to analysis; 
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Spccimcns wcrc tcstcd without knowlcdgc nf thc status of thc using a sonicatc of /J. hur,;dorfrri 2591 wcrc pcrformcd as 
donor. prcviously dcscrihcd with sume modifications (W). Sixty mi-

Antigcn prcparation. !J. lllt1'!itlmfrri 2591, originally isolatcd crogrnms of spirochctal protcins in loacJing buffer contuining u 
, frnm u whitc·fontccJ mousc caught in. Eust HacJdam, Conn., final conccntrntirm of 0.5% i.ndium dodcc\'I sulfate •nd l .25';; 
. was ohtaincd from thc Cnnnccticut Agriculturnl Expcrimcnt 2-mcrcaptocthannl was hc:itcd al 95'C for 5 min :ind clcctr< · 
Station, Ncw Hal'cn, Conn·. (2). Thc spirochctés wcrc grown in. . phorcscd in a rfürontinuous l 2% polyucrylamidc-sodium do-
BSK JI mcdium in a closcd flask at 33'C.for·ICJ 10.J4da1•s1is·' ·dccyl ·sulfate gel (1.5:mm·thick gel. plutcs (8 by 18 cm). 1111d 

'prcl'iously dcscrihcd (3). Thc gene cncnding OspC \\':is clcu1cd , · 130-niin prcpurnti\'c comh) using a \'crtical-slab clcctrophorc­
from B. burgdorferi 2591 us prcviously dcscribcd (20). rOspC · sis· unit (modcl SE 640; Hoefcr Scicntific lnstruments, San 
was cxprcsscd as n. fusion protcin ,wi1h._glut•thionc•S:fri1ris-, ·.Francisco: Culif.) al 22'C for 2.5 to 3 h at 120 V with buffers 
fcrase at the amino terminus to facilita te its purification from •·· · · described hy· Lacmmli (14 ). Proteins wcre transferred from thc 
E. co/i protcins as prcviously dcscribcd · (20). • Glutmhione. . gel tó anitrócellulosc sheet (0.2-µm pare size; Hocfer Scicn­
S-transfcrase was ulso exprcsscd und ¡mrificddn exactly:the•(:: tific lnstrumcnts) with a Hocfcr TE 62X Transphor 11 al a 
same fashion as thé fusion protcin fór use us·a:·¿o·mrol i.n'. thc.:': ·constan! ·currcnt of 500 mA al 22'C for 2 h. Thc nitroccllulo<c 

· EL!SA. · .·. ·-·' ... --::::;-: \. '·'::· :':'.::. ;'h'. .. •> shccts "'ere·incuba1ed O\'cmight al 4'C in DPBS with.2',(. 
WC ELISA. The ELJSA for lgM .and lgG unu-8. burgdoifen.'!:·, powdercd nonfat milk und cut into 3-mm strips:Serum snm­

antibodics was pcrformcd as ·previously dcscribéd -'·i1h minar).' ples dilu.ted ,l:JOO in DPBS-T with 2% powdercd nonfafmilk 
modifications (16, 18); Bricfl\','B)tirgdór[cri 259rspiroclictes :·:: wcrc mixed.with 1hc n.itroccllulose strips al 22ºC forl h with. 
wcrc collcctcd from. growtlÍ •. mcdium · by:'centrifuginiorí :.atT: ... ' ·aciiatión· and washcd. thrcc times with DPBS-T,Goat anti· 
35,000 x g for 35 min, washed .thicc'timc:S. and rcslispcndéd iri "i\:. hÜrmin ·, lcG':ind luM 'éonjúi?atcd '10· horsciadish :pcrcixidasc 
Dulbccco's phosphntc-buffcrcd ;salino. (DPBSJ:: (Sigma;·: si;;\., (Sigma) ,\•ere addcd tó thc strips'for';l;h'at·22'C andwashéd 
Louis. :\fo.) at a concenirntfori of 10•.spiróéhcícs 'prir;ml:' Fifty.'S\~ three iinics \''ilh DPBS,T. 3.3' -Diaminobcñzidiné solution (50 
microlitcrs of the spirochctc. sol.ution · was added .1o:a11crna1c ;. ':• mi!/.100: inL of PBS .ácid .·. l O 'µl ··of; 40% ·. h)'drogcri pcroxidc) 
wclls of a 96-wcll, fliii:bou'oni r mií:iódilutiori~·plaíé:; (Nunc-;:C:;·;;(Slgnia) was. addcd. and ·iÍlcubatcd á1 22'C far· JO min. · The 
lmmunoplatc; Marsh Bion1edical Proí:lucts;'Roi:hesici; N. Y.). :;: . strips were allowed .to .d11· prior to. intcrpretation. The molcc­
Fiftv microlitcrs of DPBS w.ás addedto' thc rcmainiricºwclls as , " ular masscs:c'of ºthe reactive• bands were · dctermincd bv li) 
n control for nonspécifié·•,bindinc:'Thé' plates·:.-\·erc 'ciri.cd :comparinc .tlieir· mobilit)· with lransbloued prestained mokr­
m·ernight nt 37'C bcfoie thc'."ássa)~'.-''ás:.pcrfoim'edi'. Pmicnl · .. · ulú niass- inarkcrs (Bio-Rad Laboratories, Hcrculcs, Calif.) 
scrum samples wcre testcd at dilutions'of..1:160 and 1:320 in > and (ii) comparing their mobili1y with bands rccognizcd on 
DPBS-0.05% Twccn ·20: (DPBS-T);'¡: Posi1ivc :·and: riccnth·c · · immunoblo1s·. b\' a scrum \\ith wcll-charactcrizcd rcactivit\'. 
con1rol scrum samples wcrc iilso.includcd o_n.:cach P.lalc;-Goat Thrcc differcnl · criteria for positivity on thc lgM immunoblÓt 
unti-humnn lgG or lgM ·conjúgated to h'orserudish péroxidasc were used: thc prcscnce of (i) 1hrec or more bands; lii) thrce 
(Kirkcgaard and Pcrry. Laboratories; Gaithersb.urg. f\fd.) \\':1s or more hands. one of which had to be thc 23-kDa protein; or 
used as sccondary antibody. Pintes: were ··rcad '.whcn lhc nct (iii) thc 23-kDa prolcin alonc or in combin:nion with any othcr 
absorbance val u e (thc diffcrencc in oplical dcnsity bct\\0ccn the bands. For the lgG immunoblot, four or more bands wcre 
antigcn-coatcd well and thc · DPBs:containing well). of thc considcred posith·c. · 
1:160 dilution of thc positivc control serum sample was 0.5 for Statistical anal)·sis. Thc association belWeen 1he lcngth o! 
lgM and 1.0 for lgG. A test scrum dilution Wa.5 considcred duration after onscl of discasc and the ratc of positi\'C scro· 
positivc ifthc nct ubsorbancc value was ;;,:3 standard deviations logic rcsult wns evalu:ucd by thc chi-squarc test. Thc predicti\'e 
above !he mean net absorbancc ofthe ncgativc scrum controls. valuc of a test was calculated as follows: positive prcdictil'e 
Scrum samples containing positivc dilutions of ;;oJ:l60 for lgl\f value, numhcr of truc-posili\'e tesl rcsults.lnumbcr of truc-
ar <=1:320 for lgG wcre reponed as positive. Positil'e lgG- posith·c and false-positive.lesl résults ,\·ith a particular assay; 
containing scrum samplcs wcrc furthcr titcrcd .to end point by and ncgative predictivc mlue .. numbcr, of. trué-ncgativc test 
serial twofold dilu1ions to 1:5.120. Further titration of posili\'e rcsuhs1numher offolsc-ncgative aód true-nega1ive tesl rcsults 
lgM-containing scrum snmples was not performed. with a particular assay. · · 

rOspC ELISA. The ELISA to detect lgM antibodics to · 
rOspC was pcrformed essentially ns dcscribcd pm'iously (20). 
Prcliminary checkcrboard titnnion studics with serum samplcs 
containing lgM antibodies to nativc OspC by imntunoblot 
detcrmincd the optima! conccntration of the rOspC fusion 
protein to be 300 ng per wcll. Si~ty microlilers of thc rOspC 
fusion pro1cin (5 µg/ml) in DPBS was addcd 10 altcrnate wclls 
of thc plate for 12 h m 4ºC. An cquimolur amount of 
glutathionc S·transfcrase in DPBS was addcd as a control 
antigcn to 1hc rcmaining wclls. Paticnt serum samples serially 
dilu1cd 1wofold from 1:40 lo 1:1.280 in DPBS-T wcrc uddcd. 
Platcs wcre rcad by thc microplmc spcctrophotomctcr when 
thc ncl absorbance value (optical dcnsity of wcll with fusion 
protcin minus that of \\'ell with glutathionc S·tr.msfcrasc) of 
the 1:160 dihnion of thc positive scrum contml was 0.5. A 
scrum dilu1ion was considcred positive if thc nc1 absorb:mce 
was ;;,:3 srnndard dcvimions a hove thc mean nct absurlmnce of 
lhc ncgmive scrum control wclls. Most sera wcn: tcstcd twice 
in scparate assuys pcrformcd on ditfcrcnt d:l\'s to confirm 
rcproducibility of thc rcsults. • 

lmmunoblol 11ss11)'. Thc lgM :md lgG · immunol>lot 11ss:1ys 

RESULTS 

lgM ~ntibúdicsin e:i~I); Lyrn~ dise~s~:,~ine6r twentyscrum 
samplcs from group .In pa1ientswcre positil'c.by lgM immu· 
noblot when thrce .or more bands:wcrc'.uscd ns the positivc 
critcria. (Tahlc 1): .Eight of thco.ninc .serum .. snmples with 
positi\'e JgM immunohlo1s dcmonstrated:.rcnctiyitv with thc 
23-kDa protcin. Onc scrum sample. which 'did ni:lÍ mccl thc 
critcria for positMty was rencti\'c with a single lÍ:md of :?3 kDa 
(paticnl 16). Six of twcnty group ·Ja serum:saniplcs''wcrc 
positi\'C by thc lgM ELISA with WCs of B. búrgdoif<'ri :591, 
whercns eight. of the 1wcnty serum samplcs werc found h• be 
rcacli\'c with rOspC by ELISA. In eighl of ninc scrum samplcs 
which dcmonsinncd rcac1hi1y with the 23-kDa :1ntb~n on 
immunoblot, rcacth'ity wi1h rOspC by ELISA was ulso-found. 

For lhc group lh scrum samplcs, J l of 19 wcrc positi\'C 11Y 
lgM immunoblot (Table 2), Ali l l posi1h•e samplcs showcd 
rcac1M1y to thc 23-kDa pro1cin. Nonc of the cight nceati\'C 
samplcs dcmonslrntcd rcactil'ity to thc 23-kDa protcin. Óf 1he 
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TABLE l. lg~I n::1ctivi1y llf group Ja scrum s:1mplcs drnwn 
during EM 

¡11 
11 
1: 
13 
14 
IS 
16 
17 
IS 
19 
:n 

ELIS.~ 

WC rO>pC 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+. 

+-

11 
kD:o 

+ 

. ·-. '.·, 

lgM. n::ic1iun 

, lnununul1/ot . , 

!,l· J.a- JQ ~1· hll· 
kD" kQa .. kD:o w¡, · kDa 

+. 
+ 
+ 
+ 
+ 
:.. 
.+ 
+ 

+ 

+· 

+• 
._ + 

+ .. 
+ 

.+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ __ 

+ 
·+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

.¡. 

+ 

19 samplcs. 9 w~r~ ~ositÍvé byWC lg~j ELISA comparcú wilh 
J ! positivc sam plcsby rOspC ELISA:·. _ · · 

Scvcntccn of twenty group_ lc sérum· samplcs wcrc posidvc 
by immunoblot (Table 3). Ali 17 s:1mples containcd :mtiboúics 
which bound both:the'23: ánd :l!'.kDa· protcins. Tcsting wilh 
thc WC ELISA yicldcd p,osilii·é results with 16 of !O samplcs, 
whcrcas 17.·or thc·20 .. samplenestcd ·positivc by thc rOspC 
ELISA:_Thcre_,~·a.~~ p9rf~ct ~~i:rcla'.ion bctwecn renctivitywilh 

·? .. :.{_::y .. ·: 

TABLE ~; · 1S\t ·re~~~ivi1~'-~f ~r~Up ·¡b s~rUm ~amples drawn l tó' 7 
· // days after onscl. uf E!\I · 

Palic:nt 

21 

_,. 
:.¡ 
25 
21t 
27 
28 
~9 
31) 

31 

32 
3; 
3~ 
3S 
3(¡ 
37 
3x 
39 

+ 
+ 

_+ 
+ 
+ 
+ 
.+ 
+ 
.¡. 

+ 

EL!SA 

+ 
+ 
+. 
.¡.· 

+ 

.¡. 

~'-~ l~M renctiorl 

Jmmunoblut 

+ 
+ 

.¡. 

.¡. + 
.¡. 

+ + 

+ 

+ +-
+.. + 
+ + 
+ +· 
+ + 
+ + 
+ + 

+ 

+ + 

TA.BLE). lgM rcacth·il}'. oí grnup !e scrum samplcs Jr:1wn S hl i') 
- .,: :.o . ... days alkr onsct uf EM 

hll (1(1 ~..¡ 

l;0.1 "D;1 l;Da 

411 
·41: -
.i:? ,_-, 

-4):'· 

···~~·· ~lj 
47· 
48' 
49 
50 
51 

:52, 
53. 
54· 
55 
56··· 

57· 
SS:. 
S9 •. 

'.:+ . +.·, <+~' 
+ •,:·:+("· .+:.:(.:'.:· 

-·-~-.--+ ·'+· :·' 
-·: .• : ¡e·;~>+="--· ·:·+'_;:-·~::. 

···'..:. ;~ /'+ +·.~-
<+ · ;',+. ·-+ 

.-_.,_ .. +. 
+· ··.+-

+­
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+.- + 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
.¡. 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

.¡. 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

.¡. 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
.¡. 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

-:1~~hr~:ei; g;;~~:~.;~l~k~~Jl~i~~~i~~i;~!~, on· immunoblot 
. Thinc.n ofthe fiftccn group Id seruni'sa.mples 1vere posi1il'e 

by lgM i1'!1':"uno_blot_(TabJé::1¡:¡TweJve.of,fifteen si:rum snmples 
werc pDSllll'e bv.the(gM'.WCEUSA;- and ten of fifteen wcrc 
posi1ive by th(ros¡)'c)L!SA~'.t" •:;;·.; l~i\, \. . ; 

For .ali threc:;ll)cthods•of,'.tcsting;'thcre. was:·a ·Statistical11· 
signifii:ant·asscíi:iatióií be'hveen .:1oñiicr)disc(ise duration and 
grcatcr frequencv óf'it'posi1ivt1est~(TabJé 5):.There was no 

-. rclationship seéñ b~t\1:een)he' rcsúlis of seróJÓgic .tcsting and 
-.!:·>:t -,1,,,~~_-:.~i.'f,:·- f;-,", -.~'¡.~··>;--:{~" --~;· :_::¿> .. ~-x>~ ~-'. ." .... :,, -~<:~~::O:~ ~-~,--:~:<:_;~;j~{~i _-:-r.:_; ;~~~{~-.. <. 

i: ;'.~·"e· . 1 ~ 

- .. _. ·:, ,.,- :~),' , .: :'-'·"'';'. '·'. "'-::~,;-< < '1 '-':-~ ··.:~;;·\ 7.;:~.1·:;..\_·:;< ,~,,~ '-'.·;~ .< :<-;': ·_. + 

TA_B~E :.~~: lg~_.r_cllCtivit}·,~.r ·grO'~J{ ld 'Se'rUffi''siimpics' drawn 20 to 
:•:'• , ._. ;:;·:,:: 90 _days. aft<r. ons~t of El\L 

. 61l 
61 -
62. 
63 
64-
65 
6fi• 
67. 
6S 
69 
711 
71 
n 
73 
74 

.. _:, ELJSA é- .-~+-.-.:-"- ';::~. ,--'---:~-:~fmmunoblot---·- -
~~~~~~~~~~~~~~~ 

wc:: '°'re <'k~X \~;! k~;;:\~ª k~a -. k~a 
.. +.· 

+ 
.+ 

.+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

,.+ 

.¡. 

+ 
+ 
·+ 

+ 

+ 
.¡. 

+ 

+·· + 

+ 

+ 

+ 
+ 
.¡. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
.¡. 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
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T ,\BLE 5. Rclatinn of durntinn oí E~1 10 lgM ~crollt';ic 1cMing TABLE 6. 01mpari~n11 nf 1!!~1 tcsts for Lymc tJisc:t~ 

P:z1icnt !_!mur ELJS,\ :TcM 

wc_ ro .. ,,c_-:'." 
la . 30 · ., .40 · . : 1 mmunohlottio¡;" 
lh · 47 63 :: ;;:3 hands: :: 

:~ ~ · j~ ;"·;:;~~t~:~1:~Fd·<. :;,r 

fm.Jic&lor. 

,-, P~ili\'C'­

·, prcdici1h·c 
\'etluc cq) 

Scg111hc 
prcdkti.:: 

~ \'hlUl' f';) 

7ti 
74 

(>6 

1 ra. b. :md _ci. b 76 d' . Y . . . ··o .·ó. , Ei.:;i~·±r 'S° ·).'. :>.: :;; 
~¡~: ~~:~c~~a1~0:i:11~:~~~~. '~~~~fic~~~'·1~~ 1c~1~':::.~~ ;;r~i~~~~~!1~i1~~~¡~~1; ~- :-~~F''.;:;,~VC'_.::f:[-:~:_. ~(-·:, ~ ~". ,· ;- 5S- :: .. : 11 

IO.i30, 3 dc¡;rc·e~ of frccdom. with P = 0.013: for WC ELIS . .\:· ).:_;,;. 14.:?s:?:-3.:~~::::·:_-...:rQ_spC;;·.;': '.'.\~~C ;~·,> · · (~ · ·' 74 

~.~~i~~~;J~~:~d~~~r.:d0~~~~:0;,i:~;;::,L;::;~~ .:.:::;;~t;:~;~~;'.Nif ;,.;1:;:.':~rr;:,~'9 ';~;''.'.":'.~~ -~~f '~~ kD•1. ~·ª'.'"'cd ~-,•h• "'""' º' 
'One p:~icnt_was !romí an arca whcrc L~mc di~ca~'"c is ~01 c~dcmiC.-_tmd ·;(-;·,-:;!>:.:, _ .. ·.,;··! •• :.· ... \,<·.:;~.· •. :.:··-.:::·:·~:-~ .. -~-~;\ !rt 

ano1hcr hu no hislory .º ~~:me diseasc. · ... · _ . : ;! ··: 'J; _: ·.~-·: _ ·~ ·.;,.' ~ ~ ·-' :: ·: 
. ··:;.~\)· · ~:_ -~~ i01rii·un~h10·r· ~~'.i~l{íhé--pO~i~.~v·c~~iiér·¡Qf1:·pr_1h·;~~--or· mor-C bands. · ... ;; _ "' :i· ;¡ Fiye"scrúm' samplés"'rcacJcd \í·ith the 4 l~kDa ftagé:llar protein, 

thc gcogruphic regionwh~r~ tl;e patieni h,ad cÓntracJ~d th'é Y· ."ilnd thrcc samplcs had 'rcactil'ity 'with tlie'-::?3-kDa''antiacn. Ali 
infcction (datanot sh01\·n): .. · .. ' .. · •. : · .;• ·,. .. >· .. : ·,si~"sérum'samples \\·cicncg~ti,·~ for IgMreáclivity by the WC 

lgG antibodies in e:irJ~· Lj·níc· disÓasé: Conceh·abl}:; Í~ som6 ¡ (and rOspC EUSAs.: : · . .. ·: -,_ .:p ;·;,. : ·: .. · 
of the patients with Lyme disc:ise and ÍlegÍÚil'c Jg:l.t rc:icti\·ity; .. , i· , .;Thcrc.\\;crc. no group 2 serum samplcs'which were 'positire 
class switching of the anti-B. b111:gdoifcri antibodiestciJgG inay ,.:: bv.,IQGjmmunoblot or lgG WC ELISA · including the 111'0 
h3\·e occurrcd; Therefore; we tested the serúm sarriplcsb~· lgG ·' ; sámples found to be positlve by lgM immunoblots:.:. " . 
immunoblots· and,WC lgG ELISAscWilhirí-group· la.oñlyTof :; ·:•.. In Table 6. prcdic1ive valuesofthe different serologic·t-ests as 
1he 20 sa.mples was positive by lgG immunobJcií .. and i1'irns álso · ·· de1ermined bv the results obtained with the 74 L\•me discase 
positive by lgM immunobloJ (pa1ierit · 4). · For l :·0 r thcsc, 20 senim samplés and the 76 negati\'e serum contrÓJs are com­
samplcs, thc IgG WC.ELISA was posiJi\'e and .the lgM wc · pared. The rcsults of the immunoblot anah•sis· usiríc thrcc 
ELISA was .. negiltive •. (pa1ient • 3);" In'. groíip: lb.' one ;'scrum different critcria far a positi\'e test are prcseÓtcd. Therc wcrc 
sample was: posilil'e by· both lgM ·and ·; lgG; immulÍ(Jblots only 1wo Lyme disease samples which did not bind thc 23-kDa 
(patien1 31). One of the three group le serum-samplcs which antigcn, but thcy still fulfilled onc of the critéria for a posilive 
testcd negati\'c by li;M,immunoblo1 wanc'activé' .. 'iith th'e 23- blot by binding three or more hands. There was ·onl\' one 
and 41-kDa prolcins •by .. lgG immuÍloblot '.(p:itieñt• 58). Thc exainple among the Lyme disease culiure'positive seruni sam· 
other two IgM imnmnoblot-negati\'esamplcs sho"'ed reacti\'itV ples of binding to the 23-kDa pro1ein but not binding thre~ or 
to onf\' 1he 41-kDa anlil!cn bvlcG irJ1ÍnÜnoblot'\Both of ihe more bands. Bec:tUsc of1hese infrequén1 findings. therc wa; no 
group.ld scnim samplés_whiéh ;\·cre.nc~riíi\;e:b/Jg:\! "immu- cssential differcnce in the sensiti\'ilies of the kM blots wilh 
noblot were also negative by, lg.G)inm·u;oblot:~:¡·.~.:: '.·: . three different criteria for a posili\'e assay. There'was. howel'cr, 

Sega.th·c c?ntrol sera:; .To'cxamine.~thé .. '~pedficiry' ofthe a significan! drop-off in specificity when binding of the :!3-kDa 
serolog1c tesung. we stud1ed,:76 control .serum ·sa'mples (croup protein was uscd as the sale criterion for .a positive immuno-
2). Nineteen of the 1wenty group 2a sárriples}l•ere ncgatÍve by blot. This rcftects the rclath·ely frequent observaJion of binding 
lgM immunoblot with the positi\•c:critcrion'ofthréeor,more to the :!3-kDa antigen (usually faintly) among the negatil'e ....... 
bands. One serum sample ·tiouridJour,ObaniJs;.induding:Jhe serum controls. In contrast. there were no folsc-positive rcsulis ... 
41-kDa protein and the .23'kDa antigcn. ThrCe of the necativc with the WC and rOspC ELISAs. A positi\'e result hy eithcr of 
samples bound. the .. 23-kDa .. protcfñ.::TweJvé: of.- thc ,~,·enl\' these Jwo methods. both ofwhich contain OspC. was therd,1re 
scrum samples contai,ned reac1Mty wiÍ_h .. t!ié:J.J-kDÍlproteiñ. super!or to a p_osi!il'e result by ~mmunohlot. using the po;: j\·c 
The WC and rOspC lgM ELISAs-1\·erc'nCgáth"e'.for ali 20 crnenon of bmdmg to the 2.,·kDa protein. for accuraJdl' 
samples. . " . . , .. ;·, ... ::.,: .. : : .-.., .•.. ·: ', , . " .. '."':- . prcdicting the prescnce 'of disease. Th.e predictive \':liue of a 

Although these·serum ·sample(werc obtuincd from hei11Jhv ·negati\'e rcsult was essentially equirnlent far ali three methods. 
donors without a histon• of L\'mc discásii. \\;'e \\'Cre coiicerned 
about whe1her there w~re sorne indi\'iduals \\:ithin.this"croup' DISCUSSION 
who may ha\'e had'an asymptomniic infcc1icin ·and thus devel- .: " · · · ." " .: . . · · 
opc~. antibodies ·to B. b111J.1dmfcri.,;Théréfoi~o. w(stud_iéd.an; , ·"Diagnosis of Lynie discase in paÍicnts \í·ith ~:;rl\; diieas~· ;"hº 
ad?'.t10nal 50 s:m~les obt~me~ ~rom h7althy;1·olunt~crs,f¡om ;· .;. p~ese~t ~\·ith'distincth•c EM is.usu:1ll)' nota prol?lcm. Howcvcr, 
lccl.md, an arc.1 \lhere. L) me d1se.a~e .. 1~ .. not.,end_e:i:i1~ ,(group,,:;.,c;m a s1gmf\camnumhcr of pauents EM ma\• nbt.bc rcco,,nizcd 
~b). Only ~ of the 59 scru.11? 

0

sam
0

ples me .. t the ;crit~ .. ri .. on of thrce ~'.-, ;J1ndjt.he .imly' manife~ta1ion of;i~fection; mn)•' be íionsp,·:ifiC 
o~ more b~nds, far a P()SllJ\,e.!gM hlot (41'., 60;" .~n,d M:~I?ª ,, '),:.constnu.tt0nal compl:u~ts>ln thcse patients, scrodiagnosi> ¡·an 
b~nds) .• T~~~~t~. ~f t~e; fif~) s~m~J~s, ~cm~nstr.it;d,;reactJ\'Jl)' ;: ::play an 1mportant rol~ m confirming the diseasc and Jcadin~ 10 
","h thc -·' kD.1 anugcn, albe1t f~1~tl). b). lgM, m1munohlo1:\: · · pr(lmpl :md appropnate antihiotic treatment. Accuratc sero­
~.one of the 50 samplcs wcrc: Pl'~!l~\·~.by tht¡; .. ~' Spnd,r()spC.,:' . diugnosis far carly Lyme discase. howe\'cr. has becn c1, 01 pJi· 
l~M E.LIS.As.. . . . :· . . " '•::"~'~ ·::_:'> ¿,~,:;·,·.' '.">:: :<.:<::• ca1ed h)' dch1ycd humorul response to the infcction and h,· 1h' 

As .m .1d~11Jon.1J con!rol g~oup.;.1~·c;ulso, stud1ed · scrum fact that :mtibodies to othcr h:ictcria cross-r•acl with pn;1dns. 
samplcs obt:uncd from s1x putJents wnh se\:erc ~riodonlitis frum B. h11'11tlmf<•ri (19 24). e 
(gmup 2c), None of thcsc samplcs were positi,·c .. by lgM In hope of impro\'ing the lc\'cl of dctcction of the an1iht1dJ' · 

FALLA DE ORIGEN 
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f'°$pnnsc in carly Lymc discasc. studics hm·c utilizcd cnrichcd havc lcd to incrcnscd scnsitivitics with thcsc assays comparcd 
prcparations and recombin:mt forms of tite 41-kDa tlagellar witlt tite use of a nonexpressing strain. We havc ohserwd 
prtitdn ns the target antigen for scrolngic testing (5. S. 13. J 7, poorcr test performance whcn dircctly comparing B3 I (OspC· 
01 ). Tltis approaclt was prompted by initial immunohlot studics ncgatil'e): ;md ~59.1 '.ba~ed assnys (data ·not sltown). 
;·ith /i. /111r¡;dorfi•ri lysntcs in.which nn c:irly and predomirrnnt Tltere 11:erc a nu·mber.'of scrum sam-ples in which there was 
k~ ! :intihody response to the flagellar protein was demon- a discrcpnncy bé11vcéri' t.he .o.bscrvcd rcactivity 10· ihe 23-kDa 
siratcJ (9). Use of flagcllar protcin-hüscd scrologic tests mny protein· by im1iliníobk>1 :·and:thc'rÜspC · ELISA::In most of 
be prohlematic. ltnwcver, becnusc of tite relatil'cly freqnent these cases. includinc th¿ necative controls from Iceland. there 
finding of cross-re:rctive nntibodies to co11sc1ved fl:rgellar was faint re:iciivitv found bv"immunoblot and nec:tti1•e reacth·-
cpitopes from commonly occurring CL>mmensal and patltogcnic ity. by:;rOSpC:~ ELIS..\., TltÍs' firiding ltigltligltts "11te potcnti:il 
spir<1cltetes, suclt ns titase found in tite moutlt ( 19, 22). confusionjntroduccd by subjcctive interpretntion of intcnsity 

\\'e :md othcrs have· rcccntlv dcscribed anothcr earl1· and.. and'appnrent· molecular ·size ar·a.band:onan immunohlot. 
dominant antiliody response in pmients with Lyme dlscase E.~p_lanati_on _ _'of thc_.lcss:frequcnt situation·or reactivity to 
whiclt is directcd. to a protcin of approximatcly 23 kD:1 (1.1 l. ros·JÍ.C and no bánd seen on thc immunoblot (e.g;, patient 6) is 
20). European in\'estigators had prc\'iousiy·descrihcd an im- .,- . ·morc:difficult: Althouglt strain 2591 servcd ·as the,source·of 
mun.,domimrnt. early antigen of simfürr molecular mass called . · ". both ·1hc'antigcn used for the immunoblots and !he gene used 
pC , 1 l. 29. 30). Thesc early targets of tite immune response .. :,. ·ror exprcs5ion of rOspC. thcre mny be sorne diffcrences· in the 
ha,·c now hcen detérmined to be OspC. a protcin locatcd in the -· .. : expressed epi topes. Far cxamplc, the rOspC is cxprcssed as a 
outcr mcmbranc of the spirochete (12. 20. 28). lntcrestingl)', ... .fúsion:protein and ·cocxprcssion of the· glurnthipne ·s-trans-
staincd gels of only a small percentagc of lysates of.strains of · ferase m:I\' influence the availabilitv of immunoreactive sites. 
North American B. bw¡;dotfcri have rcvcaled a majar protcin In additioñ; there is e\idencc that ÓspC is a)ipoprotein in .its 
with the npparcnt molecular mass of OspC (29, 30). lncludcd . nativc: form. whereas rOspC likclr lacks' ... posttranslational 
among tite OspC-ncgativc strains is B3 l. a widely distributcd modifié:ation (6. 12). lmmunoblotting of scrum samples with 
strain which is used as the sourcc of test anti~cn in· manv the' rOspC: preparaticin has n'ot: reveilled :·reactivity with a 
clinical laboratories. Rcasons for tite variahility fn CX")lrcssioñ contaminating pro1ein'derived frol)l E.' co/i (data ·nat shown). 
of OspC by thcse strains. which ltave been passaged: for · Anoth.er consid.eration in.this. studywas whether tite rOspC 
mu!iiple gencrations in \'itro. may he duc to mutation. loss.of : : fr()m strain 2591, originally isolated in Connecticut: would he a 
th< plasmid encoding the gene. or another. as yet undefitied: ·-·:- usCful .iargct for.tcsting serum- samplcs'from patients who are 
mcchanism(s) which is sensitive to varying gro\\1h conditions, ;·infcctcd.;outside of that a.rea. In .this study, ali of the L)me 
(20, 23, 28). Thc high prevalencc of OspC-ncgatil'c. in vitro: . :·: di~_ciisc;,samplcs'.Jcsted .. wcre ohtained froin paticnts who 
passaged strains probably accounts far thc heretoforc unap- · .: : contracted theiiinfection·outside of Connecticut. Despite this, 
prcciatcd rcactivity of serum samples from patientswith early :· ,. thc.cdiscase.· sérnm' samples. did demonstratc frequent and 
L)me disease with OspC. Ncvertlteless, frequent rc.activiry .. :.strong reactivity with tite strain 2591 rOspC. suggesting tltere 
against OspC observed in serum samples from'infectcd,.pa- ··::: '.aré.;com.monOspCantigenic epitopes shared by B. burgdotferi 
tients clearly argues that diseasc-causing spirochetcs ~xprcss :-.·-. from different ·. gcographic sourccs. Also, we ha\'c recently 
OspC and that it is a dominant targct of .. the ·earJy· ltumoraL·.-. faund that antibodics in patients' sera are frequently directed 
immune response. . ·... :- '· · ·-. , :··. ·· :·.:· · :<. -· against'.thc carboxyl tenninus of OspC, a conscrvcd rcgion of 

\Ve have cloned and cxpressed OspC as a fusion protcin· in the protein among different strains of B. b11rgdotfcri (data not 
E. coli (20). In a previóus study, we tested thc. feasibilit); of . sltown): · · 
using rOspC in an ELISÁ far detection of Lvme diséase (20). ·, ,; The r~sults of this study suggest tltat the use of rOspC in an 
We showed that :ts of ;15 serum samples from patienis with · ELISA is ·a con"enient, readily automated, and easily standard· 
clinically suspectcd L);me,·disease had positive immunoblots · ized test faL !he' serodiagnosis of early, Lyme diseasc. Thc 
and were also strorigly reactive with rOspC. We also faund that rOspC, assay compared favorably in sensitMty and specificity to 
5 serum samples from patients. with .syphilis, 10 containing · the much m.orc difficult and labor-intensivc immunoblot using 
rheumatoid factor with a high titer, 5 from .. patients with _ al)•sate of a strai,n ~·~ich produces abundan! levels of OspC. 
Epstein-Barr vinis infection, and 10 from.patientswith':sys-.. -.z' · .. :;.·: 
th~mhic. lupus el)ih

1
e
1 
matos!"s "r·ith a~tinuclear anti,bodies wit_h : ·. '( '.":_º; LACK.'im\iiDGMENTS . ,: 

1g ttters were a negauve or anu-rOspC .. - '<. _:: ..... :., ..... '· .. · · .. ,.. -., ·· · · · ·· · · · · -
Gn the basis. of those results, • we have. no)''. caitied out . · . . : This ;..Órk ;;:;,: s~p¡X,n'ed ¡;¡.: Pubii~-, Hc;lrh S~rvi~~- grant IU9-

stuú. ics on a large panel of serum .samples obíairied from .. AR39361. (SJ.P.) and an · Apollo· Kingsle1· award from Connec1icu1 
.. _lnnovations,.I_nc.;• Depanment'.oLEconomic Dcvelopment. S1a1e of 

paucn!s witlt culture-positive-EM-as well as a, control group~; Connccticuv""·:·.· - ... ,-.., _ _ 
mcludmg paticnts from an area.where Lvnie'diseáse is not · .· .. :· -. Wé thank.-FránktNichCÍls tof';pr~viding -the serum samples from 
endemic and patients with severe pcriodoñtitis: ;:·: ·' · ,;· · paticnts "i1h periodonti1is;'..> · : 

As shown in Table 5 •. tltere. was' a positivc correlation : ·/: -X>T . · 
between duration after EM. onset. and frequency of positive i:{'' ''.',,;:, ; REFERENCES 
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n ant lcvels of OspC. Use of this strain may, tltercfore, 1solated from thc blood oí two paticnts with Lyme disease. s. 
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Recombinant Outer Surface Protein C ELISA for the Diagnosis of Early Lyme 
Disease 
Michael A. Gerber, Eugene D. Shapiro, 
Giliian L. Bell, Alicia Sampieri, 
and Ste,·en J. Padula 

Deportments o/ Pl'diatrics and Medicine, Unfrersity o/ Connecticm 
Hea/th Ct'mer, Farming10n: Departmem o/ Ptdiatric'.s. )'a/e Unbwsiti· 

Schoo/ o/ Medil'inC', Nn: Ha\•t11, Connl'C'lic1~1 

To compare the sensi1h-i1y of a new ELISA for JgM antibodies to Bo"elia burgdorferi that uses 
a recombinan! outer surface protein C (rOspC) wirh those of a whole cell (WC) ELISA andan 
immunoblot assay for the diagnosis of early Lyme disease, serum specimens from 82 consecutive 
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 sensitiviries of the WC 
ELISA, immunoblot assay, and JgM rOspC ELISA were 28%, 29%; and 46%, respectively, while 
the specificities were 100%, 100%, and 98%, respecri,.ely. The lgM rOspC ELISA is a cónve­
nient, readily automared, easily standardized serologic tesr that is significantly more senshive for 
the diagnosis of early Lyme disease than eirher WC ELISA or immunoblot .assa)'.. 

Beca use of the difliculty of eirher culturing Borrelia burg- be derectable far 6,:,8 weeks~¡:l(Arrivi~g ata prompt and 
dorferi from patients' specimens or visualizing the organism accurate diagnosisof eády'L)·me'élisease is clinicalli· impor'. 
in tissue specimens with either silver or immunohistochemi- tant because appropri:iÍe arúibiotic therapy'at this i1age can 
cal stains. Jaboratory conlirmation of a B. burgdm:fari infec- prevent proeression to irwol,;élTle,nt oft_he nérvous or muscu-
tion is usually dependent on thedemonstration ofa specitic Joskeletal S)':'s!e;Tis},;.:c(~~:;i·~0\\t. ~~:y, if[~"· \: .·· , · 
immune response b}' th.e host [J ]: Ho\Í•ever, serÓJogic testing , Using imlTlÜnoblots of, l)•S.ies from B. bi1rgdoiferi 2591, 
far Lyme disease is poorly sta~dardized; and both faise:nega~ . \\'e found the'predomiiúim éarl{lg~1'response in sera from 
tive and -positive resúJis have b'éen á considerable pr~blerii ._. ;:'patienrs\\•ith'earÍfL)·meCJi~ea~e ;..as toa 23-kDa ¡irotein [4]. 
[2]. Low sensitivity líás · beeri á probl em panicular!)•: wit!Í_ ·. Aft~r c·J~~irÍg anéJ seque~~ingthe gene encodin!!. this protein. 
early-stage disease; becaÚsc_IeM antibodies maf n.ot _be dé:.. . . it \Í;as found to be,identical to the outer surf;ce prorein C 
tectable by ELISA'orimirlú~oblot assays until 2:.:4' weeks ' '. {()spC) [4f R'eéoiJibina'ííi {r) OspC \\'áseXpressed as a fusion 
after the onset ofthe infecíion;'aíi'd lgG a~tibodies niáy nót '..··, piot~in',iry:Es.cl1ejicÍria'cofi,'.arÍ'd in a preliminary in,·estiga· 

. · .. · .. ·. " . ·''· ' ... '·' . ~·-·· tion:·seruni s¡)ecimens froÍn ¡Íatieníswiih earlv I.:ymedisease 
•. ,. ... • .. ~~ ,j;..were '.siio~iíi to'ré3'ci';¡;i1h ihi~ rOspC in'an ELISA [4]. 
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·' '··s~~uÍn~p~~i;ri~ll~~er~~ollect~d ri6~~~ilcl~~~ dl~~~o;ed b7 
twÚn.Máy 1992 and May 1994 "'ith'a'solitary el)1hem3 m!: 
¡;rans at one .ºf ~~e pe~iatric oflicesin.s~~itié~st~rn Co~~·~~~ 
cut . .Ali ped1atrrc1ans m these oflices" are expenenced. 'd · n · 

diagnosis of Lyme disease: Controls.were ·a·,group of;ch_d ::o-"'" 
from whom serum specimens had been collected b•'-~ een · •. ,:;;~ 
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vember 1984 and May 1986 al a pediatric office in Danbury, days (median. 2) after the erythema migrans was ñrst 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 hada history of Lyme ELISA for Igl\I antibodies to B. burgdorferi, 24 (29%) hada 
diseas<. and Lyme disease was not endeniic in the Danbury area • . ,'positiye immunoblot assay far IgM antibodies with at Jeast 2 
at the time the sera were obtained. All sera were sioied :it "-.70ºC .-· ·· · · · · · ñ · 8 .. . · , . . · ·. of, .. 8, spec.1 c .• bands present. and J ( 46%) ha<;! a positive 
until analysis. Each specimen was analyzéd fór ihé prcis~n'i:ó'6r · · · ·· • 

•t 'b d' B b d .r. · · rO e ELISA WC ·:hOspC ELISAfar lgM antibodies. The lgM rOspC ELISA Jg1~ anti o 1es to . urg Olj~rt usmg sp .- -<:.:<~ -_· ,.,~;'.-.:..- ·, -r-· '. . · •• 

ELISA. and immunoblol assav. . , , ::-t. ,.,, .' . ' ·;.·; was.· ~1gmñca~_tly m9re sens111ve than the WC ELISA (P = 
The test antigen used in the"J2M rOspCELISAwa~ií~'iospC•: ::i;02),apdl,.'h•,unmunoblot assay (P = .02). There were 54 

fusion protein that was ckined~from B. burgdorfe~l.2591 )jThis ~-;.·;~P~ti.~.~.\S,~~º.~~.~ .. ~ol~ a negativ~ WC ELISA anda negative 
strain was ori2inally isola1eé(rioíii'a;,.IÍiie:rooied 'mo'use'(P•;¡;:~.V/:fimniurioblot a~sayJor lgM .. amibo~ies to B.burgdorferi: 11 
m rscus léucop~1s) caui¡ht in Eást Haddam?Connectiéúl:'aíi<t wiis''i'F (22%fof_íliése'paticiríts had. a posiÍive rOspC ELISA far lgM 
obtained from thé C:o-nnecticúi'..\2iicúltural. Ex"poÍ'imenÍStatióit\• :;:\.'aníibodies'; ioÜJ.' bÍ/rgdóeferia~d áU .. J J •• haÍi onlv á 23-kDa 
(New Haven). ThespiiCÍcJletéswe~Ógro~Íl iñ,B,S~Ui¡'ied!~~ i@!'/.lian'd'bn'ii'.fi~ún~blót assa~·s: Tweniy·eight pati~nts had ei· 
a closcd flask at JJ~Cfor 10~1~ days.¡and t~~ ge~e en.coding_:,.,,'.thúTa''positive WC ELISA or positive immunoblot assay; 
OspC was cloned as ~reviou~I~ d~:cri.be~.[4J;;!,h0:!9sP~·w.~.5.0:;:;;ionJY2'fofcthese patients (4%) had a negative lgM rOspC 
then expressed asª. fus1on pr()~~1n,1-;1_1h .g1.~.i:i1.h,1~ne.~~~r,a~,sre,i:i.~~ :~~ELISA'(ñgure 1 ). 
at the amino terminus to fac1J11a1e 1ts punñc~uon ·from.&.co/1 :: ··. 
proteins (4). Glutathione s-1iánsferase ,Yíísals~;é.~pressod~rid · 
puritied in exactly the same fashion.as the fusion proü:in· foi use:·· 
as a control in the ELISA. ·::: ¡,; '.{2'}.fl;)i;'~';.?'.",::)i > 

The ELISA to detect lgM antibodies.to this rOspC was .then 
done as previously described (6].'~.~~ily:<pr,él\~inal)::checker· 
board titration studies with serum.specimens fOntaining IgM 
antibodies to native OspCby:immunóbloi'ass'.afwere'úsed to 
determine the · op1imá1. cónceñtraíiop''ot: íhe. i;üspC. ftisioli'' prO-
tein. which was JOO'ng/~eUl Sixt:Y_~icroliíeis· of the~r<)spC fu· 
sion protein (5 µ8/mL) iñ'Dúlbecco's PBS (DPBS) 11:·as added 10 
alternate wells oflhe mii:'roüter' ¡,1a'1é:which was 1hérÍ incubated 
for 12 h at 4ºC.'An eqúimolar:Ímount Óf!ÍlutáthiorÍe S·1ransfer· 
ase in DPBS.wasadded':isa coríiióJ;antlgen':ió tho'reniiiiniríg 
wells. Serum ispeéimens's'eri;llJ'.ailutéd '.twofold from 1 :40. to 
1: 1280 in DPBS-0'.05%Tweéii 20 were thenadded. Thé secÓnd· 

A. Patients with Lyme Disease 

O.B 

0,6 

c:i 
d 0.4 , . .. . 

arv an1iboc!y'IJsed wasgciat'anli·humiÍn.IeM (~'chalíi'speciñc) , , º·2 • .• .· : 

c¿nju2a1ed to'p~roíddase'(shim:í.'sí:'Loúis) diluted.in DPBF, · .. ·, ••.... ·· 
0 

• 

o.05%-Tween ::20.:siíit}'flmkroli1eiS;of;'chriimo2éii.1sutís'íi:i1e): .~· .. .. ... ,., .• ·.·:, ............................. 
7 

..... ~ ............................ . 
(equal volunies of Ú:ailziliO:éli:p-eihylbenZthi;zoliríe 'sü1ro:? <::o.o . 
nate) andhydrÓgen:peio.~ide;'!,Kirkeg:iard&';Perry;;'oai1hers·) . , ,~ ,, \'.· ;e. 
burg. MD) was added · 'º eiich ~ell.\r;,;ii }'~~: )i'Jé; !i·.': ~Ci~·): , e: Negativa Controls 

Plates wereread iii,'á micrÓplaté spéctro¡Í.hotome1Ú~·h'~riÍhe .. •!• · \' · · ,·,·.· ... ··· ·· 
net absorban~~;:.~a1~·e~·c0Pt~~a1 ae~si.1{of ~ .. we.11>~i1h · rU~¡~~'-Pro'-)·.~·.: .-~:·-_: 
tein minus tha{Óf a'.well'with glúÍathiÓn~ S:fransferase) of the , , . • . . 
1: 160 dilution 0(1he posilivecontiol';,vas o:5. t\ séruin diluiion > : 
was coitsidéred posi1ive'ifi1Íe ricii'absíi'rban'ce \vas ;;.3 so ábove .·• .. . ·i · ... · '; 

.. :~:1;~:~c~~~~bi~J-~~~~~;~'t:f~J¡:~;;~~~~;~~-;~;~~~~~~:~; ·~:;"'c.• 
WC ELISA: using·a suspension ~rs, burgdorjP.ri 259. 1 to .de: ci 

tect JgM·aritibÓdiés;;wa~·.perfoim~~:and~intÚpf~t~d;as.JÍrevi< ;'d 
ously described [7].ffhe IgM iinrriunoblot'assay, using 'a 5oni·: 
cate ofthe sa~e strai,n,;·~~~.álso~oni:~s préviously describ.ed [8) ;: · · .. 0.2 
and interpreted u.si.ng req~.~tly' prpf"Jsed,cnteria [9).'i':i· <;:.> !'." · 

• The sensitivities and. speciñcities of the' three serologic assays '. · .. 
were compared by using the x'. test:C .. • · • : , ; ;:; . · : .· 

.. , .... , ........................................................ ~ ............................... . 
·~°'.:. -:'" 

Results 
In total. 82 consecutive patients with a solitary erytheina 

migrans were enrolled. These patients were 1-18 years old 
(median, 6: mean. 8). Serum specimens were collected 0-30 

e.o 

~·Figure l. Net absorbance values exprcsscd as optical density 
(OD) on IgM rccombinant (r) OspC ELISA for patients with Lyme 
disease (A) and negative controls (8). Patients with positivo lgM 
whole cell ELISA or lgM immunoblot (•): patients wi1h neither 
positive IgM whole cell ELISA nor IgM immunoblot (O). Doued 
line represents cutolffor positive lgM rOspC ELISA. 

FALtA DE ORIGEN 
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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 immunoblót assay for IgM 
antibodies 10 B. brirgdorferi: 1 (2~) hada positivelgM 'rüspC 
ELISA (figure 1 ). There were no significan! ditferences in the' · 
speciñcities of WC ELISA. immunoblot assay, and IgM 
rOspC ELISA ( 100%. 100%, and 98%, respectively). The 1 
negative control with a positive lgM rOspC ELISA had only 
a 23-kDa band on immunoblot assay: non e ofthe other nega­
tive controls had a 23-kDa band. 

Discussion 

Standard WC ELISA procedures have been modified in a 
.variety of.ways in an anempt to improve sensitivity. For ex­
a.mple, an lgM capture technique has been developed. puri· 

'fie.d flagellar protein has been used as the target antigc;i, 
putative · immune complexes ha ve been disassociated. and 
recombimint forms of the 41-kDa tlagellar protein have becn 
used as the target antigen [ !]. 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 sorne investigators have 
suggested that immunoblot may be more sensitive than 
ELISA in early Lyme disease, there is still debate about the 

The results of this investigation suggest that the IgM · ·proper interpretation ofimmunoblot results (8].· 
rOspC ELISA is significantly more sensitive .than immuno- : .. Early reports from North America suggested thal 1he first 
blot assay or WC ELISA in 1he diagn~sis ~fearlyLymedis- ' detectable humoral response 10 B. burgdorfari by immuno­
ease. The IgM rOspC ELISA has• a number'ofadvantages blot assay was an lgM antibody 10 the 41-kDa tlagellar pro­
over the immun.oblot assay: 11 is',easi~r. io ¡ierl'orrll."it is less · tein ( 12]. However, tlagellar pro1ein sequences are conserved 
labor intensive, it is easier 10 standardize. it is readily auto- among man y spirochetes. including the oral pathogens com· 
mated, and ihe interpretaliO'n of)ts iesulÍsis.much more mónly found in periodontal disease. and therefore detection 
objective. !~: a.ddilion~'.:~1'.nica .. ~;i,n~Js a~e und~':''ªY ":ith two. . of antibodies to this protein i~ not specific for Lyme disease. 
OspA vaccrnes,· and: pauenw.who_ ha ve recerved erther of : Similar studies in Europe. using ditferent strains of B. burg. 
these would.'ifsucc~ssfully immu~ized, ha ve a positive WC dorferi as 1he antigen. found lgM reactivity predominan ti y 
ELISA búi a"ne!i:i'íive'lgM iOspC ELrSk Therefore. an ad- ágiiinst a 21: to 22-kDa protein, which was designated pC 
ditionaÍ advániagéofthe.lgM rO~pC ELISA over WC ELISA [ 13]. Recently. we and others have described an early and 
is that it coÚld distin2uish an ac.tual infection with B. burg~ dominant antibody response in patients wi1h early Lyme dis· 
dorferifrom'an iiíim'u-n'~'res¡i'éinse to tlie OspA •·accine. 'easé.1ha1 is dir.eé:ted against a protein of-23 kDa (4. 9]. 

Ifapa'tiéiíi\vhó'~íiÍíir'lives in Ór hás rece~1ly visil~d an ;~: These early targels oflhe immun.e respo!1se ha ve now bolh 
area wheie lyme'~is'e~s°e'isendémic has the characierlstic beén.deÍérmined to be OspC. a,pro1ein lcicated in the ouler 
r:Ísh of this diseas~:··erytÍ'le'm~ ITiiirií.ns: 3 dini,cal diagnosis of .. rnembrane of B. burgaorferi [4~ 14 .• 15]. Most lysates ofNorlh 
Lyme diseáse·can 'e~sily,l)é 'made'~nd no further diagn()stic . American strains of o: bi1rgdoÍ:ferUncluding thewidely dis­
evaluation is required [l];.Hó"'ever. in the absence ofery- inbu1eél B3Í (us.ed.a{thésoúrceóf.,iirgetan1igen in many 

thema ~igi-ans r~cog~i.7e.d,bf ~n ~·~perienced o~s~rver in an ::;~.' .:~1.f.~iC~.l)~~,C:~at~~~s)_,':~~~~~(~~~Pf~S~·~?~~~~-~~~le levels of the 
areawhere Lyme,diseasersendemre;la?orato~·e~rdence()fa,• · OspCan1i2en·(4;:.l~].\The reason(s)Jor 1he lack of expres-

~~:;~~~:::;!~9f~l!l~~~:~~ tfl{~q~~et;;\7. ~(;nr,{~;~'._h:7/'. :.~?u~ ¡f [i~fe~~~útk~:,¡·J¡ti~~.~&~~~·c~~f~ ~;1:V~sr~~:: !r~'. 
rr a. skin 1esion. is ·'¡lresent bu1 íhére i~ unée'r1aiit1y about\\ queitt úse ór1hese. ci5¡Jc:ñ~!?alivé·;¡;áins ás 1est antigens is 

whether.i1 i.s eryilieíTia'migrans~an ait~~pt can IÍe'maéie tci);, probably' \.;11y itíe JgÍvl áíííibÓdi~s'to ()spCinserum speci­
cullureB:'biirgdo'r¡e;ifr~rn thelesión: Spedm'ens'\or cliíi~r-/ ríieri;rro¡;{patiíini's ~·ith é~'rly Lyme'C!isease .ve;e, herelofore. 

ing ha ve in~I iiq~~. ~~i,;! ~)§psiej"~n.d.aSpir~tes. f'.()mcütá~~ous };e:;~~~ PP[~ciatect.;;~; ;n'·''i:~~·,t~¡¡~;cg;~5.~i~~; .. ·. . 
lavage [ 10].The.maJ~r.prob!.e.~s "'.it.h t~:se .. pro.c~~ure~.are t .·~:~,Th:e:frequent/~acüyi.1y;·~ga.inst.Osps ob.served in serum 
the 2::-11 ~·e~k~o_fin,~~b?.t~~'1I~q~iréd[.or i~e·.1!.:~rírgd~rf.~~i > sf>eEi~~rysffrom j"i¡¡f~~tc:~~pá~ié~t~{(~·hen, 1.ospC-positive 
to g.row an~ th~ir iny~si~~-~(\t.~re:'.~e~e¡¡tly:,th~ P~.lyme.IJl.~e> s~r.ai¡¡~ ,s~cli .. a,s 25.~ 1 .. ~~: üse<1 ª~}h,e iest}~tigen) clearly dem­
charn .react10¡¡ (PC\l) ,ass~y hasbe~n ,used,to de,teSI B'.:burg:-:; on~trales that disea~e~producillg strains ofB. burgdorfari e.,. 
d?rfe~i :. DNA in'.,v~ri.~lls):li11icalspedm ens,'..ip~.ludi!'l(sk,in';~~.· .. Ptess_g~~f ¡~ncl,,í,~at:p~¡í<: is a .dominarit targét of the early 
b1opsres (11 ]. ~yh1le,\h~/~sult~ of, PCtare ayaila~le'!!~~h,,'¡¿; h,uT~r~l;1m111~11e~r,~spo~s_c;.~ó\Ye:.have p~eviously demon• 
sooner <-.Uays)_ t~an thos: of c~lmr:;PCR is;:~P•l'l~!~e\\ · st~,;ite,~.il'IJ,~ ª.clü1,t.s 1\i;'.~.th}:~ltúre'·p~sitive·~rythema migrans 
and .tech·n·1~ally;.comple~,w11h a .c~ns1~era~le. l'lu";lb~~;of,;',. th:!t.;• .• ~~~.l'l)~, b.J![g~~!~fÍ}~.5~1; (a;producer of abundant 

false pdos~uvfc.es ªhl'ldd~:gatr~es,faLnd 11 ~· sull an
1 
,r1 pe~lllfl'l,'.~1.; ;; OELsp

1
c
5

A>.;•.s. ~~~.~ a,s) ~~,9.ou~ce pf test:mtigen, IgM rO~~~ 
proce ure .or .1 e 1agnos1s o y":'e 1se~se . ·'!!)}''!¡~¡~; ',., . ,)!S.~s;.~~.~s1~1~e:and.;specific as immunoblot ~~ .. 

Therefore. laboratory confirm~tron of early.Ly~~~rs~.~se ;k ·.:~Ll~:~:,in !cle1111fyrng · lgl\l'antibodies [6]. The sensi11vrrr•5 

is primarily. d~penden.t on serologic test~ .. o~e:or the,.~ªJ~r ~< and sp~cificiti_i:s'.o~IgM rOspC ELISA, immunoblot. ~nd W~ 
problems wuh serologrc tests for Lyme d1sease_,has be.en therr,;.:., ... ELISA were; 64% and 100%, 68% and 97%, and ~8% ª" 
relative insensitivity in patients with early-stag~ disease [3].· · · 1omt..:respectively (6]. 
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The sensitivity of the immunoblot assays in our study Refmnces 
could have been. in. e.re.a.sed .if tli~ e.rite.ria u. sed.:10. in1er.pre1 

·· · · · " · · J. Gcrbcr M.o\. Sh.:1piro ED. Dia~nosis of Lyme Jiseas~ in children. J Pe-
1hem had been modified. For example: ifthe presence ofa diatr 199~, 1 ~ 1 , 157_62. 
single 23-kDa bÍmd h. :id .. been.consideriid .. ª. po.siti".e .... r .. esult. · · ·: ... · . .. .,, .. " ·" · '"" · · · . , 2. Bakken LL C.s< KL. CalliSl<r SM. Bourd<au NJ. Sch<ll RF. Perfor-
th~ sensiti\'ity of:the immunoblot _would ha\'e been compara- manee of 45 labor.uories panici¡i:iting in":i proficiency ies1ing pro· 
ble 10 thaÍ of the,Ig~l .. ÍOspC,EUSA;•IÍ{1his study, iriwhich . grnm far L)'m•dism• semlagy. J~MA 1992:268!891-5., 
ali ofthe paÚents were children: ÍÚfining a positive iminuno· 3. CraflJE.GroJzidi RL,S1eo..,AC.An1ib0Jy nis'¡ionsein Lym<Jism<: 
blot as the pr7se~cé''i)fa sin~l¿fij·kDábanlJ did not lower' mluaiion ofJiagnosiic 1és.S.'JJnfeé1 Dis_l?84:149:789~95. 
the speciñcitv of ihai test'. H~l(·e\·e;, i~\:iu/e~~li~r in\·esti.!á· 4. P.1du.ra si. s.mpi<n ,\. oiis F. sim¡í.1ríski'A: Ry~n RW. Molecular 
tion. in whi;h the' paÍÍ~nís''.~ere,adulis> defining'a positlve' ' 'characlorii:uiÓn án.d ·~¡ir..:S..ion of p2J (OspC') fro,¡; a Nonh Ameri· 
immunob. ·1.0 ¡ ª.s t. h .. e:.·· ¡Írese~c~'oraS'i.n ... iiie'2J .. :.k.o ... ª b. ª·"d· ·¡;,.· º .. uld .· .. > · .·. ,,can. siraió_ór Borré/;¡, bú~1órfari:,1nriéi lmm'ún 199J:61:5o91.-1o5. 

, · ··· · · ·· · · ··· ~ .. · ;. , ,. · ·· ·, · 5,G~;b .... ~fA!:R:.1riJ~i?h~IF:d~'~a;iy;j:•wrigh1'.lt.A~de"on LR. 
ha ve reduced the s'pécifiéit}:" Óf that tes(io an unáci:ep1ably: ·,. • '.·' .. Kaplan EÚ Onco;~.;¡¡):,ifi~r:ipy'/o!.s1rep1ococc:ilphaf)-nghis wi1h 
1L1w le\'el.[6]:':,\ .:.·., ·f'i;;~:~¡'.'.. ~-····· '.~t'.;;: ,,;;; .,'\:.··. '·: i./~~~~a~r_Ó~iL/t~~i~11.~,1.~~.~}.1.~9,:~-~.1¿,7/; :t\F;~;::. 

Because. the test ~nt,igen _in' thécurrent. inv_es1iga9on'., was\ ; 6.' Padula SJ/ Diis F. S.mpi<ri'A: Cra~i:n RB, Rjinn RW. Use ofrecombi· 
derived frÓm B.' búrgdoifer/•2,591/whidi .wiis'origiÍlally iso· ' ./nán1 OspC fronÍ B~~r<;liá'bú'rg.io;ferifór serodiiígnosis of carly Lyme 
Jated in Cónnecíícul:ánd b'écaus.i'au ohilesc'rú111s¡ieqime11s :, . •. ~i-~···~<J c:!n,Mi€r~b}?'.199,~:.~~.11,3,~i~:•;í::, é>• ·< 
carne from patierns lh'ing fn'.'Cón'neé:1icÚt: Íhci' usefuln~ss of .. ·· 7 .. MaenareHj L~/AnJ<,,on JF. Enzvme·linked iminun~sorbenl assay for 
the Igl\I rOs¡iC ELISA'au1sidé :o(this, ¿rea i:oUld be' cjúes~. , .·: ,¡;. do1'éc1i~rl ~r~1.;,:;p;;éific ¡.;;.nurió:i1ó~~Uns 'º Borrelia b11rgdor· 

tioned. Howev.er,in.'ou~;earli~·r.sÍÜdy'i,'tÍÍe sera .. Íes'ted were······' : .. . f:[i· ~") J Epi~~",'~~!J?88'. 12 Z'818:;~ 5\ki'J '.f•~(;:; 
· · · · ""' · .. ·h.· ..:h·''ct ·' '··· ·· ··· .·d ·h. . . · ~ ·, . ·-g,. Gro~zicki ~f:- Slc:~rt:'~<;:". <;~mpouis.on .~~i~mun~blott~~g ~_nd indirect 

obtained from.pauems,w o a cOntr~cte t e1r 1nlectionP. . •nzym•:linkedimmü'ri0Sórbcni:is;ay:tiingd_iffere~lan1ig•n'prepara· 
outside of Connectic'u(a~d sÍill Í:femons'fr'iued freqúent'and ,· ' 1ions ro'r. diagriósing earlY Lyme uis<:ls<:J lrÍfm Dis 1988:157.:790-
mone reaciivitywÍÍh rt)~pc'cieriv~d rróin str.íin' 2591 [6 ].';' ?( ~·:_: / · .· º:;; .i • '.~':°' '.~º:·. ;~¡c;:·qJ.z~;,p1~ :· · 
This ~ueeés'ts tha(Íhere.·are commÓi{OspC épilopes shared :·· Drossl<r ~.Whalen JA; R<inhud1 B~. S1éere AC.Wesiem bloningin 
by ditfe~~nt • s; ráin~·~r, IJ: b11rid,o/je';; is,olated .from differen t · . • '•h,.;~.-r~~ágn'?s,is .~ft;:m;~,ªi)•º~·ºiL1'."r~c~ ~~~ ,1.~~~'W'.3~2~400. 
Iocations. In additióri. :we .ha\'é·. recentlv'· found 1hai serum' IO: Wormm GP. Forse1er G. C~per O,•• aL Use ofa'nox•l •echnique of 

a n tibodies ~~e ~ .. ~r~:'i~C~ ti Jf di~~~·~~~/~ g~¡ ~~( t~~: ·: Ca.rb;c)x Y.~t,e·r~ :::.:~_ ~_':.·· .. ·:'.~.;:~· :~.-·.f .. ~ .•. ·.'.,·~.-."ª~.º.m .. _-~i~ .... '~.~.-::.•.~,; ;0.~_.',i.~.--~:~.·1·~-·-n·9·º,.-.;.: .. ;·._:. : ... ',L.i __ ·~. ·.-~·;···~···~.,. '..:~.;~ .. ~.',:.f.~./-.-~~~~.'..;.·~,e{·.:.w.· ... :.i,~h .~ry~ 
minus of OspC:a regioñ 'o( th(pr()lein' thiú is cÓnserved · . _. . . . 
among dilfereíit'strains ofB.' blirgdoifer((un'publisfi¿d obs .. ;r: :, 1 l:Sigal LH:The polym.ras• ch•in reaction assayfor.Borrelia b11rgdorferl 

• ) ·~;-~_,,.,_,:·.;··.e"-· -.. ,. . __ ,- :~: , ;.» . . , ;: , ''_·:~-,:.~¡n·-~~~?~:ig~.o~is._~rL~m~.'dl~se:··~""·'~~e~.:.~fe~ t9~.4;120:s20...:1. 
vauons · ·.·. ~... . ,, .~? .. 3·'; "' :, ,. .. ; , · · ·• · • 12:· BarbuúrAG; H~;e;· s1,C:\H~ií~~d RA. Schí'..;mpfME.·T•ssier SL. A 
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