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DWUSTOPNIOWA DIAGNOSTYKA SEROLOGICZNA 

BORELIOZY – WERYFIKACJA METOD 

S owa kluczowe: Borelioza z Lyme, Borrelia burgdorferi, Western blot 

Wst p

Liczba przypadków zachorowa  na borelioz  w ostatnich latach (2001-
2005) wyra nie wzros a. W Polsce w 2001 roku zapadalno  na t  chorob
wynosi a 6,40 (na 100 tys.), za  w 2005 roku wzros a do 11,5 (na 100 tys.) 
(Wojewódzka Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna w Lublinie). Najwi cej
przypadków boreliozy stwierdza si  latem i jesieni  w okresie wzmo onej
aktywno ci kleszczy b d cych g ównym wektorem kr tka. Na terenie Euro-

py s  to kleszcze z rodzaju Ixodes ricinus i Ixodes persulcatus, za  na terenie 

Ameryki Pó nocnej Ixodes dammin (Adamek, 2006, s. 11-12, Chmielewska- 
Badora 1997, s. 359-400).  

 Zachorowania powodowane przez kr tki B. burgdorferi rejestrowane s
w Polsce od wielu lat w ró nych rejonach kraju. S  to przede wszystkim 
tereny Podlasia, Bieszczad, Karkonoszy, rejon Bia owie y, rejony Bia ego-
stoku i Roztocza.

Badania prowadzone zarówno w Polsce jak i w wielu krajach Europy, 

wskazuj  na du  cz sto  wyst powania przeciwcia  anty-Borrelia burgdor-

feri w grupach o du ym ryzyku, szczególnie w ród le ników i rolników 
(Adamek, 2006 s. 11-12, Chmielewska-Badora 1997 s. 359-400, Flisak 2004  
s. 445-450, Pancewicz 2006 s. 102-108). 

W oparciu o badania molekularne wyró niono co najmniej trzy chorobo-

twórcze dla cz owieka genogatumki B. burgdorferi sensu lato: B. burgdorferi 

sensu stricto, B. afzelii i B. garini. W Europie stwierdzono tak e obecno

genogatunków, których chorobotwórczo  nie zosta a wykluczona (B. vale-

siana) i szczepy nale ce do nienazwanego jeszcze genogatunku A14S 
(Hermanowska-Szpakowicz 2003 s. 29-38, Tylewska-Wierzbanowska 2005  
s. 289-293). Przebieg boreliozy z Lyme jest uwarunkowany nie tylko geno-
typem patogenu, lecz tak e odpowiedzi  immunologiczn  zaka onego
organizmu. Na przebieg choroby wp ywaj  mi dzy innymi zró nicowana 
wra liwo  organizmu na zaka enie, ró na zdolno  do eliminacji bakterii 
przez mechanizmy obronne gospodarza, jak równie  wp yw odpowiedzi 
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immunologicznej na rozwój procesów patologicznych (I ycka 2000 s. 165-
171, Pancewicz 2006 s. 102-108).  

W przebiegu zaka enia wyró nia si  posta  wczesn  zlokalizowan  (faza 
I), posta  wczesn  rozsian  (faza II) oraz posta  pó n  (faza III). Choroba  
w zale no ci od fazy manifestuje si  zmianami skórnymi o typie erythema 
migrans (EM), dolegliwo ciami grypopodobnymi, ch oniakiem limfocytar-
nym skóry, dysfunkcjami w obr bie stawów i uk adu nerwowego. Posta
pó na boreliozy mo e wyst pi  nawet w kilka lat od zaka enia i objawia si
przewlek ym zanikowym zapaleniem skóry, przewlek ym zapaleniem sta-
wów, a tak e przewlek ymi zespo ami neurologicznymi i psychiatrycznymi. 
Borelioza mo e równie  przebiega  w sposób nietypowy, a wywiad nie 
zawsze pomaga w ustaleniu rozpoznania, szczególnie, je li pacjent nie jest  
w stanie po czy  faktu wyst pienia dolegliwo ci z uk szeniem przez kle-
szcza i ewentualnym wyst pieniem rumienia w druj cego (EM), który jest 

charakterystycznym, wczesnym objawem zaka enia kr tkiem B. burgdor-

feri, lecz wyst puje jedynie u 30-40% zaka onych (Andrzejewski 2004 s. 423-
430, 2006 s. 16-22, Hermanowska-Szpakowicz 2005 s. 3452-3455).  

B. burgdorferi lokalizuje si  pozakomórkowo, szczególnie we wczesnej 
postaci choroby mo liwe jest przetrwanie bakterii w miejscach immuno-
logicznie uprzywilejowanych np. w mózgu i oku. Wewn trzkomórkowa 
lokalizacja mo liwa jest w przypadku przetrwa ej boreliozy oraz w pó nej 
fazie choroby. W patogenezie boreliozy istotn  rol  odgrywaj  ró ne formy 
atypowe kr tka – pozbawione ciany komórkowej sferoplastyczne formy L, 
formy nieaktywne przybieraj ce posta  cyst oraz formy „blebs” powstaj ce 

w niesprzyjaj cych warunkach.

W komórce B. burgdorferi zidentyfikowano bia ka powierzchniowe Osp 
(Outer surface protein) A, B, C, D, E, F, G, bia ka o masie cz steczkowej
22kDa, 39kDa, 41kDa, 55kDa, 58kDa, 66kDa, 73 kDa, HSP-bia ka szoku 
termicznego. Ta ró norodno  bia ek sprawia, e diagnostyka boreliozy jest 
trudna, cz sto niejednoznaczna i w zwi zku tym wymaga opracowania 
wiarygodnych standardów post powania (Hermanowska-Szpakowicz 2003 
s. 29-38).

Prawid owe rozpoznanie boreliozy uwarunkowane jest odpowiednim do-
borem metod serologicznych i poprawn  interpretacj  uzyskanych wyni-
ków. Obecnie zalecana jest dwuetapowa diagnostyka boreliozy. Pierwszy 
etap obejmuje badania z zastosowaniem testów serologicznych o wysokiej 
czu o ci (immunofluorescencyjny IIFT lub ELISA). Ze wzgl dów ekonomi-
cznych cz sto stosowana jest tak e technika jako ciowa (ELFA, analizator 
Vidas). Wyniki dodatnie i w tpliwe uzyskane tymi metodami wymagaj
potwierdzenia metod  Western blot (Wb), która charakteryzuje si  wysok
swoisto ci . W praktyce w wi kszo ci przypadków stosuje si  jedynie meto-
dy pierwszego etapu diagnostyki. 
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Diagnostyka dwuetapowa jest post powaniem rekomendowanym i zale-
canym, zarówno przez europejskie, jak i ameryka skie Laboratoria Refe-
rencyjne oraz Center for Disease Control and Prevention i German Society 
for Hygiene and Microbiology (Tylewska-Wierzbanowska 2005 s. 289-293). 

Celem niniejszej pracy by a analiza wyników uzyskanych metod  ELFA 
(z analizatorem Vidas) i metod  IIFT jako testów przesiewowych stosowa-

nych w diagnostyce zaka e  kr tkiem B. burgdorferi dla okre lenia stopnia 
b du pope nianego przy jednoetapowej diagnostyce. 

Materia  i metody 

W pierwszym etapie bada  okre lano obecno  przeciwcia  klasy IgM  

i IgG skierowanych przeciwko antygenom B. burgdorferi metodami ELFA 
(grupa I) i IIFT (grupa II) u osób z podejrzeniem boreliozy. 

W drugim etapie bada  zastosowano test Western blot jako test ostatecz-

nego potwierdzenia lub wykluczenia zaka enia kr tkiem B. burgdorferi.
Test Wb wykonywano dla surowic, dla których metodami przesiewowymi 
otrzymano wynik dodatni lub w tpliwy. 

Grup  badan  stanowi o 123 pacjentów z podejrzeniem boreliozy. 
Grupa I (46 osób) – wykonano test przesiewowy do jako ciowego wykry-

wania przeciwcia  (IgM/IgG) metoda ELFA (Enzyme Linked Fluorescent 
Assay) analizator mini VIDAS, bio Merieux. 

Grupa II (77 osób) – przeciwcia a klasy IgM i IgG oznaczano metod
immunofluorescencji po redniej (IIFT; Euroimmun). 

W te cie IIFT w klasie IgM miano 1:10 interpretowano jako infekcj
pierwotn .

W klasie IgG miano 1:10 uwa ano za wynik ujemny, miano 1:100 inter-
pretowano jako dawn  lub ostr  infekcj , miano powy ej 1:320 oznacza o
infekcj  ostatnio przebyt  lub przewlek .

U pacjentów, u których w pierwszym etapie bada  uzyskano wyniki 
dodatnie i w tpliwe wykonano test Western blot (Euroimmun) jako test 

ostatecznego potwierdzenia lub wykluczenia zaka enia kr tkiem B. burgdor-

feri.
W te cie WB wynik uznawano jako pozytywny je li stwierdzono obec-

no  wysoce specyficznego pasma OspC (w klasie IgM ) i VIsE (w klasie 
IgG). W przypadku braku pasm charakterystycznych dla IgM i IgG ocenie 
poddawano pasma towarzysz ce. Obecno  przynajmniej jednego z pasm 
p83, p39, p31, p30, p19, p17, mimo braku pasma OspC, interpretowano jako 
wynik dodatni w klasie IgM. Obecno  2 lub wi cej pasm p83, p39, p31, 
p30, OspC(p25), p21, p19, p17, mimo braku pasma VIsE, interpretowano 
jako wynik dodatni w klasie IgG. 
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Wyniki

U 46 osób obecno  przeciwcia  IgM/IgG okre lano metod  przesiewow
ELFA na analizatorze mini VIDAS (bio Merieux). U 21 osób uzyskano wy-
niki dodatnie – stwierdzono jako ciowo obecno  przeciwcia  IgM/IgG anty- 
Borrelia. W badanej grupie otrzymano 5 wyników w tpliwych i 20 ujem-
nych.

U pacjentów, u których otrzymano wyniki dodatnie i w tpliwe wyko-
nano test potwierdzenia metod  Western blot.  

Wszystkie wyniki dodatnie (21) uzyskane w pierwszym etapie bada
zosta y potwierdzone jako dodatnie metod  Wb.

U 7 osób otrzymano wyniki dodatnie zarówno w klasie IgM jak i IgG.  
W ka dym przypadku stwierdzono obecno  pasm charakterystycznych: 
OspC w klasie IgM i Vlse w klasie IgG. Ponad to stwierdzono równie
obecno  innych pasm towarzysz cych. 

U 6 osób otrzymano wyniki dodatnie jedynie w klasie IgM (pasma OspC 
i/lub pasma towarzysz ce), u 8 osób wyniki dodatnie jedynie w klasie IgG 
(pasma towarzysz ce inne ni  VlsE). 

Spo ród 5 wyników w tpliwych po wykonaniu testu Wb 4 uznano jako 
dodatnie – stwierdzono obecno  pasm charakterystycznych dla antygenów 
Borrelia innych ni  OspC i Vlse. Jeden uznano jako ujemny – nie stwier-
dzono obecno ci pasm charakterystycznych. 

Szczegó owe dane zamieszczono w Tab. 1. 

Tab. 1. Wyniki uzyskane metod  ELFA na analizatorze Mini Vidas  
oraz metod  Western blot (Wb)

46 osób – I grupa 

 VIDAS 

IgM/IgG

Wb

IgM i IgG 

21 + 

7 + (IgM i IgG) 
6 + (IgM) 
8 + (IgG) 

5 +/- 
4 + (IgM i IgG) 
1 – (IgM i IgG) 

20 -  testu Wb 
 nie wykonywano 

+ wynik dodatni 
+/- wynik w tpliwy
- wynik ujemny 
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Obecno  przeciwcia  IgM i IgG metod  immunofluorescencji po redniej 
(IIFT) okre lano u 77 osób.  

U 32 osób otrzymano wyniki dodatnie: dla IgM miano wy sze ni  1:10, 
dla IgG miano od 1:100. 

U 10 osób uzyskano wyniki w tpliwe: dla IgM miano 1:10, dla IgG miano 
ni sze ni  1:100.

 W 35 przypadkach otrzymano wyniki ujemne w obu klasach przeciw-
cia .

Uzyskane wyniki dodatnie i w tpliwe weryfikowano testem Wb.  
Wszystkie wyniki dodatnie uzyskane metod  IIFT potwierdzono jako do-

datnie testem Wb. Dziesi  okre lono jako dodatnie w obu klasach przeciw-
cia  – w klasie IgM stwierdzono obecno  pasma OspC, w klasie IgG pasma 
VlsE. W obu klasach stwierdzono tak e obecno  pasm dodatkowych.  
U 2 osób uzyskano wynik dodatni jedynie w klasie IgM (obecne pasmo 
OspC), u 20 dodatni tylko w klasie IgG (obecne pasmo VlsE i/lub pasma 
towarzysz ce).

Spo ród 10 wyników w tpliwych po wykonaniu testu Wb 3 uznano jako 
dodatnie w klasie IgM, 1 dodatni w klasie IgG. Oceny dokonano na podsta-
wie obecno ci pasm towarzysz cych innych ni  OspC i VlsE. Pozosta e 6 
uznano jako ujemne. 

Tab. 2 Wyniki uzyskane metod  IIFT oraz metod  Western blot(Wb)

77 osób – II grupa 

IIFT

IgM i IgG 

Wb

IgM i IgG 

32 + 

10 + (IgM i IgG) 
 2 + (IgM) 
20 + (IgG) 

10+/-
3 + IgM 
1 + IgG 
6 - 

35-
testu Wb 
 nie wykonywano 

+ wynik dodatni 
+/- wynik w tpliwy
- wynik ujemny 
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Dyskusja

Borelioza jest chorob  o z o onej etiopatogenezie, charakteryzuje si
fazowym przebiegiem, ró norodno ci  objawów skórnych, stawowych, 
kardiologicznych, neurologicznych. W diagnostyce boreliozy wa n  kwesti
stanowi fakt przebywania osób, u których podejrzewa si  borelioz  na tere-

nach wyst powania kleszczy zaka onych kr tkiem B. burgdorferi, ewentual-
n  obecno  rumienia w druj cego, wyst puj ce dolegliwo ci oraz wyniki 
bada  serologicznych [6].  

Diagnostyka serologiczna boreliozy polega na stwierdzeniu obecno ci  
w surowicy pacjenta przeciwcia  skierowanym przeciwko charakterystycz-

nym bia kom kr tka B. burgdorferi [10]. Do testów najcz ciej wykonywa-
nych w serologicznej diagnostyce boreliozy nale : test immunoenzymatycz-
ny (ELISA), immunofluorescencji po redniej ( IIFT), metoda ELFA (Enzyme 
Linked Fluorescent Assay), za  do weryfikacji uzyskanych wyników test 
Western blot.  

Diagnostyka boreliozy poza uwzgl dnieniem heterogenno ci szczepów 

Borrela burgdorferi stwarza trudno ci interpretacyjne zarówno we wczes-
nych jak i pó nych okresach choroby. We wczesnym okresie choroby wynik 
badania serologicznego cz sto bywa ujemny lub te  przeciwcia a klasy IgM 
pojawiaj  si  w ilo ci nie wykrywalnej testem. Fa szywie dodatnie wyniki 
testów mog  pojawi  si  w niektórych zaka eniach wirusowych np. wirus 
EBV, w chorobach autoimmunologicznych, chorobach w troby. 

Poprawa diagnostyki dotyczy wczesnych kresów chorobowych, gdy EM 
ma charakter nietypowy lub nie wyst puje [13].

W pracy analizowano wyniki uzyskane dwoma metodami przesiewowy-
mi – ELFA (analizator Vidas) i IIFT. Metody te wykorzystywane s  cz sto  

w pierwszym etapie diagnostyki zaka e B. burgdorferi ze wzgl dów ekono-
micznych i krótki czas oczekiwania na wynik testu. Uzyskane wyniki bada
wskazuj , e wszystkie wyniki dodatnie uzyskane wspomnianymi metodami 
przesiewowymi potwierdzane s  jako dodatnie testem Western blot. Cz
wyników w tpliwych po weryfikacji testem Wb okazuje si  ujemna. 

Na podstawie przeprowadzonej analizy mo na wnioskowa , e testy 
przesiewowe do jako ciowego wykrywania przeciwcia  (metoda ELFA ana-
lizator mini VIDAS, bio Merieux), oraz metoda ilo ciowa immunofluore-
scencyjna (IIFT, Euroimmun) mog  by  stosowane w pierwszym etapie 
diagnostyki. Nie mo na jednak pomin  drugiego etapu diagnostyki – testu 
potwierdzaj cego Western blot, któremu mo na identyfikowa  bia ka wyso-

ce specyficzne dla Borrelia burgdorferi jak VIsE, p83, p39, p31 (OspA), p30, 
p25 (OspC), p21, p19, p17.  

Taki schemat diagnostyczny pozwala na eliminacj  nieswoistych wyni-
ków fa szywie dodatnich, które zdarzaj  si  z ró n  cz stotliwo ci  przy 



– 171 –

diagnostyce jednym testem oraz pozwala na jednoznaczn  ocen  przy 
wynikach w tpliwych.

Wnioski 

1. Oznaczenia wykonywane z u yciem analizatora VIDAS oraz metoda 
immunofluorescenyjna IIFT mog  by  z powodzeniem stosowane do wst p-

nej detekcji przeciwcia  anty-Borrelia burgdorferi.

2. Ze wzgl du na mo liwo  uzyskania wyników fa szywie dodatnich 
wskazane jest wykonanie testu WB, który ostatecznie potwierdza lub wy-

klucza zaka enie B. burgdorferi.

Streszczenie 

Serologiczna diagnostyka boreliozy mimo opracowania i wprowadzenia 
ró nych metod wci  wymaga weryfikacji. Metody przesiewowe najcz ciej 

stosowane do oceny przeciwcia  anty-Borrelia to metoda jako ciowa ELFA 
(Enzyme Linked Fluorescent Assay, analizator Vidas), metoda immuno-
fluorescencji po redniej (IIFT) oraz metoda immunoenzymatyczna ELISA. 
Wszystkie wymienione metody charakteryzuj  si  wysok  czu o ci . Ze 
wzgl du na mo liwo  wyst pienia nieswoistych reakcji krzy owych i wy-
ników fa szywie dodatnich wskazana jest weryfikacja wyników w tpliwych 
i dodatnich uzyskanych metodami przesiewowymi. Weryfikacji dokonuje 
si  testem Western blot (Wb) o wysokiej swoisto ci. Technika Wb pozwala 

na identyfikacj  przeciwcia  dla bia ek wysoce specyficznych dla Borrelia

burgdorferi: VIsE, p83, p39, p31 (OspA), p30, p25 (OspC), p21, p19, p17, 
w ród których bia ko VIsE jest najbardziej swoiste dla odpowiedzi w klasie 
IgG oraz bia ko OspC, którego obecno  zwi zana jest z produkcj  przeciw-
cia  IgM.

Celem niniejszej pracy by a analiza wyników uzyskanych metod  ELFA 
(z analizatorem Vidas) i metod  IIFT jako testów przesiewowych stosowa-

nych w diagnostyce zaka e  kr tkiem B. burgdorferi. 
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THE TWO-STAGE SEROLOGIC DIAGNOSIS OF LYME BORRELIOSIS 

– VERIFICATION OF METHODS 

Key words: Lyme boreliosis, Borrelia burgdorferi,Western blot 

Summary

The Lyme borreliosis has become a serious diagnostic problem in Europe 
and in Poland. The selection of the most specific serologic methods for the 

diagnosis of Borrelia burgdorferi infections requires some re-evaluation. 
Screening tests used most frequently for the qualitative detection of anti-

Borrelia antibodies include the ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay; 
analysis device mini VIDAS) assay whereas the quantitative methods are 
represented by the indirect immunofluorescence test (IIFT) and ELISA. All 
the above mentioned methods are characterized by a high sensitivity. Never-
theless, due to a risk of non-specific cross-reactions and false-positive results, 
verification of doubtful and positive results obtained by screening methods 
is recommended. The verification can be accomplished by the application of 
the Western Blot test characterized by a high specificity. The major advanta-
ge of the WB technique is identification of proteins, which demonstrate  

a high specificity for B. burgdorferi: VIsE, p83, p39, p31 (OspA), p30, p25 
(OspC), p21, p19, and p17. Among them, the VIsE protein is the most 
specific protein for IgG antibody production whereas the OspC protein is 
connected with the presence of IgM antibodies. The aim of the study was 
the analysis of results obtained by the ELFA (along with the Vidas analyser) 

and the IIFT methods as screening tests used in the diagnosis of B. burgdor-

feri infections.  
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