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Diagnostyka boreliozy często jest problematyczna. Niejednoznaczny obraz kliniczny tej choroby, a także zróżnicowana odpowiedź 
immunologiczna na występujące w środowisku gatunki Borrelia burgdorferi stwarzają trudności w rozpoznaniu zakażenia. Istotne 
jest zatem stosowanie takich metod diagnostycznych, które będą w możliwie najmniejszym stopniu obarczone wynikami fałszywie 
dodatnimi oraz ujemnymi. Przeprowadzone badania oraz porównanie wyników otrzymanych przy zastosowaniu metody ELISA 
i dwóch rodzajów testów Western blot ukazują znaczną liczbę wyników uznanych za fałszywie dodatnie lub ujemne. 
Całkowita zgodność wyników testów ELISA i Western blot wyniosła: 65,6% (IgM ELISA: Mikrogen), 69,8% (IgM ELISA: 
Viramed), 83,9% (IgG ELISA: Mikrogen), 81,9% (IgG ELISA: Viramed). Zaobserwowano większą zgodność wyników 
dla przeciwciał klasy IgG. Z kolei dla klasy IgM wykazano 11,45% (Mikrogen) i 13,5% (Viramed) ujemnych wyników w teście 
ELISA potwierdzonych jako dodatnie testem Western blot. Zatem mimo zastosowania bardzo czułego testu przesiewowego 
uzyskano znaczny odsetek wyników fałszywie ujemnych. Należy unikać takiej sytuacji przy przeprowadzaniu dwuetapowej 
diagnostyki, w której zakłada się potwierdzanie tylko dodatnich i wątpliwych wyników. W prezentowanym badaniu wykazano, 
że użyty do diagnostyki test ELISA jest zbyt mało czuły do stosowania go jako test przesiewowy. Uzyskane rozbieżności 
w wynikach testów Western blot mogą być efektem różnic w składach antygenów oraz sposobie ich pozyskania.
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Diagnosis of Lyme disease is often problematic. Atypical clinical symptoms and diversified immunological response to the 
various Borrelia burgdorferi species present in the environment cause difficulties in a correct diagnosis. Hence the importance 
of using diagnostic methods least significantly affected by false positive and false negative results. The comparison of results 
achieved with ELISA test kit and two different Western blot test kits shows a considerable number of false positive and false 
negative results. The total conformity of ELISA test and Western blot tests results in our study was 65.6% (IgM ELISA: 
Mikrogen), 69.8% (IgM ELISA: Viramed), 83.9% (IgG ELISA: Mikrogen), 81.9% (IgG ELISA: Viramed). Higher conformity 
was observed in results for IgG antibodies. However, for IgM antibodies 11.45% (Mikrogen) and 13.5% (Viramed) of negative 
results achieved with ELISA test kit were indicated as positive using Western blot test kits. Despite the use of a very sensitive 
screening test, a considerable amount of false negative results was obtained. Such a situation is concerning in a two-step 
diagnostic procedure where only positive and equivocal results are further confirmed by Western blot method. The obtained 
results have demonstrated that ELISA test kit used in this study is not sensitive enough to be used as a screening test. 
The divergences obtained in Western blot tests results may be caused by the differences in the composition of each test 
and the differences in the methods of deriving antigens.
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WSTĘP

Borelioza z Lyme jest chorobą zakaźną wywoływaną przez 
krętki Borrelia burgdorferi sensu lato. Do zakażenia tą 
bakterią dochodzi zwykle podczas ukąszenia przez za-

rażonego kleszcza z rodziny Ixodidae, m.in. Ixodes ricinus, 
Ixodes scapularis, Ixodes persulcatus lub rodziny Argasidae(1). 
Pięć genogatunków Borrelia uznawanych jest za czynniki etio-
logiczne boreliozy z Lyme. Należą do nich: B. burgdorferi sen-
su stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bissettii oraz B. spielmanii(2). 
Mączka  i Tylewska-Wierzbanowska wymieniają jeszcze 
B. lusitaniae i B. valaisiana(3). Wszystkie one mogą wywoływać 
boreliozę w Europie, najczęściej jednak dotyczy to trzech ga-
tunków: B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii oraz B. garinii(4). 
Poszczególne szczepy wiąże się z rozwojem różnych obrazów 
choroby: B. afzelii powoduje zazwyczaj przewlekłe zaniko-
we zapalenie skóry, B. burgdorferi sensu stricto jest najczęściej 
odpowiedzialna za rozwój zapalenia stawów, a neurobore-
liozę mogą wywoływać B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii 
i B. garinii(4).
Na podstawie danych udostępnionych na stronie inter-
netowej Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego – 
Państwowego Zakładu Higieny (NIZP-PZH)(5) możliwe 
jest zobrazowanie zachorowalności na boreliozę w Polsce 
w ciągu kilkunastu ostatnich lat. Na ryc. 1 przedstawiono 
liczbę przypadków boreliozy w Polsce i w województwie 
śląskim w latach 1998–2014. Obserwuje się wzrost zacho-
rowań w kraju, który może być związany ze zwiększonym 
ryzykiem zapadalności na tę chorobę, jak również z poja-
wianiem się coraz dokładniejszych testów diagnostycznych 
umożliwiających rozpoznanie tej infekcji.
Z danych przedstawionych na ryc. 2. wynika, że zapa-
dalność na boreliozę wśród 100 tys. mieszkańców Polski 
oraz województwa śląskiego rośnie(5). W 2014 roku 
najwyższą zapadalność odnotowano dla wojewódz-
twa podlaskiego i wynosiła ona 106,8. Drugie pod tym 
względem było województwo warmińsko-mazurskie 
(62,5), natomiast trzecie – województwo śląskie (57,1). 

INTRODUCTION

Lyme borreliosis is  an infectious disease caused 
by spirochetal bacteria from the genus Borrelia 
burgdorferi sensu lato. It  is  a tick-borne in-

fection, usually transmitted by the bite of  an infect-
ed tick of  the families Ixodidae (e.g. Ixodes ricinus, 
Ixodes scapularis, Ixodes persulcatus) and Argasidae(1). 
Five Borrelia genospecies have been implicated as the 
cause of Lyme borreliosis, namely B. burgdorferi sensu 
stricto, B. afzelii, B. garinii, B. bissettii and B. spielmanii(2). 
Mączka and Tylewska-Wierzbanowska have also includ-
ed B. lusitaniae and B. valaisiana on their list(3). Borreliosis 
in Europe may be caused by any of these species, yet in-
fection with B.  burgdorferi sensu stricto, B.  afzelii 
and B. garinii has been known to be the most common(4). 
Each of the species is associated with a different presenta-
tion of the disease. Infection with B. afzelii tends to cause 
acrodermatitis chronica atrophicans (ACA), B. burgdorferi 
sensu stricto commonly leads to arthritis, whereas neu-
roborreliosis is known to develop where B. burgdorferi 
sensu stricto, B. afzelii or B. garinii are involved(4).
Based on the data available from the website of the National 
Institute of Public Health – National Institute of Hygiene 
(Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego – Państwowy 
Zakład Higieny, NIZP-PZH)(5), it is possible to show the in-
cidence of borreliosis in Poland over the last two decades. 
Fig. 1 shows the number of borreliosis cases in Poland 
and in the Silesian Voivodeship in the years 1998–2014. 
The rise in incidence may be associated with an increased 
incidence risk as well as the availability of more accurate 
diagnostic tests.
The data shown in  Fig. 2 demonstrate the incidence 
rate per 100,000 citizens in the entire Poland and in the 
Silesian Voivodeship to  be rising(5). In 2014, the high-
est incidence was noted in  the Podlaskie Voivodeship, 
with a rate of 106.8/100,000. The Warmińsko-Mazurskie 
Voivodeship came next, with incidence rate of 62.5 cases 

Ryc. 1. �Liczba zachorowań na boreliozę w Polsce i w województwie śląskim w latach 1998–2014 (na podstawie danych z NIZP-PZH)(5)

Fig. 1. �The incidence of borreliosis in Poland and in the Silesian Voivodeship in the years 1998–2014 (based on data by NIZP-PZH – the Na-
tional Institute of Public Health – National Institute of Hygiene)(5)
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Najniższą zapadalność na 100 tys. mieszkańców odnotowa-
no w województwie wielkopolskim. W 2014 roku średnia 
zapadalność na 100 tys. mieszkańców dla Polski wynosiła 
36. Obserwuje się również od roku 2005 wzrost średniej za-
padalności na 100 tys. mieszkańców dla województwa ślą-
skiego w porównaniu ze średnią zapadalnością dla Polski.
Wśród podstawowych badań laboratoryjnych w diagno-
styce boreliozy można wyróżnić metody bezpośrednie, 
tj. mikrobiologiczne, oraz pośrednie, czyli badanie serolo-
giczne i techniki Western blot. Diagnostyka staje się pro-
blematyczna w sytuacji, gdy objawy kliniczne nie są typo-
we (np. brak rumienia wędrującego, brak ugryzienia przez 
kleszcza w wywiadzie) – wówczas bardzo istotną częścią 
rozpoznania są wyniki badań laboratoryjnych. Z tego po-
wodu wskazane jest używanie takich metod diagnostycz-
nych, które w jak najmniejszym stopniu będą obarczone 
wynikami fałszywie dodatnimi oraz fałszywie ujemnymi. 
Najbardziej swoistym badaniem jest bezpośrednie wykrycie 
patogenu w materiale badanym, czyli badanie mikrobiolo-
giczne(6). Niestety, w przypadku zakażenia Borrelia metoda 
ta charakteryzuje się zbyt niską czułością (50–70% – biop-
taty skóry; 10–30% – płyn mózgowo-rdzeniowy; około 1% 
– płyn stawowy). Metoda PCR (reakcja łańcuchowa poli-
merazy, polymerase chain reaction) w materiale genetycz-
nym bakterii jest skuteczniejsza jedynie w przypadku płynu 
stawowego (50–70%)(7). Dlatego też z wyboru stosowane są 
metody serologiczne, wykrywające w badanym organizmie 
przeciwciała wytwarzane w odpowiedzi na kontakt z pato-
genem. Jest to jednak pośrednia diagnostyka, ponieważ wy-
krycie przeciwciał nie oznacza obecności patogenu w da-
nym momencie – wskazuje jedynie na kontakt z bakterią 
w przeszłości. Na trudności w rozpoznaniu wpływa również 
to, że metody badań stosowane w diagnostyce serologicz-
nej boreliozy często nie mają opracowanej standaryzacji(6).

per 100,000 citizens, and the Silesian Voivodeship came 
third, with 57.1/100,000. The lowest incidence rate was 
registered in the Wielkopolskie Voivodeship, whereas the 
mean incidence rate for the entire Poland was 36/100,000. 
Since 2005, the mean incidence rate per 100,000 citizens 
in the Silesian Voivodeship has increased compared with 
the mean incidence rate for the entire Poland.
The basic laboratory tests available for the diagnostics 
of borreliosis include direct (i.e. microbiological) and indi-
rect methods, such as serology and Western blot techniques. 
The  diagnosis is  complicated by atypical presentation 
(e.g. no erythema chronicum migrans – EM, no credible 
history of tick exposure), whereupon laboratory findings 
become crucial. Hence, diagnostic methods which are least 
affected by false positive and false negative results should be 
employed. Direct identification of the pathogen in the sam-
ple material, i.e. microbiologic examination has the greatest 
specificity(6). Unfortunately, in the case of Borrelia infection, 
this method is characterised by low sensitivity (50–70% for 
skin specimens, 10–30% for the cerebrospinal fluid, ap-
proximately 1% for the synovial fluid). Detection of the ge-
netic material of pathogens by polymerase chain reaction 
(PCR) method is more effective only for the synovial fluid 
(50–70%)(7). Thus, serological methods are considered the 
methods of choice, allowing for identification of antibodies 
produced in response to pathogen contact. This kind of di-
agnosis, however, is indirect, as identification of antibod-
ies does not necessarily mean the presence of the pathogen 
in the system at a given moment, indicating only a history 
of pathogen contact. The lack of standardisation of serodi-
agnostic testing also causes problems with correct diagno-
sis of Borrelia(6).
The aim of this study has been to determine the diagnostic 
usefulness of Western blot and ELISA test kits.

Ryc. 2. �Zapadalność na boreliozę na 100 tys. mieszkańców w Polsce i w województwie śląskim w latach 1998–2014 (na podstawie danych 
z NIZP-PZH)(5)

Fig. 2. �Borreliosis incidence rate per 100,000 citizens in Poland and in the Silesian Voivodeship in the years 1998–2014 (based on data by 
NIZP-PZH)(5)
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Celem pracy jest określenie użyteczności diagnostycznej te-
stów Western blot i ELISA wykorzystanych do badań.

MATERIAŁ I METODY

Materiał pobrano od 1819 osób mieszkających na terenie 
Górnego Śląska. Była to grupa ślepa. Wszyscy wyrazili pi-
semną zgodę na udział w badaniu. Na wykonanie badań 
uzyskano zgodę komisji bioetycznej (L.dz.KNW-6501- 
-100/08). Krew pełna została pobrana do probówek z wy-
krzepiaczem w celu uzyskania surowicy krwi, następnie zo-
stała odwirowana w 2500 obr./min przez 5 min. Surowicę 
oddzielono i zamrożono w temperaturze −20°C.
W pobranych próbach oznaczono miana przeciwciał w kla-
sie IgM i IgG skierowanych przeciwko antygenom Borrelia 
burgdorferi. Oznaczenia wykonano testami Anty-Borrelia 
ELISA (IgM) oraz Anty-Borrelia Plus VlsE ELISA (IgG) fir-
my Euroimmun (Niemcy).
Przeprowadzono badanie potwierdzające metodą Western 
blot dwoma testami komercyjnymi na 96 surowicach w kla-
sie IgM oraz na 194 surowicach w klasie IgG zbadanych 
wcześniej metodą ELISA. Dla oznaczeń w klasie IgM użyto 
testów recomLine Borrelia IgM firmy Mikrogen (Niemcy) 
oraz Borrelia ViraStripe IgM Testkit firmy Viramed 
(Niemcy). Dla oznaczeń w klasie IgG użyto testów recom-
Line Borrelia IgG firmy Mikrogen (Niemcy) oraz Borrelia 
ViraStripe IgG Testkit firmy Viramed (Niemcy).

WYNIKI

Z wyników uzyskanych za pomocą testów Anty-Borrelia 
ELISA IgM oraz Anty-Borrelia Plus VlsE ELISA IgG fir-
my Euroimmun wybrano po trzy grupy z każdego rodza-
ju testu, w celu przeprowadzenia dalszych badań metodą 
Western blot. Dla testu IgM wybrano 64 wyniki dodat-
nie, 17 granicznych oraz 15 ujemnych. Dla testu IgG wy-
brano 142 wyniki dodatnie, 10 granicznych i 42 ujemne. 
Następnie wykonano testy Western blot z zastosowaniem 
zestawów komercyjnych produkowanych przez dwie fir-
my, w celu porównania otrzymanych wyników. Na grupie 
96 prób (IgM) wykonano oznaczenia Western blot IgM te-
stami recomLine Borrelia IgM firmy Mikrogen oraz testami 
Borrelia ViraStripe IgM firmy Viramed. Za pomocą testów 
Mikrogen uzyskano 79 dodatnich oraz 17 ujemnych wyni-
ków, natomiast za pomocą Viramed – 89 wyników dodat-
nich i 7 ujemnych.
Przy użyciu testu firmy Mikrogen dla przeciwciał klasy IgM 
uzyskano 79 dodatnich wyników, z czego najczęściej ob-
serwowano reakcję z antygenami z grupy OspC – 69 wy-
ników (87,34%), w szczególności z antygenem OspC Bs – 
67 wyników (84,81%). Pozostałe antygeny z grupy OspC 
również dawały często dodatnie wyniki, głównie OspC Bg 
– 58 wyników (73,42%), następnie OspC Ba – 50 wyni-
ków (63,29%), najrzadziej OspC Bss – 43 wyniki (54,43%). 
Innym antygenem dającym często reakcję pozytywną był 
p41 – 65 dodatnich wyników (82,28%). Dla antygenów p58, 

MATERIAL AND METHODS

The sample material was collected from a blind group 
of 1,819 patients from Upper Silesia. All the blood do-
nors provided their consent in writing. The  study was 
approved by a bioethics committee (L.dz.KNW-6501-
100/08). The blood was collected into serum separator 
tubes to obtain serum, and then centrifuged at 2500 rota-
tions/min for 5 minutes. The serum was separated and fro-
zen at −20°C.
In the collected specimens, the titres of  IgM and  IgG 
antibodies directed against Borrelia burgdorferi anti-
gens were measured with Anti-Borrelia ELISA (IgM) 
and  Anti-Borrelia Plus VlsE ELISA (IgG) test kits by 
Euroimmun, Germany.
Two commercially available Western blot test kits were 
then used to confirm the results in 96 IgM serum samples 
and 194 IgG serum samples previously screened with ELISA. 
For IgM measurements, recomLine Borrelia IgM test kit 
by Mikrogen, Germany and Borrelia ViraStripe IgM Testkit 
by Viramed, Germany were used. For IgG measurements, 
recomLine Borrelia IgG by Mikrogen, Germany and Borrelia 
ViraStripe IgG Testkit by Viramed, Germany were utilised.

RESULTS

From the results obtained with Anty-Borrelia ELISA 
IgM and  Anty-Borrelia Plus VlsE ELISA IgG test kits 
by Euroimmun, three groups for each test were select-
ed for further confirmation with Western blot method. 
For the IgM test, 64 positive results, 17 equivocal results, 
and 15 negative results were selected. For the IgG test, 
142 positive, 10 equivocal, and 42 negative results were 
selected. Next, Western blot testing was performed us-
ing commercially available test kits by two different man-
ufacturers to compare the obtained results. In the group 
of  96  samples (IgM), Western  blot IgM measurements 
were conducted with recomLine Borrelia IgM test kit by 
Mikrogen and Borrelia ViraStripe IgM test kit by Viramed. 
Seventy-nine positive and 17 negative results were obtained 
with Mikrogen test kits, while 89 positive and 7 negative re-
sults were obtained with Viramed test kits.
Using Mikrogen IgM test, 79 positive results were ob-
tained, among which reactivity against OspC antigens was 
most frequently observed (69 results – 87.34%), of which 
OspC Bs antigen (67 results – 84.81%) evoked a posi-
tive reaction most commonly. The remaining OspC anti-
gens also frequently produced positive results, particularly 
OspC Bg (58 results – 73.42%), and OspC Ba (50 results – 
63.29%), with OspC Bss being the least common (43 results 
– 54.43%). Another antigen commonly evoking response 
was p41, with 65 positive results (82.28%). For p58, p39, 
OspA, p18 Bss, Ba, Bg2, and Bs antigens, no positive results 
were noted. Using Viramed IgM test, 89 positive results 
were obtained, with the most common reactivity obtained 
against OspC (88 positive results – 98.88%). The next most 
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p39, OspA, p18 Bss, Ba, Bg2, Bs nie zaobserwowano żadne-
go dodatniego wyniku. Przy użyciu testów firmy Viramed 
dla przeciwciał klasy IgM uzyskano 89 dodatnich wyników, 
z czego najczęściej otrzymywano reakcję z antygenem OspC 
– 88 wyników dodatnich (98,88%). Następny był antygen 
p41 – 77 dodatnich wyników (86,52%), kolejny – antygen 
p39 – 22 wyniki (24,72%). Najrzadziej reakcję obserwowa-
no z antygenami Osp17 – 8 wyników (8,99%) oraz VlsE – 
3 wyniki (3,37%).
W celu porównania pozytywnych reakcji otrzymanych przy 
użyciu obu testów zestawiono uzyskane dla nich wartości 
procentowe i zobrazowano je w formie wykresu na ryc. 3. 
Najczęściej obserwowano reakcje pozytywne dla antygenu 
OspC w teście Viramed. Bardzo rzadko reagował antygen 
VlsE w obu testach. Uzyskano również liczne pozytywne re-
akcje dla antygenów OspC wyizolowanych z poszczególnych 
szczepów Borrelia. Zastanawiający jest jednak fakt, że reak-
cje te bardzo często przebiegały dla więcej niż jednego anty-
genu OspC, co może sugerować liczne koinfekcje lub reakcje 
krzyżowe w obrębie tego antygenu. Natomiast dla antyge-
nów p58, p39, OspA, p18 Bss, p18 Ba, p18 Bg2 oraz p18 Bs 
w teście Mikrogen nie zaobserwowano reakcji.
Przy użyciu testu firmy Mikrogen dla przeciwciał klasy IgG 
uzyskano 137 wyników dodatnich, z czego najczęściej ob-
serwowano reakcję z antygenem VlsE – 122 wyniki dodatnie 
(89,05%) oraz z antygenem p41 – 120 wyników (87,59%). 
Często także otrzymywano reakcję dodatnią z antygenem 
p18 Ba – 79 wyników (57,66%) oraz z antygenem p100/p83 
– 70 wyników (51,10%). Nie zaobserwowano żadnej reak-
cji z antygenami OspA i p18 Bs. Za pomocą testów firmy 

commonly reactive antigen was p41 (77 positive results – 
86.52%), and p39 (22 positive results – 24.72%), whereas the 
least common response was obtained against Osp17 (8 pos-
itive results – 8.99%) and VlsE (3 positive results – 3.37%).
To compare the positive results rendered by the two tests, 
the percentages of reactions by antigen have been collat-
ed and shown in the bar plot in Fig. 3. The most common 
response was observed against OspC antigen in Viramed 
test. Response against VlsE antigen was very rare in either 
test. Numerous positive results were produced by OspC 
antigens isolated from various Borrelia strains. It is, how-
ever, surprising that the responses frequently occurred 
against more than one OspC antigen, potentially suggest-
ing numerous coinfections or cross reactions within the an-
tigen. No reactivity against p58, p39, OspA, p18 Bss, p18 
Ba, p18 Bg2 and p18 Bs antigens was demonstrated with 
Mikrogen test kit.
Mikrogen IgG test rendered 137 positive results, with re-
sponses directed against VlsE (122 positive results – 
89.05%) and p41 (120 positive results – 87.59%) antigens 
being the most common. Also reactivity against p18 Ba (79 
positive results – 57.66%) and p100/p83 (70 positive results 
– 51.10%) was commonly evoked. No response against 
OspA and p18 Bs was obtained. Viramed IgG test rendered 
141 positive results, with the most common responses be-
ing against VlsE (138 – 97.87%) and p41 (138 – 97.87%). 
Also positive results for p14 (91 positive results – 64.54%) 
and Osp17 (80 positive results – 56.74%) antigens were fre-
quently noted. The least frequent positive results were reg-
istered for p21 (13 positive results – 9.22%) and p43 (only 

Ryc. 3. �Częstość występowania poszczególnych antygenów w pozytywnych wynikach uzyskanych za pomocą testów Mikrogen IgM 
oraz Viramed IgM

Fig. 3. �Positive results rendered by Mikrogen IgM and Viramed IgM test kits by antigen
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Viramed dla przeciwciał klasy IgG uzyskano 141 dodatnich 
wyników, z czego najczęściej obserwowano reakcje dodat-
nie dla antygenów VlsE – 138 wyników (97,87%) oraz p41 – 
138 wyników (97,87%). Często otrzymywano również wy-
niki dodatnie dla antygenów p14 – 91 wyników (64,54%), 
Osp17 – 80 wyników (56,74%). Najrzadziej uzyskiwano do-
datnie wyniki dla antygenów p21 – 13 wyników (9,22%) 
oraz p43 – 1 wynik (0,71%). W celu dokonania porównania 
pozytywnych reakcji otrzymanych przy użyciu obu testów 
zestawiono uzyskane w nich wartości procentowe i zobrazo-
wano je w postaci wykresu na ryc. 4. Najczęściej obserwowa-
no reakcje pozytywne dla antygenów VlsE oraz p41 w teście 
Viramed. Często występowały także przeciwciała dla anty-
genów p14, Osp17, p100/p83, OspC, p30 i DbpA w teście 
Viramed (wszystkie powyżej 20%). W teście Mikrogen naj-
częściej reagowały antygeny VlsE, p41 (powyżej 80%) oraz 
p18 Ba, p100/p83, p58, p39 (powyżej 20%). Rzadko reago-
wały antygeny OspC oraz pozostałe p18 poszczególnych 
szczepów Borrelia w teście Mikrogen i antygeny p58, p39, 
p21, p43 w teście Viramed. Natomiast dla antygenów OspA 
oraz p18 Bs w teście Mikrogen nie zaobserwowano reakcji.
Porównując wyniki testu ELISA IgM z wynikami te-
stu Viramed, otrzymano 89 wyników dodatnich, z czego 
63 to wyniki dodatnie w teście ELISA, 13 – wyniki granicz-
ne, a kolejne 13 – wyniki ujemne. Jeden wynik dodatni oraz 
2 graniczne w teście ELISA nie zostały potwierdzone, nato-
miast 4 wyniki ujemne potwierdzono jako ujemne.
Porównując wyniki testu ELISA IgG z wynikami testu 
Viramed, otrzymano 141 wyników dodatnich, z czego 126 
to wyniki dodatnie w teście ELISA, 6 – wyniki graniczne, 

1 positive result – 0.71%) antigens. To compare the positive 
results obtained with the two tests, the percentages of reac-
tions by antigen have been collated and shown in the bar 
plot in Fig. 4. The most common IgG responses occurred 
for VlsE and p41 antigens in Viramed test. Also antibod-
ies directed against p14, Osp17, p100/p83, OspC, p30, 
and DbpA antigens frequently appeared in Viramed test 
(all exceeded 20%). In Mikrogen test, the most commonly 
reactive antigens included VlsE and p41 (over 80%) as well 
as p18 Ba, p100/p83, p58, and p39 (over 20%). Response 
against OspC antigens and the remaining p18 antigens 
of given Borrelia strains was rare in Mikrogen test, and the 
same applied to p58, p39, p21 and p43 antigens in Viramed 
test. No reactivity against OspA and p18 Bs was observed 
in Mikrogen test.
The comparison of ELISA IgM and Viramed test results 
showed 89 positive results, with 63 positive ELISA results, 
13 equivocal results, and 13 negative results. One posi-
tive and 2 equivocal ELISA results were not confirmed, 
and 4 negative results were confirmed as negative.
The comparison of ELISA IgG and Viramed test results 
showed 141 positive results, with 126 positive, 6 equivocal, 
and 9 negative ELISA results. Sixteen positive, and 4 equiv-
ocal results were not confirmed, whereas 32 negative results 
were confirmed as negative (Tab. 1).
The comparison of  ELISA IgM results and  Mikrogen 
test results rendered 79 positive results, with 57 positive, 
11 equivocal, and 11 negative ELISA results. Seven positive 
and 4 equivocal ELISA results were not confirmed, while 
6 negative results were confirmed as negative (Tab. 2).

Ryc. 4. �Częstość występowania poszczególnych antygenów w pozytywnych i wątpliwych wynikach uzyskanych za pomocą testów Mikrogen 
IgG oraz Viramed IgG

Fig. 4. �Positive results rendered by Mikrogen IgG and Viramed IgG test kits by antigen
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a 9 – ujemne. Nie zostało potwierdzonych 16 wyników do-
datnich i 4 graniczne, natomiast 32 ujemne wyniki potwier-
dzono jako ujemne (tab. 1).
Porównując wyniki testu ELISA IgM z wynikami testu 
Mikrogen, otrzymano 79 wyników dodatnich, z czego 57 to wy-
niki dodatnie w teście ELISA, 11 – wyniki graniczne, a kolejne 
11 – wyniki ujemne. Nie zostało potwierdzonych 7 wyników 
dodatnich oraz 4 graniczne w teście ELISA, natomiast 6 wyni-
ków ujemnych potwierdzono jako ujemne (tab. 2).
Porównując wyniki testu ELISA IgG z wynikami testu 
Mikrogen, otrzymano 137 wyników dodatnich, z czego 
126 to wyniki dodatnie w teście ELISA, 5 – wyniki gra-
niczne i 6 – wyniki ujemne. Nie zostało potwierdzonych 

The comparison of  ELISA IgG and  Mikrogen test re-
sults showed 137 positive results, including 126 positive, 
5 equivocal, and 6 negative ELISA results. Sixteen posi-
tive and 4 equivocal results were not confirmed, whereas 
36 negative results were confirmed as negative.
A chi-square test statistic was computed to compare the re-
sults obtained with ELISA method and each of the Western 
blot tests, demonstrating significant differences (Tab. 3).
To compare the results obtained with each of the Western 
blot tests, a chi-square test was performed. The results for 
IgM responses differ significantly between the tests, while 
IgG responses for the two tests showed no significant dif-
ferences (Tabs. 4 and 5).

Western blot ELISA Wynik testu χ2 dla p < 0,05 = 2,1776
Chi-square for p < 0.05 = 2.1776Dodatni

Positive
Ujemny
Negative

Graniczny
Equivocal

Viramed IgM+ 63 13 13 145,90 – istotna różnica
145.90 – significant differenceViramed IgM− 1 4 2

Viramed IgG+ 126 9 6 313,19 – istotna różnica
313.19 – significant differenceViramed IgG− 16 32 4

Mikrogen IgM+ 57 11 11 154,61 – istotna różnica
154.61 – significant differenceMikrogen IgM− 7 6 4

Mikrogen IgG+ 126 6 5 312,36 – istotna różnica
312.36 – significant differenceMikrogen IgG− 16 36 4

Tab. 3. �Porównanie wyników otrzymanych w teście ELISA z wynikami testów Western blot za pomocą testu χ2 dla tablicy wielopolowej
Tab. 3. The comparison of ELISA and Western blot results performed with a chi-square test

ELISA Western blot
Mikrogen IgM Mikrogen IgG

Dodatni
Positive

Ujemny
Negative

Razem
Total

Dodatni
Positive

Ujemny
Negative

Razem
Total

Dodatni
Positive 57 (59,4%) 7 (7,3%) 64 (66,7%) 126 (65,3%) 16 (8,3%) 142 (73,6%)

Ujemny
Negative 11 (11,45%) 6 (6,2%) 17 (17,7%) 6 (3,1%) 36 (18,7%) 42 (21,8%)

Graniczny
Equivocal 11 (11,45%) 4 (4,2%) 15 (15,6%) 5 (2,6%) 4 (2%) 9 (4,6%)

Razem
Total 79 (82,3%) 17 (17,7%) 96 (100%) 137 (71%) 56 (29%) 193 (100%)

Tab. 2. Porównanie wyników otrzymanych w teście ELISA z wynikami testów Western blot Mikrogen
Tab. 2. The comparison of the results rendered by ELISA and Western blot (Mikrogen) test kits

ELISA Western blot
Viramed IgM Viramed IgG

Dodatni
Positive

Ujemny
Negative

Razem
Total

Dodatni
Positive

Ujemny
Negative

Razem
Total

Dodatni
Positive 63 (65,6%) 1 (1%) 64 (66,6%) 126 (65,3%) 16 (8,3%) 142 (73,6%)

Ujemny
Negative 13 (13,55%) 4 (4,2%) 17 (17,75%) 9 (4,7%) 33 (17,1%) 42 (21,8%)

Graniczny
Equivocal 13 (13,55%) 2 (2,1%) 15 (15,65%) 6 (3,1%) 3 (1,5%) 9 (4,6%)

Razem
Total 89 (92,7%) 7 (7,3%) 96 (100%) 141 (73,1%) 52 (26,9%) 193 (100%)

Tab. 1. Porównanie wyników otrzymanych w teście ELISA z wynikami testów Western blot Viramed
Tab. 1. The comparison of the results rendered by ELISA and Western blot (Viramed) test kits
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16 wyników dodatnich i 4 graniczne, natomiast 36 wyni-
ków ujemnych potwierdzono jako ujemne.
Przeprowadzono test istotności χ2 dla tablicy wielopolowej 
w celu porównania wyników testów ELISA i poszczegól-
nych testów Western blot. Wykazano pomiędzy nimi istot-
ne różnice (tab. 3).
Wykonano test istotności χ2 w celu porównania wyników 
poszczególnych testów Western blot. Wyniki testów IgM 
różnią się istotnie, natomiast wyniki testów IgG nie wyka-
zały istotnej różnicy (tab. 4 i 5).
W celu porównania wyników uzyskanych dla poszczegól-
nych antygenów użytych w testach Western blot wykonano 

To compare the results for given antigens obtained in the 
Western blot tests, a chi-square test was applied. Significant 
differences were demonstrated to exist in the results for 
p100/p83, p58, and p39 antigens between the IgG tests, 
whereas between the IgM tests significant differences were 
identified for OspC and p41 antigens (Tabs. 6 and 7).

DISCUSSION

The comparison of  results obtained with ELISA meth-
od and two Western blot tests demonstrated a large num-
ber of false positive and false negative results. Overall, the 

IgM Viramed Mikrogen Wynik testu χ2 dla p < 0,05 = 3,84
Chi-square for p < 0.05 = 3.84

Dodatni
Positive 89 79

4,76 – istotna różnica
4.76 – significant differenceUjemny

Negative 7 17

Tab. 4. Porównanie wyników otrzymanych w testach Western blot w klasie IgM za pomocą testu χ2

Tab. 4. �The comparison of IgM results rendered by Western blot by Viramed and Western blot by Mikrogen performed with a chi-square test

IgG Viramed Mikrogen Wynik testu χ2 dla p < 0,05 = 3,84
Chi-square for p < 0.05 = 3.84

Dodatni
Positive 141 137

0,238 – nieistotna różnica
0.238 – non-significant differenceUjemny

Negative 52 56

Tab. 5. Porównanie wyników otrzymanych w testach Western blot w klasie IgG za pomocą testu χ2

Tab. 5. �The comparison of IgG results rendered by Western blot by Viramed and Western blot by Mikrogen performed with a chi-square test

Antygen
Antigen

IgG Viramed Mikrogen Wynik testu χ2 dla p < 0,05 = 3,84
Chi-square for p < 0.05 = 3.84

p100/p83 Dodatni
Positive 41 70

10,63 – istotna różnica
10.63 – significant differenceUjemny

Negative 152 123

VlsE Dodatni
Positive 138 122

3,016 – nieistotna różnica
3.016 – non-significant differenceUjemny

Negative 55 71

p58 Dodatni
Positive 19 35

5,512 – istotna różnica
5.512 – significant differenceUjemny

Negative 174 158

p41 Dodatni
Positive 138 120

3,787 – nieistotna różnica
3.787 – non-significant differenceUjemny

Negative 55 73

p39 Dodatni
Positive 15 34

8,439 – istotna różnica
8.439 – significant differenceUjemny

Negative 178 159

OspC Dodatni
Positive 35 23

2,922 – nieistotna różnica
2.922 – non-significant differenceUjemny

Negative 158 170

Tab. 6. Test χ2 dla poszczególnych antygenów użytych w obu testach Western blot IgG
Tab. 6. The result of a chi-square test by antigen, for all antigens used in Western blot IgG test kits
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conformity of ELISA and Western blot tests was as fol-
lows: 65.6% (IgM ELISA: Mikrogen), 69.8% (IgM ELISA: 
Viramed), 83.9% (IgG ELISA: Mikrogen), 81.9% (IgG ELISA: 
Viramed). Higher conformity was determined for the re-
sults of IgG levels. In IgM class, in turn, 11.45% (Mikrogen) 
and 13.5% (Viramed) negative ELISA results were later con-
firmed as positive by Western blot testing. Despite the use 
of a very sensitive screening test, a high rate of false nega-
tive results was obtained, causing concerns as to the effective-
ness of the two-tiered diagnostic approach where only posi-
tive and equivocal results are further confirmed with Western 
blotting technique. Similar results were obtained in a study by 
Chmielewska-Badora et al. where conformity of IgM results 
between the tests was demonstrated to be 58.9%, and of IgG 
results – 83.9%(8). False negative results amounted to 16.7% 
for IgM antibodies and 7.2% for IgG antibodies. The measure-
ments in question were performed with ELISA by Biomedica 
and Western blot by Mikrogen. The results suggest the neces-
sity to perform parallel diagnostic procedures for Borrelia, in-
cluding both ELISA and Western blot for IgM and IgG an-
tibody classes. The use of ELISA as a screening procedure 
seems to be counter-effective, as more than 10% of the results 
it renders are false positive, whereupon the diagnostics is dis-
continued, and no adequate treatment is pursued. The num-
ber of equivocal results rendered by this method is also high, 
yet these tend to be further confirmed with Western blot tech-
nique. The statistical analysis performed using the chi-square 

test has indicated significant divergence to exist between the 
results obtained with ELISA and the two Western blot test kits.
The results rendered by Western blot tests are partially con-
sistent with those cited by Chmielewska-Badora et al.(8), 
as very similar results were obtained with Western blot IgG 
tests by Mikrogen and Viramed. The chi-square test showed 
no significant differences. However, the results obtained with 
Western blot IgM test by Mikrogen and Western blot IgM test 
by Viramed analysed with the chi-square test vary significant-
ly. The test by Viramed rendered over 10% more positive re-
sults than the test by Mikrogen. This is of particular interest, 
as early detection of the infection remains a challenge, ow-
ing to patients’ low antibody titres. The superior performance 

analizę istotności przy użyciu testu χ2. Istotną różnicę w wy-
nikach wykazano dla antygenów p100/p83, p58, p39 dla te-
stów IgG. Natomiast dla testów IgM wykazano istotną róż-
nicę dla antygenów OspC oraz p41 (tab. 6 i 7).

OMÓWIENIE

W porównaniu wyników otrzymanych metodą ELISA 
i w dwóch rodzajach testów Western blot wykazano obec-
ność znacznej liczby wyników fałszywie dodatnich i fałszy-
wie ujemnych. Całkowita zgodność wyników testów ELISA 
i Western blot wyniosła: 65,6% (IgM ELISA: Mikrogen), 
69,8% (IgM ELISA: Viramed), 83,9% (IgG ELISA: 
Mikrogen), 81,9% (IgG ELISA: Viramed). Stwierdzono 
większą zgodność wyników w klasie IgG. Z kolei w klasie 
IgM zaobserwowano 11,45% (Mikrogen) i 13,5% (Viramed) 
wyników ujemnych w teście ELISA potwierdzonych jako 
dodatnie testem Western blot. Pomimo użycia bardzo czułe-
go testu przesiewowego uzyskano znaczny odsetek wyników 
fałszywie ujemnych, czego należy unikać, stosując proce-
durę dwuetapowej diagnostyki, zakładającej potwierdzanie 
tylko dodatnich i wątpliwych wyników. Podobne rezultaty 
uzyskano w pracy Chmielewskiej-Badory i wsp., którzy wy-
kazali całkowitą zgodność wyników dla kasy IgM na pozio-
mie 58,9%, a dla klasy IgG – 83,9%(8). Obecność wyników 
fałszywie ujemnych wynosiła 16,7% dla klasy IgM i 7,2% 
dla klasy IgG. Cytowane badania przeprowadzono za po-
mocą testów ELISA firmy Biomedica oraz Western blot fir-
my Mikrogen. Na podstawie tych wyników można stwier-
dzić, że konieczne jest prowadzenie dwutorowej diagnostyki 
boreliozy u wszystkich badanych, składającej się z badań 
ELISA i Western blot w klasach IgM i IgG. Traktowanie te-
stu ELISA jako testu przesiewowego nie sprawdza się, po-
nieważ uzyskiwana jest ponad 10-procentowa grupa wyni-
ków fałszywie ujemnych, co często skutkuje brakiem dalszej 
diagnostyki, a co za tym idzie – brakiem wdrożenia właści-
wego leczenia. Pula wyników granicznych jest równie wy-
soka co fałszywie ujemnych, jednak są one najczęściej po-
twierdzane metodą Western blot. Przeprowadzona analiza 
statystyczna przy użyciu testu χ2 dla tablicy wielopolowej 

Antygen
Antigen

IgM Viramed Mikrogen Wynik testu χ2 dla p < 0,05 = 3,84
Chi-square for p < 0.05 = 3.84

VlsE

Dodatni
Positive 3 3

Brak różnicy
No differenceUjemny

Negative 93 93

P41

Dodatni
Positive 80 65

6,339 – istotna różnica
6.339 – significant differenceUjemny

Negative 16 31

OspC

Dodatni
Positive 92 69

20,350 – istotna różnica
20.350 – non-significant differenceUjemny

Negative 4 27

Tab. 7. Test χ2 dla poszczególnych antygenów użytych w obu testach Western blot IgM
Tab. 7. The result of a chi-square test by antigen, for all antigens used in Western blot IgM test kits
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wskazuje na istotną różnicę pomiędzy wynikami uzyskany-
mi metodą ELISA i dwoma testami Western blot.
Wyniki uzyskane w testach Western blot częściowo są zgod-
ne z tymi opisywanymi przez Chmielewską-Badorę i wsp. (8) 
Otrzymano bowiem bardzo zbliżone do siebie wyniki te-
stów Western blot IgG Mikrogen oraz Viramed. Test χ2 dla 
tablicy wielopolowej w tym przypadku również nie wy-
kazał istotnych różnic. Natomiast wyniki testów Western 
blot IgM Mikrogen i Viramed przy użyciu statystyki χ2 
dla tablicy wielopolowej istotnie się różnią. W teście fir-
my Viramed uzyskano ponad 10% więcej wyników dodat-
nich. Jest to szczególnie ważne z uwagi na fakt, że wczesne 
wykrywanie infekcji jest utrudnione, często z powodu ni-
skich mian przeciwciał u osób badanych. Istotny może być 
tu wpływ używania przez firmę Viramed oczyszczonych 
antygenów natywnych, uzyskanych ze szczepów Borrelia 
afzelii oraz Borrelia burgdorferi sensu stricto; jedynie anty-
gen VlsE użyty w tym teście jest antygenem rekombinowa-
nym. Test firmy Mikrogen składa się z całości z antygenów 
rekombinowanych.
Według zaleceń wydanych przez Deutsche Borreliose-
Gesellschaft e.V. i przetłumaczonych na zlecenie Fundacji 
„BARTEK” na rzecz Osób z Boreliozą i Innymi Chorobami 
Odkleszczowymi nie istnieją standardy, jakim mieliby 
sprostać producenci testów diagnostycznych, zarówno 
ELISA, jak i Western blot(9). Dlatego też dowolnie stosują 
oni antygeny rekombinowane bądź natywne. W przypad-
ku rekombinowanych używają antygenu swoistego dla  da-
nego szczepu, co ma pomóc w rozpoznaniu konkretne-
go szczepu u badanego. Producent testu wykorzystanego 
w tej pracy (Mikrogen) użył rekombinowanych antyge-
nów OspC uzyskanych z gatunków B. sensu stricto, afzelii, 
garinii, spielmanii i p18 uzyskanych z gatunków B. sensu 
stricto, afzelii, garinii, garinii2 oraz spielmanii. Wyniki 
otrzymane w prezentowanym badaniu wyraźnie wskazu-
ją, że wymienione antygeny nie cechują się istotną swo-
istością co do przeciwciał, z którymi reagują. W celach po-
równawczych wprowadzony został dodatkowy parametr 
w teście firmy Mikrogen – OspC Total. Dzięki temu zobra-
zowano różnice pomiędzy wynikami dwóch różnych te-
stów, a także umożliwiono porównanie liczby wszystkich 
wyników dodatnich dla białka OspC (Total) z liczbą dodat-
nich wyników antygenów rzekomo swoistych dla poszcze-
gólnych gatunków. W badaniu przeciwciał klasy IgM uzy-
skano w sumie 69 pozytywnych wyników dla przynajmniej 
jednego swoistego białka OspC i 67 dla OspC B. spielma-
nii, 58 dla OspC B. garinii, 50 dla OspC B. afzelii oraz 
43 dla OspC B. sensu stricto. Jeżeli kierowalibyśmy się za-
sadą podaną przez producenta, oznaczałoby to, że najwyżej 
w 10 przypadkach (12,66%) nie doszło do koinfekcji przy-
najmniej dwóch różnych gatunków Borrelia burgdorferi. 
Bardziej prawdopodobna jest możliwość reakcji krzyżo-
wych przeciwciał anty-OspC z antygenami OspC poszcze-
gólnych gatunków.
Należałoby zatem opracować zasady, do których producen-
ci mieliby się stosować przy tworzeniu testów – zarówno 

may be due to the fact that purified native antigens derived 
from Borrelia afzelii and Borrelia burgdorferi sensu stricto are 
used by Viramed, with VlsE being the only recombinant an-
tigen used in this test. The Mikrogen test, on the other hand, 
is fully composed of recombinant antigens.
According to the guidelines issued by Deutsche Borreliose-
Gesellschaft e.V., translated by the “BARTEK” Foundation 
for Patients with Borreliosis and Other Tick-Borne Diseases 
(Fundacja „BARTEK” na rzecz Osób z Boreliozą i Innymi 
Chorobami Odkleszczowymi), currently no standards ex-
ist that would have to be met by manufacturers of diagnos-
tic tests, be it ELISA or Western blot(9). As a result, the pro-
ducers utilize either recombinant or native antigens at their 
discretion. To facilitate identification of a particular bacte-
rial strain in a patient, in the case of recombinant antigens 
strain-specific antigens are used. For the immunoblot em-
ployed in this study, Mikrogen used recombinant OspC an-
tigens derived from B. sensu stricto, afzelii, garinii, spielmanii 
strains, and p18 antigens derived from B. sensu stricto, afzelii, 
garinii, garinii2 and spielmanii strains. The results discussed 
above seem to indicate that the listed antigens do not exhib-
it significant specificity for the antibodies directed against 
them. An additional parameter was included for comparative 
purposes in the Mikrogen test, namely OspC Total, helping 
to demonstrate the differences in the results rendered by the 
two tests, and compare the number of all positive results for 
OspC protein (Total) with the number of positive results for 
antigens presumed specific for given species. In the IgM test, 
a total of 69 positive results were obtained for at least one spe-
cific OspC protein, and 67 for OspC B. spielmanii, 58 for OspC 
B. garinii, 50 for OspC B. afzelii, and 43 for OspC B. sensu 
stricto. According to the manufacturer’s information, this 
would mean that in no more than 10 (12.66%) cases no coin-
fections by two different Borrelia burgdorferi species occurred. 
It seems more likely that cross reactions between anti-OspC 
antibodies and OspC antigens of given species are possible.
Hence, standardisation of Western blot and ELISA test kits 
seems necessary. The type of antigens (native or recombi-
nant), particular antigens, and strains they may be isolated 
from should all be specified. Up until that point, the diag-
nostic accuracy of the two-tiered approach to the serodiag-
nosis of borreliosis appears to be insufficient, leading to un-
derdiagnosis and delayed diagnosis. ELISA and Western 
blot testing should, therefore, be conducted in parallel, 
with both IgM and IgG titres measured.

CONCLUSIONS

1.	 The sensitivity of the ELISA test kit used in the study 
is not sufficient enough to be useful for screening the 
two-tiered diagnostic approach.

2.	 The differences in antigen composition, the method 
of antigen derivation, and the character of immunologic 
response to infection within the studied population may 
all account for the interpretative divergences between the 
results of the two Western blot tests used in our study.
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Western blot, jak i ELISA. Przede wszystkim powinny one 
określać rodzaj użytych antygenów (natywne, rekombino-
wane), konkretne antygeny, szczepy, z których można je 
izolować. Do momentu rozwiązania tej kwestii stosowanie 
dwuetapowej diagnostyki boreliozy jest obarczone zbyt du-
żym błędem, powodującym za niską oraz za późną wykry-
walność choroby. Test ELISA i Western blot powinny być 
wykonywane w tym samym czasie z oznaczeniem przeciw-
ciał w dwóch klasach: IgM i IgG.

WNIOSKI

1.	 Wykorzystany do badań test ELISA jest zbyt mało czuły 
do stosowania w pierwszym etapie diagnostyki boreliozy.

2.	 Stwierdzone rozbieżności interpretacyjne w wynikach 
testów Western blot mogą sugerować, że ich przyczy-
ną są różnice w składzie antygenów, sposobie ich pozy-
skania oraz charakterze odpowiedzi immunologicznej 
na zakażenie w badanej populacji.
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