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РЕЗЮМЕ

Лаймската болест се причинява от бакте-
рии от комплекса Borrelia burgdorferi sensu lato 
и е най-честата инфекция преносима от кърле-
жи в Европа и Северна Америка. Одобрени за ла-
бораторна диагностика са серологичните мето-
ди, като CDC продължава да изисква двустепе-
нен алгоритъм в използването им. Серологични-
те методи имат сериозни ограничения, които 
трябва да се имат предвид при интерпретация 
на резултатите. Направихме преглед на литера-
турни източници с фокус стандартния (STTT), 
който се прилага в нашата страна, и модифици-
рания двустепенен алгоритъм (MTTT).

Ключови думи: Borrelia burgdorferi, лаймска 
болест, стандартен двустепенен тест (STTT), 
модифициран двустепенен тест (MTTT)

ABSTRACT

Lyme disease is caused by bacteria of the Borrelia 
burgdorferi sensu lato complex and is the most com-
mon tick-borne infection in Europe and North Amer-
ica. Serological methods are approved for laboratory 
diagnosis, and the CDC continues to recommend a 
two-step algorithm for their use. However, serological 
methods have significant limitations that must be con-
sidered when interpreting results. We reviewed litera-
ture sources with a focus on the standard two-tiered 
testing (STTT), which is applied in our country, and 
the modified two-tiered testing (MTTT).

Keywords: Borrelia burgdorferi, Lyme disease, 
standard two-tiered testing (STTT), modified two-tiered 
testing (MTTT)
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Различните геновидове B. burgdorferi в Европа и 
в САЩ, значителната хетерогенност между ща-
мовете в рамките на всеки вид и различните про-
явления на лаймската болест изискват прецизна 
и подходяща диагностика (32). 

Диагноза на лаймската болест
Диагнозата лаймска борелиоза се основава 

на наличието на специфични симптоми, дан-
ни за епидемиологично разпространение, анам-
неза за ухапване от кърлеж и лабораторни дан-
ни. Лабораторното потвърждение е от съществе-
но значение в случай на неспецифични прояви 
и при късните фази на заболяването. Методите 
за диагностика са директни, откриващи причи-
нителя, неговата нуклеинова киселина или анти-
гени и индиректни, основаващи се на имунния 
отговор. Директното микроскопско наблюде-
ние е ограничено поради ниската концентрация 
на бактерии в телесните течности (40). Borrelia е 
взискателен микроорганизъм и може да расте на 
много специфични и обогатени среди при про-
дължително култивиране, което прави този под-
ход неприемлив за клинични цели (3). Открива-
не на антиген е с ниска надеждност поради съ-
щите ограничения като микроскопското откри-
ване (24). PCR методът в лабораторната диагно-
стика на лаймската болест дава възможност за 
потвърждаване на инфекцията преди образува-
нето на антитела. Кожните лезии при повечето 
пациенти с ЕМ имат положителни PCR резулта-
ти за B burgdorferi ДНК (10). Но молекулярните 
анализи, въпреки че имат висока специфичност, 
нямат последователна чувствителност и тряб-
ва да се използва само в комбинация със сероло-
гични тестове. Откриването на ДНК в клинични 
проби като кръв, урина и ликвор не е достатъч-
но надеждно, а откриването й невинаги означа-
ва активна инфекция, тъй като ДНК на мъртвия 
микроб присъства месеци след успешно лечение 
(18). PCR сега се използва при пациенти с артрит, 
при които ДНК на причинителя може да бъде от-
крита в 70% до 85% в проби синовиална течност, 
което не означава непременно, че инфекцията е 
активна (22). 

STTT и MTTT лабораторни диагностични 
подходи

Към момента официално одобрени за диагно-
стика на лаймска болест са серологичните мето-
ди, които се основават на откриване на антитела. 
Двустепенната методология е предпочитана и 
през 1995 г. е приет стандартизиран двустепенен 
алгоритъм за тестване (STTT), който се използва 
като референтен стандарт за оценка на нови под-
ходи (фиг. 1). 

ОБЗОР

Лаймската болест е кърлежово-преносима ин-
фекция с ендемично широко разпространение. 
Честотата й е най-висока в умерените климатич-
ни зони на северното полукълбо, по-специално 
в Северна Америка и Европа. В Европа честота-
та варира от ниска до незначителна в Обедине-
ното кралство, до 80 случая на 100 000 души в 
Холандия, Белгия, Австрия, Словения, Италия, 
Литва и Естония. Географското разпространение 
на заболяването е свързано с векторите и с из-
менението на климата (13,36). Кърлежите са сил-
но чувствителни към промените в сезонния кли-
мат и това вероятно ще улесни разпространение-
то в някои региони, като същевременно ще нама-
ли честотата в райони, които стават по-горещи и 
по-сухи (15). В България от началото на 2024 г. до 
35-ата седмица в епидемиологичния бюлетин на 
НЦЗПБ се съобщава за 262 регистрирани случая 
(със 113 повече за същия период през 2023 г.). За 
сравнение случаите на марсилска треска за съ-
щия период са 64 (16). 

Причинители на заболяването са извити бак-
терии от комплекса Borrelia burgdorferi sensu lato 
(sl), характеризиращ се с определени геновидове, 
предаващи се с кърлежи от рода Ixodes и с резер-
воар дребни гризачи, насекомоядни, зайци, пти-
ци и др. (33). Геновидовете са различни по отно-
шение на клинична проява, разпространение в 
човешкото тяло, а също и по отношение на екс-
пресията на антигени. Към това трябва да се при-
бави и различното им разпространение в Евро-
па и САЩ. В Европа се срещат най-много видове, 
поне 5 от комплекса B. burgdorferi sl, като B. afzelii, 
B. garinii и B. burgdorferi sensu stricto (ss) са най-чес-
тите и важни патогени за човека. B. burgdorferi ss 
се манифестира по-често с артритна симптома-
тика, B. afzelii причинява кожни инфекции, а B. 
garinii е невротропна. Всеки вид обаче носи по-
тенциала да засегне и друга система (8,13). 

За клинични цели лаймската болест се разде-
ля на ранен локализиран, ранно дисеминиран и 
късен стадий. Заболяването обикновено се ма-
нифестира с кожна лезия (еритема мигранс, ЕМ) 
в около 70% от ранните случаи, представляваща 
разширяващо се зачервяване описвано като „би-
волско око“. Появява се от няколко дни до ня-
колко седмици на мястото на ухапване от кър-
лежа. ЕМ може да се представи и в морфологич-
но различни форми и да затрудни разпознаване-
то й. Въпреки че е лечимо с антибиотици заболя-
ване, инфектиращите патогени могат да се раз-
пространят в други тъкани и органи и да засег-
нат нервната система, ставите, сърцето и кожата. 
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STTT включва чувствителен тест от пър-
во ниво за откриване на IgM и IgG (самостоя-
телно или в комбинация) чрез различни техни-
ки, най-често ензимно-свързан имуносорбентен 
анализ (ELISA) или хемилуминесцентен имуноа-
нализ (CLIA). Тези тестове дават и информация 
за концентрацията на антитела в пробата. Ин-
директният имунофлуоресцентен тест намира 
по-ограничено приложение. В случаите на по-
ложителен или двусмислен анализ се преминава 
към Western blot (WB)/Imunnоblot (IB) за IgM и/
или IgG, за да се подобри специфичността. WB 
IgM тестът се оценява при пациенти с продъл-
жителност на заболяването ≤30 дни, защото тези 
антитела могат да персистират продължител-
но време. За целите на лабораторното потвър-
ждаване и двете нива трябва да са положител-
ни. WB тестът е трудно изпълним, а и същест-
вува субективност в отчитането, когато не се из-
ползва софтуер за денситометрично изследване 
на интензитета на лентите, затова не се препо-
ръчва, ако ензимният имуноанализ е отрицате-
лен (27,31,35). 

Антигени, които се използват в имуноензим-
ните тестове, са получени от местни бактерии B. 
burgdorferi, частично пречистени или рекомби-
нантни протеини от различни щамове, като ня-
кои анализи са комбинирани (31). Първоначал-
ните тестове са приготвени с целоклетъчен со-
никатен материал (WCS), без ключови in vivo екс-
пресирани антигени и експресиращи антигени, 
които могат да свързват антитела, различни от B. 
burgdorferi (6). Това поколение тестове, въпреки 
че отчитат най-висока чувствителност, в ранна-
та фаза имат ниска специфичност, особено при 
пациенти с други заболявания, именно поради 
кръстосано реагиращите антитела с протеини 
запазени между B. burgdorferi и други често сре-
щани бактерии. В комбинация с WB специфич-
ността се подобрява, обаче за сметка на чувст-

вителността (34). Търсенето на подобрени серо-
логични тестове стимулира използването на ре-
комбинантни протеинови антигени и синтез на 
специфични пептиди от имунодоминантни ре-
гиони запазени сред B. burgdorferi sl. Второ по-
коление тестове, базирани на консервативна об-
ласт на VlsE (променлива главна протеинопо-
добна последователност, експресирана) за IgG и 
OspC (основен повърхностен антиген) като от-
делен антиген или като смес с други за открива-
не на специфични IgM антитела, се налагат като 
алтернатива на утвърдената двустепенна страте-
гия. Пептидите C6, VIsE и pepC10 са идентифи-
цирани като антигени, които предизвикват ра-
нен имунен отговор. В Европа са разрешени те-
стове на базата на VIsE и OspC за IgG и OspC за 
IgM чрез CLIA, които се използват и в нашата 
страна като първа стъпка. Предимството на тези 
тестове е бързината на анализа и апаратно изра-
ботване, което позволява всекидневно да се по-
лучават резултатите (1,9,13,35). Възможността 
за използване на базиран на С6 пептид EIA като 
тест от първо или второ ниво в серологията на 
лаймската болест е оценена в няколко проучва-
ния (4,23,6). Синтетичният C6 пептид е базиран 
на непроменливата област 6 (IR6) на VlsE външ-
но повърхностния липопротеин. IR6 остава не-
променен по време на антигенна вариация и се 
запазва сред различните патогенните щамове и 
геновидове. Той е и силно имуногенен, предиз-
виквайки образуването на антитела, като IgG от-
говор към С6 е по-ранен от този срещу VlsE, но 
предизвиква по-слаб IgM отговор (25). Проблем 
в използването на тези тестове са критериите за 
тълкуване на резултатите. Според Rouhiainen M. 
(2021) както чувствителността, така и специфич-
ността на С6 EIA тестовете могат да бъдат усъ-
вършенствани чрез оптимизиране на стойности-
те на граничния индекс в зависимост от целите, 
за които се използва (12,20,30). При пациенти с 
дисеминирана лаймска болест чувствителността 
е оценена между 87 % и 98% при съответно 98% 
и 95% специфичност в две различни проучвания 
(4,27). 

WB тестовете съгласно препоръките на CDC 
са част от втори етап на двустепенния протокол, 
въпреки че се използват и като самостоятелни те-
стове. Както по-горе посочихме, съществува зна-
чителна хетерогенност между щамовете в рам-
ките на всеки вид, също и в антигените, които са 
най-подходящи за серодиагностика. Затова при 
изготвянето на тест лентите за WB изборът на 
вид и щам е важен за постигане на оптималност 
в анализа и съответно трябва да са съобразени с 

Фиг. 1. Стандартен двустепенен тест (STTT)
Асоцииран по Hatchette T. Modified two-tiered testing 

algorithm for Lyme disease serology: the Canadian context 
(2020)
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региона, в който ще се използват (5). В САЩ тес-
товете са на базата на антигени на В. burgdorferi 
ss, а в Европа включват и антигени получени от 
B. afzelii и B. garinii. В WB се използват електро-
форетично разделени протеини на бактериите 
(обикновено целоклетъчен лизат) с помощта на 
полиакриламиден гел, последвано от трансфер 
(блотинг) на тези протеини върху нитроцелулоз-
ни мембранни ленти. Вариант на WB e Line blot 
с пречистени или рекомбинантни антигени, като 
се елиминира възможността за кръстосани реак-
ции (28). 

Интерпретацията на блот тестовете е въз ос-
нова на ясно дефинирани критерии, предоставе-
ни от производителя. По време на инфекция с B. 
burgdorferi се експресират много антитела и веро-
ятността дадено антитяло да присъства и да бъде 
открито е ниска. Поради това за положителен 
тест се изисква повече от една критична лента (5 
от 10 за IgG според някои производители) и две 
или повече за IgM. Според модифициран стан-
дарт в Германия се изисква само една IgM лента 
за положителна диагноза (9,13,37,38). Плътност-
та или интензитетът на лентата може да се срав-
ни със слабо положителна контрола, и ако тест 
лентата е с плътност по-голяма или равна на кон-
тролната, резултатът се приема за положителен.

Най-важният принос на WB е, че подобря-
ва диагностичната специфичност в комбина-
ция с тестовете от първо ниво на STTT, но оста-
ва ниската чувствителност при ранните случаи 
(6). Той също генерира фалшиво положителни 
резултати, особено при инфекции с EBV, CMV, 
BKV и др. от кръстосано реагиращи антитела, 
резултат от поликлонално активиране на лим-
фоцитите от вирусни супер антигени (39). За по-
вишаване на общата чувствителност са предло-
жени еднослойни алтернативни имуноблот ана-
лизи, често използващи антигени от множество 
щамове или геновидове на B. burgdorferi в един 
имуноблот включително, OspA и OspB в техния 
антигенен панел, в допълнение с по-малко поло-
жителни ленти от разрешените от настоящите 
критерии на CDC и отчитане на двусмислените 
резултати (28). 

Одобрени от агенцията по лекарствата и хра-
ните в САЩ са 51 анализа от повече от 20 про-
изводителя, които демонстрират значителна хе-
терогенност на резултатите от множество про-
учвания (34). Метаанализ направен от Cook MJ и 
Puri BK (2016) определя 59,5% средна чувствител-
ност (варира от 30,6% до 86,2%) за всички тесто-
ве, които са налични към момента на проучване-
то в търговската мрежа, и проби, които са били 

предварително определени като положителни 
или чрез предишен серологичен тест, или анам-
неза за EM, или потвърдена култура, или комби-
нация от тях. Най-чувствителните методи са WB 
и ELISA 62%. Средната стойност на тестовете, из-
ползващи синтетичния C6 пептид ELISA, е ~54%, 
също толкова е и чувствителността на двусте-
пенната методология. Тя се увеличава с тежест-
та на симптомите и разпространението в стави-
те, сърцето и централната нервна система. Ва-
жно заключение от този анализ е, че чувствител-
ността не корелира с ефективността в клинична-
та практика. В проучванията са включени рано 
взети проби, проби от пациенти вече лекувани 
с антибиотици или стероиди. Поради това мно-
го истински случаи могат да бъдат недостатъч-
но диагностицирани (9). Цялостната чувствител-
ност на всеки двустепенен алгоритъм е равна на 
неговия най-малко чувствителен компонент (6). 

Според проучване на Leeflang MM et al. (2016) 
чувствителността на серологичните тесто-
ве (ELISA или WB) в Европа е по-висока, сред-
но ~80%, и варира значително. В случаите с ЕМ 
е 50%, при невроборелиоза 77%, хроничен атро-
фичен акродерматит 97% и неуточнена лаймска 
борелиоза 73%. Оценката на специфичността е 
~95%. Авторите отчитат като проблем високия 
риск от пристрастия в анализираните проучва-
ния (21). 

Проучване в САЩ на ELISA тестове, използ-
ващи VlsE1 IgG/pepC10 IgM или С6 IgG/pepC10 
IgM, показват значително подобрена диагнос-
тична чувствителност (58% и 63% съответно) по 
време на ранната болест спрямо двустепенно-
то тестване (38%), като същевременно поддър-
жат висока специфичност. В по-късните стадии 
чувствителността на паралелните тестове и дву-
степенното тестване е била висока и статистиче-
ски еквивалентна (2). Получаването на рекомби-
нантни и синтетични пептиди за ензимните иму-
ноанализи и ограниченията в WB (вкл. и липса-
та му в някои региони) води до модифициране на 
серологичната диагностика. Модифициран дву-

Фиг. 2. Модифициран двустепенен тест (MTTT) 
Асоцииран по Hatchette T. Modified two-tiered testing 

algorithm for Lyme disease serology: the Canadian context 
(2020)
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степенен алгоритъм за тестване (MTTT) вече е 
признат за приемлива алтернатива на STTT как-
то в Канада, така и в Съединените щати (Фиг. 2). 

Този подход използва два последователни тес-
та от първо ниво и елиминира WB, за да се оп-
рости и подобри ефективността. Предимства са 
по-ниската цена на изследванията и по-голямата 
достъпност на EIA тестовете. И двата теста тряб-
ва да са двусмислени или положителни, за да се 
приеме, че пациентът е положителен (19). Про-
учването на Pegalajar-Jurado A et al. (2018) демон-
стрира по-висока чувствителност на MTTT спря-
мо STTT. Комбинацията VlsE/C6 е с най-ниската, 
в ранните случаи на заболяването, но с по-добра 
специфичност от теста с най-висока чувствител-
ност WCS/C6 EIA (27).

Проучванията продължават с оценяване на 
различни комбинации, които да подобряват от-
криване на ранно заболяване, със специфич-
ност еквивалентна на STTT. MTTT, използващ 
C10/VlsE EIA, последван от WCS EIA, открива 
28% повече ранни инфекции, като същевремен-
но поддържа специфичност от 99,6% (19). Ня-
кои MTTT подходи обаче не идентифицират ру-
тинно кои антигени на B. burgdorferi са отговор-
ни за положителния резултат и при съмнение за 
потенциално кръстосано реагиращи медицин-
ски състояния по-голяма диагностична инфор-
мация за имунния отговор към B. burgdorferi се 
осигурява от IgG имуноблот (28). 

Като допълнение ще представим и подход из-
ползван от Университетската болница в гр. Тур-
ку във Финландия. Лабораторията по клинич-
на микробиология използва тристепенна сероло-
гия. Тест от първо ниво е in-house WCS EIA, C6 
EIA се използва като второ ниво и линеен IB на 
базата на Luminex мултиантигенен анализ. Озна-
чава се като голям серологичен пакет и може да 
бъде заявен от клиницистите независимо от ре-
зултатите от индивидуалното тестване (30). 

При интерпретация на резултатите от сероло-
гичните тестове трябва да се вземат предвид ня-
кои факти. Всички проучвания на тези тестове за 
диагностика на лаймска болест посочват като ос-
новно ограничение ниската чувствителност при 
ранните случаи. Около половината от пациен-
тите с ЕМ са серонегативни, тъй като IgM анти-
телата се откриват между 3-тата и 6-ата седми-
ца от началото на заболяването, формирайки т. 
нар. прозоречен период, а IgG се появяват седми-
ци след това. За това, когато е на лице типична-
та клиника с ЕМ, повечето автори не препоръч-
ват лабораторно тестване. Диагнозата е клинич-
на или могат да се използват други методи за пот-

върждаване, като PCR от кожна биопсия се оце-
нява на 70% чувствителност или лимфоцит тран-
сформиращ тест (LTT), препоръчван само от гер-
манското дружество. Някои центрове за лечение 
на заболяването вземат изходна серумна проба, 
за да се проследи сероконверсия в последваща 
или в случаите на атипична еритема (11,14).

Ранното лечение също влияе на имунния от-
говор и сероконверсията може да не се открие, 
или ако има IgM позитивност, може да не се прев-
ключи към синтеза на IgG антитела. Откриване-
то на антитела не е доказателство за клинично 
налична лаймска болест и положителната про-
гнозна стойност на серологичния тест е много 
ниска в случаите на нетипични симптоми. Спо-
ред Bunikis J et al. лабораторното изследване има 
за цел да обоснове клиничната преценка на ле-
каря дали пациентът има заболяване, или не (7). 

За да се постигне максимална специфичност, 
насоките посочват, че само реактивността на IgM 
не трябва да се използва в подкрепа на диагно-
зата, ако симптомите са налице повече от един 
месец („правилото за един месец“). Обаче при 
ранна дисеминирана инфекция, с неврологич-
ни аномалии или лаймски кардит, понякога па-
циентите могат да имат само положителен IgM 
WB и не напълно развит отговор на IgG антитела 
един месец след началото (6).

Фалшиво позитивните случаи могат да се 
дължат на други заболявания - вирусни инфек-
ции, инфекция с H. pylori, сифилис, коинфек-
ции, пренасяни от кърлежи (напр. анаплазмоза) 
и др. (13). EIA от първо ниво и хемилуминесцент-
ни анализи за поливалентни IgG/IgM антитела 
към B. burgdorferi могат да дадат фалшиво поло-
жителни резултати между 2% и 5%, когато се из-
ползват рекомбинантни протеини, и между 10% 
и 15%, когато се използват целоклетъчни лизати 
(28). 

Прогностичната стойност на теста се опреде-
ля от неговата чувствителност, специфичност и 
разпространението на заболяването в попула-
цията, която ще се тества. Следователно при па-
циент с ниска вероятност за заболяване отрица-
телният тест го изключва, докато положителни-
ят е по-вероятно да бъде фалшиво положителен 
(26). 

Персистирането на антитела от минало за-
боляване продължава с месеци и дори с години 
вследствие на бавната им регресия. Следовател-
но тези тестове не могат да се използват за оценка 
на терапията. Тяхното продължително присъст-
вие затруднява и откриването на повторно забо-
ляване (7,14). 
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Лабораторната диагностика е силно необхо-
дима в случаите на невроборелиоза. Засягане на 
нервната система се среща при до 15% от неле-
куваните пациенти и може да се прояви в ран-
ните, но и в късни стадии на инфекцията. Това 
заедно с разнообразните симптоми представля-
ва сериозен диагностичен проблем. Преоблада-
ващата клинична изява остава менингорадику-
лит с интензивна невропатична болка, известен 
като синдром на Bannwarth, но може да се про-
яви като менингит, енцефалит, лицева парализа 
и др. Ако има клинично съмнение, трябва да се 
извърши изследване на цереброспиналната теч-
ност (CSF) и серум, взети по едно и също вре-
ме. CSF трябва да се подложи на цитологично, 
химично и серологично изследване При пове-
чето пациенти се открива лимфоцитна плеоци-
тоза, увреждане на кръвно-мозъчната бариера-
та и интратекален синтез на IgM, IgG и поняко-
га IgA. Интерпретацията на серологичните мето-
ди за интратекален синтез се прави чрез изчис-
ляване на индекс на антитела въз основа на ни-
вата им в CSF и серума (13,17,35). Специфични-
те anti-Borrelia антитела често позволяват окон-
чателна диагноза. Интратекален синтез на IgM се 
наблюдава при 80–100%, а на IgG при около 60% 
от ранните случаи. Късната невроборелиоза има 
по-чести и по-високи нива на IgG и IgA, отколко-
то ранната (29). Те обаче могат да бъдат открити 
седмици до месеци след антибиотично лечениe, 
което може да се дължи на забавен клирънс на 
CSF протеини, а не от персистиращ интратека-
лен синтез (17).

Ограниченията на серологичните тесто-
ве е предпоставка за подобряване на съществу-
ващите и активно разработване на други въз-
можности. Сред тях са комерсиализирани тес-
товете за Т-клетъчен отговор като теста за лим-
фоцитна трансформация (LTT и MELISA) и ен-
зимно свързаният имуноспот тест (EliSpot) за от-
криване на специфични Т-хелперни лимфоцити, 
подходи базирани на биомаркери (определяне 
на CXCL13), имуно-PCR (iPCR) анализ, който се 
възползва от свойствата на PCR за повишаване 
на чувствителността на ELISA, и др. (13,35).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Няма златен стандарт за лабораторна диагно-
за на лаймската борелиоза, а интерпретацията 
на резултатите от серологията е сложна. Серо-
логичните методи са най-широко приетите и из-
ползвани подходи, но поради неточности в слу-
чаите извън категоричната клинична манифе-

стация трябва да се експериментират и други съ-
ществуващи възможности за натрупване на дос-
татъчно практични данни в полза на подобрен 
алгоритъм. Това, от една страна, ще облекчи ра-
ботата на клиницистите и, от друга, ще подобри 
ползите за пациентите.
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