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Ricerca ac anti B.Borrelia burgdorferi sl

La positivita’ degli anticorpi
specifici è necessaria per 

confermare la diagnosi in tutte le 
manifestazione della ML della

fase acuta disseminata e tardiva



The genome is quite small 

(approximately 1.5 

megabases) and consists 

of a linear chromosome of 

910 kilobases as well as 

9 linear and 12 circular 

plasmids. 

Fraser, 1997



The organism has few proteins with 

biosynthetic activity 

The only known virulence factors of 

B.b. are surface proteins (OSP A-F)

that allow the spirochete to attach 

to mammalian cells

Borrelia burdorferi sensu lato complex



Borrelia burdorferi Sensu Lato Complex

Genospecie EU patogene : B. afzeli, 

garinii, bavariensis (formalmente garinii

Osp A tipo 4), burgdorferi ss, spielmani. 

Mentre bisetti, valaisiana, lusitaniae

segnalate patogene in un singolo caso. 

(Picken,1966-Maraspin, 2006, Fingerle, 

2008-Stanek,2012, Stupica, 2015)



La Borrelia burgdorferi sl

Borrelia afzelii
Borrelia garinii
Borrelia burgdorferi ss
Borrelia bavariensis
Borrelia spielmanii

Borrelia burgdorferi ss
Borrelia spielmanii
Borrelia bisetti
americana
Borrelia andersoni

Borrelia japonica, 
tanukii, turdae, sinica

Borrelia miyamotoi
(Pitt, 2016)

Borrelia lonestari



Distribution of genospecies
(%) of B. burgdorferi s.l.
among 120 CSF isolates from 
Lyme neuroborreliosis (Strle, 
2006).

Distribution of genospecies
(%) among 488 skin isolates of
B. burgdorferis.l. from 

erythema migrans
(Ruzic-Sablji´c 2002).



Morso di zecca e trasmissione della Bb



Morso di zecca e trasmissione della Bb

Il pasto di sangue è lo stimolo per la Bb a regolare la 
produzione di OspC, DbpA, DbpB e p66 e a ridurre la 
produzione di OspA e B.

Il co-feeding accresce le varianti di Osp C (Rosa, 2005, 
Pérez, 2011)



L’evoluzione dei test sierologici per LD

VLsE (Variable major protein – Vmp 35 kDa)



Il complesso VlsE è formato da 3 domini 

definiti: 2 regioni costanti ai terminali 

COOH  e NH2; 1 regione VARIABILE

interna



o Ag espresso nel mammifero
o Forte risposta immunitaria
o Immunoevasione



L’evoluzione dei test sierologici per LD

VLsE (Variable major protein – Vmp 35 kDa)

C6 (VLsE – IR6 epitopo immunodominante) 

ricombinante 26 aminoacidi  ELISA 

OspC (Outer surface protein C  23 kDa)

pepC10 (kinetic ELISA)

(rVLsE/pepC10) e OspC1



I test sierologici per LD e la loro evoluzione

Indirect Immunofluorescenza, Hemoagglutination assays, 
Complement fixation.

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)                

enzyme-immunoassay (EIA)                                                                                      

enzyme-linked fluorescence assay (ELFA)

chemiluminescence immunoassay (CLIA)

luminex, fluoro-immunoassay (FIA)                                                

immuno-fluorimetric assay (IFMA)                              

immuno-enzimometricassay (IEMAI)                                             

immuno-chemiluminometric assay (CMA)          

elettrochemiluminescence immunoassay (ECLIA)



Preparazione degli Ag



L’evoluzione dei test sierologici per LD

Specificità  80- 90 %







IgG

IgM

I test di conferma in Immunoblot (secondo livello) 



IgG: positive if >=5 bands of the following are present:
p18,p23,p28,p30,p39,p41,p45,p58,p66, p93

IgM: positive if >=2 bands of the following is/are present:
p23 OspC, p39 BmpA, p41

Dresler et al, Engstrom et al

I test di conferma in Immunoblot (US)  



L’ EUCALB (European Union Concerted Action on Lyme 
Borreliosis) ha effettuato uno studio multicentrico a fine 
di individuare dei criteri iterpretativi standard per 
l’immunoblot in EU. 

Sebbene sia stato identificato un set di 8 bande
significative, dai laboratori partecipanti, non è stato
possibile individuare uno schema unico per tutta l’EU
(Robertson 2000).

I test di conferma in Immunoblot (EU)  



Two-tiered laboratory testing strategy



Thell 2016  mod

Wormser, 2012

Ledue, 2008

Bacon, 2003



L’evoluzione dei test sierologici per LD

Wormser, 2012



Un approccio alternativo





‘One size fits all’ approach



Un approccio alternativo

Thell 2016  mod

US 3.4 milioni 
test/anno

37.000
Falsi Positivi

35.000 
Casi di LD/anno



Interpretazione dei risultati 

dei tests sierologici



Bayes’ Theorem 

predictive values of the test

accuracy (sensitivity and specicficity)

pretest likelihood (prior probability)



Valutazione del Contesto
Anamnesi  

Morso di zecca   
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Stagionalità

Segni 
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Esclusione  di 
altre patologie

Sintomi

compatibili
LYME 

DISEASE



Diffusione del vettore

Stanel, 2016  Modificato



Diffusione della malattia di Italia

Fonte personale



Wilking H, et al. 

Antibodies against Borrelia burgdorferi sensu lato among Adults, Germany,

2008-2011. Emerging Infect Dis. 2015 



Infezione asintomatica

In US la Bb determina una infezione asintomatica  nel

10% dei casi (Steere, 2003)

Svezia il 50% delle persone sieropositivi resta

asintomatica (Wilhelmsson, 2016)



Cinetica Anticorpale

o Fattori proinfiammatori
o Dose di inoculo
o Patogenicità del ceppo



Cinetica Anticorpale
Fase precoce 
localizzata
IgM+ nel 20-50%



La diagnosi di erythema migrans 
tipico non richiede l’esecuzione 

gli esami sierologici 



Cinetica Anticorpale
Fase precoce 
generalizzata
IgG-IgM 70-90%

Fase tardiva
IgG  100%

Fase precoce 
localizzata
IgM+ nel 20-50%



Per sintomi riferibile alla LD  
iniziati da oltre 6 mesi, la 
presenza di IgG specifiche è 
(di regola) mandatoria



La positività protratta di 
IgM specifiche non ha 
rilevanza diagnostica



Test di screening NEGATIVO

Va interpretata in relazione alla clinica



Test di screening POSITIVO

Va interpretata in relazione alla clinica



Test di conferma Negativo 

Test di screenig positivo e test di 
conferma negativo



Test di conferma POSITIVO

Classe

Tipo di bande

Numero 

Intensità delle bande



La positività dei test 
sierologici non discrimina 

tra infezione latente, attiva 
o uno stato post-infettivo



Neuroborreliosi

• Il CSF presenta una pleiocitosi linfocitaria da alcune centinaia a molte
migliaia di cell/l; la protidorrachia è normale o leggermente
aumentata;  la glicorrachia è normale o solo poco diminuita.  

• In corso della paralisi  del nervo facciale il CSF presenta spesso 
pleiocitosi linfocitaria anche in assenza di segni e sintomi di meningite 
(Lotric-Furla, 1999).

• Dopo l’esordio dei sintomi neurologici, per breve tempo, può non 
essere rilevabile la sintesi intratecale e può essere assente la 
pleocitosi del CSF specialmente nei bambini con la paralisi isolata del 
VII°nc (Millner et al. 1989).

• La produzione di ac intratecale continua anche dopo la guarigione.



Djukic M, 2012



Djukic M, 2012



Neuroborreliosi

Le diverse genospecie sono spesso correlate a 
manifestazioni cliniche diverse. 

Borrelia garinii causa quello che in EU viene diagnosticata come 
una tipica LNB precoce (i.e. dolore, meningoradiculoneuritis o 
sindrome di Bannwarth),

B. afzelii è molto meno specifico e di diagnosi più difficile poichè
raramente è presente dolore radicolare e sintomi meningei. E’ in 

grado di atrraversa la barriea emato-encefalica ma ha una limitata capacità di 
produrre infiammazione nel CSF.  Il ruolo di questa genospecie va ancora
completamente chiarito.



Nuovi approcci

Multiplex assays (10 Ag- Luminex tecnology)

Metabolomics LC-MS (modello statistico)

metabolic profile 44 molecole lipofile e lipidi 

(<1500 kD)(Sensibilità 88% vs 48% di TTTA) (

Molins, 2015)

Immuno-PCR (iPCR)
magnetic bead-C6-ac paziente-reporter ac-oligonucleotide tag



Multiple Fluorescence Immunoassay MFI



Chemochina (citochina) CXCL13

Djukic M, 2012

Effetto chemiotattico per i B-lynfociti

Marcatore precoce

Sensibilità 94–100% e specificità 63–96%

Richiede standardizzazione







take-home message

Segni e sintomi specifici indirizzano la 
diagnosi: non c’è diagnosi di LD 

senza clinica. 



take-home message

Scorretta interpretazione dei sintomi può 
portare talora a non corretta interpretazione 
dei test di Laboratorio.

Talora pazienti con segni clinici tipici non 
vengono diagnosticati e non trattati



maurizio.ruscio@asuits.sanita.fvg.it

Grazie per 
l’attenzione




