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ABSTRACT 
Visceral leishmaniasis (VL), caused by the protozoan parasite Leishmania 

donovani, is fatal if left untreated. The gold standard for diagnosis relies on microscopic 

detection of parasites in bone marrow or splenic aspirates, which is an invasive 

procedure and requires hospitalisation with possibilities of morbidity due to internal 

bleeding. The rK-39-based diagnostics have performed well in the Indian subcontinent 

but have shown reduced sensitivity in populations from eastern Africa and Brazil. Thus, 

there is a need for an alternative diagnostic antigen with broad applicability, high 

sensitivity and specificity for VL. In the present study, we have evaluated Hemoglobin 

receptor (HbR) of Leishmania donovani as a novel diagnostic antigen for VL.  

We have purified recombinant HbR as a GST fusion protein and in tag-free 

form. We have used both antigens in analysing large numbers of VL and non-VL patient 

sera to develop a diagnostic process for VL by ELISA and Dot Blot. Initial studies with 

125 confirmed VL sera and 126 non-VL control sera using GST-HbR have shown 

88.8% sensitivity and 90.4% specificity with negligible cross-reactivity against malaria 

and tuberculosis sera by ELISA. However, tag-free HbR has shown 95.58% sensitivity 

and 98.25% specificity by ELISA using larger cohort of 272 confirmed VL sera and 

287 non-VL sera and these results are comparable with rK-39. 

Subsequently, we have developed a simpler Dot blot assay by immobilising 

HbR on nitrocellulose membrane which may be suitable for in field application. GST-

HbR by Dot blot assay shows 99.2% sensitivity from the analysis of 125 confirmed VL 

sera and 126 non-VL control sera. Using tag-free HbR against 274 confirmed VL sera 

and 288 non-VL controls by Dot blot, we obtain a sensitivity of 93.4% which 

significantly exceeds the 87.5% of rK-39. However, the specificity of HbR (89%) is 

found relatively lower than that of rK-39 (99.6%).  This is due to the fact that HbR also 

detect the signals from apparently normal individuals who are from endemic region or 

may have suffered VL previously which is potentially important advantage for endemic 

surveillance. In addition, HbR also detects signals from some malaria and tuberculosis 

patients’ sera, which is a major advantage as rK-39 sensitivity reduces in coinfection. 

These findings demonstrate that HbR is a novel antigen and can be used for diagnosis 

of VL. 



सार 

!वसरल ल'शम+ैनया/सस (VL), जो 3ोटोज़ोअन परजीवी ल'शमा+नया डोनोवानी 
(Leishmania donovani)  :वारा उ<प=न होता है, य@द उपचार न Cकया जाए तो घातक 
/स:ध होता है। इसके +नदान का KवणM मानक अिKथ मPजा अथवा Qल'हा ऊतक मS 
परजी!वयT कU सWूमदशX जाँच पर +नभMर करता है, जो एक आ\ामक (invasive) 3C\या 
है और इसके /लए अKपताल मS भतX होना आव^यक है, साथ ह' आतं`रक रaतbाव के 
कारण म<ृय ुकU संभावना भी बनी रहती है। rK-39 आधा`रत +नदान पर'fण भारतीय 
उपमहा:वीप मS अ<यंत 3भावी /स:ध हुए हg, Cक=त ु पवूX अhUका और iाज़ील कU 
जनसंjया मS इनकU सS/स@ट!वट' (sensitivity) कम पाई गई है। अतः एक वकैिnपक 
+नदान 3+तजन (diagnostic antigen) कU आव^यकता है जो oयापक pप से उपयोगी हो 
तथा VL के /लए उqच सS/स@ट!वट' एवं Kपे/सCफ/सट' (specificity) रखता हो। 3Kततु 
अtययन मS हमने ल'शमा+नया डोनोवानी के ह'मोuलोvबन `रसेQटर (Hemoglobin 

receptor, HbR) का एक नवीन +नदान 3+तजन के pप मS मnूयांकन Cकया है। हमने 
पनुसwयोजी HbR (recombinant HbR) को GST xयजून 3ोट'न (GST fusion protein) के 
pप मS तथा tag-र@हत (tag-free) pप मS अलग (purify) Cकया है। दोनT 3+तजनT का 
उपयोग VL एवं non-VL रोyगयT के बड़ी संjया मS सीरम (sera) नमनूT के !व^लेषण मS 
ELISA और Dot Blot :वारा VL के +नदान कU 3C\या !वक/सत करने हेत ुCकया गया 
है। 125 प|ुट'कृत (confirmed) VL सीरम और 126 non-VL कं}ोल (control) सीरम के 
साथ GST-HbR का उपयोग करत े हुए 3ारं/भक अtययनT मS ELISA :वारा 88.8% 

सS/स@ट!वट' और 90.4% Kपे/सCफ/सट' 3ाQत हुई, तथा मले`रया और तपे@दक 
(tuberculosis) सीरम के !व~:ध ना के बराबर \ॉस-`रएिaट!वट' (cross-reactivity) देखी 
गई। तथा!प, tag-र@हत HbR ने 272 प|ुट'कृत VL सीरम और 287 non-VL सीरम के बड़ े
समहू का अtययन करत े हुए ELISA :वारा 95.58% सS/स@ट!वट' और 98.25% 

Kपे/सCफ/सट' 3द/शMत कU, जो rK-39 के प`रणामT के तलुनीय है। 

त<प^चात, हमने नाइ}ोसेललुोज़ मे�iेन (nitrocellulose membrane) पर HbR को िKथर'कृत 
करके एक सरल Dot blot परख (assay) !वक/सत कU है, जो fे� उपयोग (field 

application) के /लए उपयaुत हो सकती है। GST-HbR के Dot blot :वारा 125 प|ुट'कृत 
VL सीरम और 126 non-VL कं}ोल सीरम के !व^लेषण से 99.2% सS/स@ट!वट' 3ाQत हुई। 
274 प|ुट'कृत VL सीरम और 288 non-VL कं}ोल के !व~:ध Dot blot :वारा tag- र@हत 

HbR का उपयोग करने पर 93.4% सS/स@ट!वट' 3ाQत हुई, जो rK-39 कU 87.5% सS/स@ट!वट' 
से मह<वपणूM pप से अyधक है। हालाँCक, HbR कU Kपे/सCफ/सट' (89%) rK-39 (99.6%) 

कU तलुना मS अपेfाकृत कम पाई गई। इसका कारण यह है Cक HbR उन 3तीत pप 



से सामा=य oयिaतयT से भी संकेत (signal) �हण करता है जो Kथा+नक fे� (endemic 

region) से हg अथवा जो पवूM मS VL से पी�ड़त हो चकेु हg ,  जो Kथा+नक +नगरानी 
(endemic surveillance) के /लए एक संभा!वत मह<वपणूM लाभ है। इसके अ+त`रaत, HbR 

कुछ मले`रया और तपे@दक रोyगयT के सीरम से भी संकेत 3द/शMत करता है, जो एक 
3मखु लाभ है aयTCक सह-सं\मण (co-infection) कU िKथ+त मS rK-39 कU सS/स@ट!वट' 
घट जाती है। 

ये खोज दशार्त ेहg Cक HbR एक नवीन 3+तजन है और इसका उपयोग VL के +नदान मS 
Cकया जा सकता है। 

 


