Veterinaria, Anno 22, n. 3, Giugno 2008 17

VALIDAZIONE DI UN NUOVO TEST ELISA
BASATO SU UN ANTIGENE RICOMBINANTE
PER LA DIAGNOSI DELL'INFEZIONE
DA LEISHMANIA INFANTUM

EVALUATION OF A NEW ELISA BASED ON A RECOMBINANT PROTEIN
FOR THE DIAGNOSIS OF LEISHMANIA INFANTUM INFECTION

ALESSANDRA BOARINO?, ENRICO BOLLO? LAURA PRUNOTTO!, LORENA CANALE!?,
FEDERICA USLENGHI2, PAOLO POLETTI!
* Agrolabo S.p.A., Scarmagno (TO), Italy
2Dipartimento di Patologia Animale, Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Torino

Riassunto

Obiettivi - Il presente lavoro ha come obiettivo la messa a punto e la validazione di un nuovo test ELISA commerciale per la
determinazione di anticorpi circolanti contro Leishmania nel cane, basato su una proteina ricombinante comprendente differenti
antigeni di L. infantum.

Materiali e metodi - 227 campioni di siero o plasma di cane, infetti e non infetti da Leishmania infantum, sono stati analiz-
zati in parallelo con il nuovo test ELISA ricombinante, con un altro test ELISA presente in commercio e con il test di riferimen-
to dell'immunofluorescenza indiretta (IFI).

Risultati - | 227 sieri analizzati sono stati classificati 126 come positivi e 101 come negativi dal test IFI. Dei 126 sieri positi-
vi in IFI, il nuovo test ELISA ricombinante ne ha identificati correttamente 104 (sensibilita 82,5%), mentre il test ELISA tradi-
zionale 112 (sensibilita 88,9%). Dei 101 sieri negativi in IFI, i due test ELISA ne hanno identificati correttamente rispettivamente
98 (specificita 97,0%) e 79 (specificita 78,2%). La concordanza osservata con il test IFI & risultata dell’89,0% per il test ELISA
ricombinante e dell’84,1% per il test ELISA tradizionale.

Conclusioni - | risultati dimostrano una maggiore specificita del test ELISA ricombinante ed una piu elevata concordanza con
il test di riferimento IFI. In ragione dell’elevato grado di purificazione, gli antigeni ricombinanti migliorano in modo significati-
vo la specificita dei test diagnostici. La strategia di unire differenti antigeni di Leishmania in un’unica proteina di fusione, au-
mentando il numero di determinanti antigenici disponibili per gli anticorpi, ha permesso di ottenere anche un’elevata sensibilita
del test.

Summary

Objectives - The objective of this work was to develop and to validate a new commercial ELISA test to evaluate canine antibo-
dies against Leishmania. The new ELISA is based on a recombinant protein obtained by joining different antigens of L. infantum.

Materials and methods - 227 sera of dogs, infected and uninfected by Leishmania infantum, were analysed in parallel with
the new recombinant ELISA test, another traditional ELISA test and the reference indirect immunofiuorescence test (IFAT).

Results - Of the 227 analysed sera, 126 were classified as positive and 101 as negative by IFAT. Among the 126 IFAT posi-
tive sera, the new recombinant ELISA correctly detected 104 samples (sensitivity: 82.5%), while the traditional ELISA correc-
tly classified 112 sera (sensitivity: 88.9%). Among the 101 IFAT negative sera, the two ELISA tests correctly classified 98 (spe-
cificity: 97.0%) and 79 (specificity: 78.2%) samples respectively. The observed concordance with the IFAT test resulted 89.0%
for the recombinant ELISA and 84.1% for the traditional ELISA.

Conclusions - The results demonstrate a higher specificity of the new recombinant ELISA test, with a greater agreement with
the reference test (IFAT). As a result of the high purification grade, recombinant antigens significantly improve the specificity
of diagnostic tests. The strategy to combine different Leishmania antigens in a single fusion protein enhanced the number of
epitopes for the antibody binding and consequently increased the test sensitivity.

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 31/01/2007 ed accettato per pubblicazione dopo revisione il 20/06/2008”.
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INTRODUZIONE

Le Leishmaniosi Viscerali (LV) sono gravi patologie che
interessano diverse specie di mammiferi, compreso I’'uomo,
causate dall’infezione di protozoi emoflagellati appartenen-
ti al genere Leishmania. | cani domestici ed i canidi selvati-
ci rappresentano I'ospite serbatoio principale di Leishma-
niosi Viscerali Zoonosiche (LVZ), causate da Leishmania
infantum.! La varieta e complessita dei sintomi clinici nel
cane e la presenza di animali asintomatici, ma tuttavia in-
fetti, rendono piuttosto complessa la diagnosi clinica della
Leishmaniosi.>® Poiché I’'esame parassitologico (a partire
da puntato midollare, linfonodale o splenico, o da una bio-
psia di lesione cutanea) richiede esperienza e non € corren-
temente eseguibile in sede ambulatoriale, si ricorre solita-
mente alla sierologia, tecnica atta ad identificare gli anti-
corpi circolanti anti-Leishmania.

Tra i metodi sierologici, il test dell'immunofluorescenza
indiretta (IFI) & oggi considerato il saggio di riferimento
per la diagnosi di leishmaniosi canina?, poiché possiede ele-
vate sensibilita e specificita, pari rispettivamente al 98,4-
99,5% e al 100% per campioni con titolo anticorpale ugua-
le 0 maggiore di 1:160.° Tali valori, tuttavia, diminuiscono
nella valutazione dei campioni borderline con titolo anti-
corpale pari a 1:40 o 1:80. La cosiddetta “zona grigia” per
I'interpretazione dei campioni positivi € un comune pro-
blema per il test IFI in molti laboratori, che riportano co-
me valori soglia titoli fino a 1:160.°

Il test IFI presenta alcuni inconvenienti: non € eseguibile
routinariamente in sede ambulatoriale in quanto necessita
del microscopio a fluorescenza, é caratterizzato da una “fi-
nestra” di dubbio piuttosto ampia e rileva con maggiore ac-
curatezza soggetti in stadio avanzato di infezione, sia sinto-
matici, sia asintomatici. Ulteriori limiti del test IFI sono rap-
presentati dalla standardizzazione delle preparazioni di anti-
geni, dall’'interpretazione soggettiva del risultato, dalla defi-
nizione della soglia di positivita, dall’accuratezza inter-labo-
ratorio e dalla precisione intra-laboratorio.”® Infine, va con-
siderato che gli antigeni utilizzati per il test IFI sono prodot-
ti a partire da colture in vitro di Leishmania in fase proma-
stigote, cioé nello stadio del ciclo biologico all’interno del
vettore, mentre I'ospite vertebrato reagisce dal punto di vista
immunologico con Leishmania in fase amastigote.

Il test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
rappresenta un valido strumento alternativo per la diagno-
si sierologica, poiché & maggiormente standardizzabile ed
applicabile per screening su larga scala.® Inoltre, la lettura
spettrofotometrica consente una piu oggettiva interpreta-
zione dei risultati. La specificita e la sensibilita del test ELI-
SA sono tuttavia strettamente dipendenti dal tipo di anti-
gene utilizzato e dal suo grado di purificazione.*

L'utilizzo di preparazioni crude di promastigoti interi o
di estratti solubili di promastigoti puo limitare la standar-
dizzazione del test e la riproducibilita dei risultati del test
ELISA. E stato infatti dimostrato che, nonostante siano ca-
ratterizzati da un’elevata sensibilita, gli antigeni estratti da
promastigoti possono presentare fenomeni di cross-reazio-
ne verso altri microrganismi quali Trypanosoma cruzi, Dipe-
talonema reconditum e Babesia canis.!

Recentemente, numerosi antigeni ricombinanti di L. in-
fantum sono stati caratterizzati ed utilizzati per sviluppare
test ELISA.*121% | e prestazioni di questi test sono state

confrontate con quelle dei test tradizionali basati su estrat-
ti grezzi di promastigoti, dimostrando una maggiore speci-
ficita dei test ELISA ricombinanti 4613

L'utilizzo delle tecniche molecolari per I’espressione e la
purificazione di proteine ricombinanti, altamente specifi-
che, costituisce, pertanto, un valido contributo al fine di
migliorare la performance dei test ELISA."

Il presente lavoro ha come obiettivo la valutazione delle
prestazioni di un test ELISA basato sulla determinazione di
anticorpi circolanti contro Leishmania mediante un antige-
ne di cattura ricombinante comprendente differenti antige-
ni di L. infantum. La valutazione é stata effettuata rispetto
al test di riferimento IFI e ad un analogo test ELISA tradi-
zionale presente sul mercato.

MATERIALI E METODI
Campioni

Sono stati selezionati 227 campioni di siero o plasma di
cane, dei quali 126 positivi, 74 negativi al test IFI e 27 con
titolo IFI pari a 1:40 (dubbi). La raccolta dei campioni &
stata effettuata nel corso dell’anno 2005, da animali appar-
tenenti a privati, dei quali non € disponibile un’anamnesi ed
un quadro clinico completo. Tutti i campioni, classificati
mediante test IFI (Fluo Leishmania-Megacor), sono stati
sottoposti all’analisi con i due test ELISA.

Leishmacheck RP

Tutti i campioni sono stati analizzati seguendo le istru-
zioni incluse nel kit commerciale.

Il test Leishmacheck RP (Agrolabo, Scarmagno, Italia) &
basato sulla tecnica immunoenzimatica indiretta (ELISA).
Piastre di polistirene sono state sensibilizzate con 100 ng/poz-
zetto di antigene ricombinante ottenuto mediante la fusione di
tre porzioni antigeniche immunodominanti di L. infantum.
Tali epitopi immunodominanti, riconosciuti dalle cellule B
dell’ospite infetto, sono espressi sia nella fase promastigote sia
nella fase amastigote del ciclo di vita di L. infantum.

Se nel campione in esame sono presenti anticorpi specifi-
ci anti-Leishmania, essi si legano all’antigene fissato alla fase
solida, formando il complesso antigene-anticorpo. Dopo un
primo ciclo di lavaggio per eliminare il materiale non legato,
viene aggiunto un anticorpo secondario coniugato con pe-
rossidasi diretto verso le IgG canine. Il coniugato, legatosi al
complesso antigene-anticorpo, viene rivelato aggiungendo il
substrato-cromogeno che, in presenza dell’enzima perossi-
dasi, sviluppa una reazione di colore azzurro. All’osservazio-
ne visiva i campioni positivi risultano di colore azzurro, men-
tre i campioni negativi appaiono incolori. L'aggiunta della
soluzione di stop fa virare il colore dei pozzetti nel giallo ed
é indicata per la lettura allo spettrofotometro a 450 nm.

La lettura dei risultati ottenuti € stata effettuata spet-
trofotometricamente e i valori di assorbanza (OD: Optical
Density) dei campioni sono stati valutati in funzione del va-
lore di OD del controllo negativo (OD del campione/OD
del controllo negativo).

Il valore soglia per considerare un campione positivo &
stato stabilito a 5.



Precisione ed accuratezza
del test Leishmacheck RP

E stato utilizzato un approccio parziale teso a fornire
informazioni di base su precisione ed accuratezza del test
utilizzato. Allo scopo di valutare la precisione del test Lei-
shmacheck RP sono state effettuate prove inter- e intra-test
utilizzando tre sieri positivi a differente titolo IFI ed un sie-
ro negativo. La precisione intra-test & stata valutata ese-
guendo 15 repliche di quattro sieri a differente titolo anti-
corpale in pozzetti della medesima piastra ELISA; I'accura-
tezza inter-test é stata invece valutata effettuando repliche di
quattro sieri a differente titolo anticorpale in pozzetti ap-
partenenti a 12 lotti diversi di piastre. 1l coefficiente di va-
riazione (CV) é stato calcolato come rapporto tra le medie
dei valori e la deviazione standard per ciascuno dei sieri.

Un altro parametro valutato in sede di messa a punto del
test € I'accuratezza mediante linearita di risposta del test
ELISA in rapporto a diluizioni scalari di sieri positivi (a dif-
ferente titolo IFI: 1:600 e 1:1200). Il valore di OD ottenu-
to da diluizioni seriali & stato correlato con il valore stesso
della diluizione.

Determinazione delle prestazioni
del test Leishmacheck RP

I valori di sensibilita (Se) e di specificita (Sp)*’ del test Lei-
shmacheck RP e del test Leishmania-96 sono stati valutati in
rapporto ai risultati del test IFI, considerato come test di ri-
ferimento. Per entrambi i test ELISA, rispetto al test IFI, so-
no state inoltre calcolate la concordanza osservata, la con-
cordanza (k) ed il relativo intervallo di confidenza (I1C).Y

Leishmania-96

Tutti i campioni sono stati analizzati seguendo le istru-
zioni incluse nel kit commerciale.

Il test Leishmania-96 (Agrolabo, Scarmagno, Italia) € ba-
sato sullo stesso principio del test Leishmacheck RP, con la
differenza che le piastre ELISA sono sensibilizzate con an-
tigeni di promastigoti di Leishmania.

Dopo I'incubazione dei campioni diluiti 1:100 nella so-
luzione diluente fornita con il kit, si provvede all’aggiunta
del coniugato.

In seguito all’aggiunta del substrato-cromogeno, si svi-
luppa una colorazione blu per i campioni positivi, mentre i
campioni negativi risultano incolori. Linterpretazione dei
risultati e effettuata calcolando i valori soglia positivo (OD
del controllo positivo x 0,35) e negativo (OD del controllo
positivo x 0,3). Il titolo del siero di controllo positivo for-
nito dal kit, ottenuto da cani con infezione di L. infantum
accertata parassitologicamente, & 1:200.

I campioni con valore di OD > valore soglia positivo so-
no da considerarsi positivi, quelli con valore di OD < valo-
re soglia negativo sono da considerarsi negativi, quelli con
OD compresa (0 uguale) tra i due valori sono da conside-
rarsi dubbi.

L'imprecisione intra-test ed inter-test del kit Leishmania-
96, espressa in termini di CV, € risultata essere compresa ri-
spettivamente nei seguenti range: 3,5-7,5% e 3,5-8%.
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IFI

Tutti i campioni utilizzati per lo studio sono stati sotto-
posti al test di immunofluorescenza indiretta (IFI), utiliz-
zato come test di riferimento, seguendo il protocollo indi-
cato dal produttore (Fluo Leishmania-Megacor, Horbranz,
Austria). Come valore soglia per determinare la positivita
dei campioni, ¢ stata considerata la diluizione 1:40.

RISULTATI

Precisione ed accuratezza
del test Leishmacheck RP

I risultati delle prove di precisione intra-test ed accura-
tezza inter-test sono riassunti nelle Tabelle 1 e 2, che mo-
strano come il valore del coefficiente di variazione (CV) re-
lativo a tre sieri positivi con diverso titolo IFI ed un siero
negativo, sia sempre inferiore al 10%. Il risultato della va-
lutazione di accuratezza del test mediante il calcolo della
regressione lineare tra le assorbanze di 2 sieri positivi dilui-
ti scalarmente e la diluizione stessa, € riportato nella Figu-
ra 1b. In Figura 1a sono riportati i dati che dimostrano la
rispondenza della correlazione rilevata al modello lineare.

Prestazioni dei test Leishmacheck RP
e Leishmania-96

Per una prima valutazione di sensibilita e specificita dei
test Leishmacheck RP e Leishmania-96, sono stati conside-
rati tutti i sieri saggiati in IFI.

Tabella 1
Precisione intra-piastra: la tabella mostra i valori di CV
calcolati per 15 repliche di tre sieri positivi a diverso titolo IFI
(1:1280, 1:640, 1:320) ed un siero negativo

Titolo IFI N° repliche Media Dev. std. cv

1:1280 15 0,939 0,078 8,3

1:640 15 0,673 0,047 7,0

1:320 15 0,310 0,018 5,8

neg 15 0,043 0,003 6,5
Tabella 2

Precisione inter-piastra: la tabella mostra i valori di CV
calcolati per 12 repliche di tre sieri positivi a diverso titolo IFI
(1:1280, 1:640, 1:320) ed un siero negativo

Titolo IFI N° repliche Media Dev. std. cv
1:1280 12 1,513 0,119 7,8
1:640 12 0,944 0,059 6,3
1:320 12 0,330 0,031 9,4
neg 12 0,039 0,003 6,9
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1:600 serum
Source Degrees of  Sum of Mean
of variation freedom squares square
Linear regression (Model) 1 0.02837  0.02837
Deviations from linearity (Residual) 6 0.0002201  3.668E-05
Total 7 0.02859
F=773.54

1:1200 serum
Source Degrees of  Sum of Mean
of variation freedom squares square
Linear regression (Model) 1 0.3991 0.3991
Deviations from linearity (Residual) 6 0.08342 0.01390
Total 7 0.4825
F=128.702

FIGURA 1a - Calcoli statistici (ANOVA table) che dimostrano che il mo-
dello di correlazione per i due sieri a titoli anticorpali IFI di 1:600 e
1:1200 é lineare.
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FIGURA 1b - Rette di regressione e valori di correlazione ottenuti per le
diluizioni seriali di 2 sieri positivi (titolo IFI 1:1200 e 1:600). Variabile in-
dipendente (x): valori di diluizione, variabile dipendente (y): valori di OD.

| 227 sieri analizzati sono stati classificati 126 come po-
sitivi e 101 come negativi dal test IFI. I risultati ottenuti
con i test Leishmacheck RP e Leishmania-96 sono riporta-
ti nella Tabella 3. I 22 campioni non classificati corretta-
mente come negativi dal test Leishmania-96 sono risultati
11 positivi e 11 dubbi con il test Leishmacheck RP. |1 test
Leishmacheck RP ha dimostrato una specificita del 97,0%
(IC 95%: 0,94-1,00) ed una sensibilita dell’82,5% (IC
95%: 0,76-0,89) rispetto al test Leishmania-96, che ha evi-
denziato valori rispettivamente del 78,2% (IC 95%: 0,78-
0,92) e dell’88,9% (IC 95%: 0,70-0,86). La concordanza
osservata con il test IFI ¢ risultata dell’89,0% (k= 0,79; IC
95%: 0,74-0,84) per il Leishmacheck RP e dell’84,1% (k=
0,68; I1C 95%: 0,60-0,74) per il Leishmania-96.

Tabella 3
Tabella relativa al confronto dei test Leishmacheck RP e
Leishmania-96 con il test IFI su un pannello di 227 sieri di cane

LEISHMACHECK RP LEISHMANIA-96
Totale
POS NEG POS NEG
i
- POS 104 22 112 14 126
NEG 3 98 22% 79 101
tot 107 120 134 93 227

*di cui 11 positivi e 11 dubbi al test Leishmacheck RP.

CONCLUSIONI

Le infezioni da Leishmania sono caratterizzate da una
forte risposta immunitaria da parte dell’ospite vertebrato
nei confronti del patogeno, ragione del largo impiego di te-
st diagnostici basati sulle tecniche immunologiche.

Sebbene le tecniche diagnostiche dirette rappresentino
I'unico metodo di assoluta certezza per I'identificazione
dell'infezione di Leishmania, I’osservazione al microscopio
di strisci di aspirati linfonodali o midollari, colorati con
Giemsa, puo essere scarsamente sensibile!® soprattutto nel
caso di animali asintomatici®® e quindi non idonea per la
diagnosi di leishmaniosi canina.

La sierodiagnosi, associando alla rapidita ed alla sempli-
cita di esecuzione, ottime prestazioni in termini di sensibi-
lita e di specificita, puo rappresentare un valido strumento
diagnostico.152

Le tecniche sierologiche sono particolarmente significa-
tive nella diagnosi di leishmaniosi canina in cui I'individua-
zione precoce di animali infetti pud essere fondamentale
nel controllo della diffusione della patologia tra cani ed al-
I'uomo.?222% Data la diretta correlazione tra la prevalenza
di leishmaniosi canina e la trasmissione dei parassiti all’'uo-
mo,?* la disponibilita di test diagnostici rapidi, non invasivi
ed accurati per la realizzazione di efficienti campagne di
controllo di leishmaniosi canina possono contribuire a ri-
durre i casi di leishmaniosi umana.?

Le prestazioni delle tecniche sierologiche, quali gli ELI-
SA, sono strettamente dipendenti dalle preparazioni di an-
tigeni utilizzate per rivelare la presenza degli anticorpi pro-
dotti dall’ospite vertebrato nei confronti di Leishmania.
L'utilizzo di preparazioni grezze di antigeni di Leishmania
nei test sierologici pit comuni, pud causare problemi di
specificita a causa di cross-reazioni con altri patogeni.t**?
Gli antigeni crudi derivano da promastigoti coltivati in vi-
tro e sono composti da vari antigeni somatici e componen-
ti di superficie che sono variabili a seconda della specie di
Leishmania. Pertanto I'utilizzo di specie o zimodemi diver-
si di Leishmania puo limitare la standardizzazione del test
e la riproducibilita dei risultati.**

Ad oggi, sono stati caratterizzati molti antigeni di Leish-
mania che, hanno dimostrato di causare una forte risposta
immunitaria umorale nel cane e che, grazie all’utilizzo del-
le tecnologie ricombinanti, sono stati impiegati per I'alle-
stimento di saggi immunodiagnostici.®112132627.282% |n ra-
gione dell’elevato grado di purificazione, gli antigeni ri-
combinanti migliorano in modo significativo la specificita



dei test diagnostici®®.# consentendo, inoltre una miglio-
re standardizzazione del test rispetto al materiale derivato
da colture di parassiti.® L’elevata specificita & anche dovuta
all’utilizzo di antigeni ricombinanti espressi nella fase ama-
stigote del patogeno nell’ospite vertebrato, verso i quali €
diretta la reazione immunitaria dell’animale.*

Tuttavia, I'impiego di un singolo antigene ricombinante
puo risultare svantaggioso in termini di sensibilita rispetto
alle preparazioni di promastigoti.*°

I risultati ottenuti sui 227 campioni totali, confermano
che il test ELISA ricombinante Leishmacheck RP ha una
specificita maggiore rispetto al test Leishmania-96 (97,0%
contro 78,2%).

I valori ottenuti di sensibilita del test Leishmacheck RP so-
no invece leggermente inferiori a quelli del test Leishmania-96.

Come accennato in precedenza, sebbene il test IFI rap-
presenti il metodo di riferimento, la valutazione di campio-
ni a basso titolo anticorpale molto vicino al cut-off (1:40 o
1:80) risulta scarsamente affidabile. | sieri con titolo IFI
1:40 vengono, pertanto, solitamente considerati dubbi,
considerando ottimali le prestazioni del test IFI soltanto
per titoli anticorpali > 1:160.563!

I risultati confermano che I'utilizzo di antigeni ricombi-
nanti nei test ELISA puo consentire un miglioramento del-
la specificita del test, senza causare una diminuzione signi-
ficativa di sensibilita. Cio si traduce in un aumento del va-
lore di concordanza con il test di riferimento del test Lei-
shmacheck RP (89,0%0) rispetto al Leishmania-96 (84,1%).

La strategia di unire differenti antigeni ricombinanti di
Leishmania in un’unica proteina di fusione, applicata in un
test ELISA si & dimostrata efficace, grazie alla disponibilita
di un numero maggiore di determinanti antigenici per il le-
game con gli anticorpi presenti nel siero in esame.

Risulta inoltre vantaggioso in termini economici, di tem-
po e di risorse, I'utilizzo di un antigene ricombinante,
espresso a partire da un’unica sequenza nucleotidica di fu-
sione piuttosto che I'utilizzo di una miscela dei tre diffe-
renti antigeni separati che dovrebbero essere espressi, pro-
dotti e purificati separatamente.

Parole chiave

Leishmaniosi canina, antigene ricombinante, ELISA, dia-
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