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Modalità di trasmissione

Rischio di trasmissione da:
•contatto con Triatomina infetta: 0,1%
•singola trasfusione di sangue (500 ml): 12-20%
•trapianto renale da donatore in fase indeterminata: 35% 
• riattivazione in corso di immunodepressione: 30%
• materno-fetale: 0,1-12%







Figure 1. Estimated number of Chagas disease cases in North America.

Hotez PJ, Dumonteil E, Betancourt Cravioto M, Bottazzi ME, Tapia-Conyer R, et al. (2013) An Unfolding Tragedy of Chagas Disease 
in North America. PLoS Negl Trop Dis 7(10): e2300. doi:10.1371/journal.pntd.0002300
http://127.0.0.1:8081/plosntds/article?id=info:doi/10.1371/journal.pntd.0002300



La migrazione di individui affetti da malattia di Chagas pone un 
PROBLEMA DI SALUTE PUBBLICA NEI PAESI NON ENDEMICI…







CLINICA



Rassi, The Lancet 2010

Storia naturale della malattia di Chagas



DIAGNOSI







Parassitologica diretta (MHT, QBC, goccia 
spessa e striscio sottile, xenodiagnosi)

Sierologica (due tecniche che sfruttino 
diversi antigeni; 3° test di conferma)

PCR

Tecniche diagnostiche



Aspetto al microematocrito



Aspetto in goccia spessa



Aspetto al QBC™ 



Diagnosi sierologica

 Test convenzionali (IHA; IFAT; ELISA basati su ag 
crudi)

 Test non convenzionali (ELISA basati su ag 
ricombinanti, PCR)





Sierologie a confronto



Sierologie a confronto

Tre pannelli di sieri
un pannello da impresa esterna: 38 siero+ per 

Chagas endemici, 2 controlli non reattivi
un II pannello di 128 sieri: 28 pts con Chagas 

cronico diagnosticato in Spagna, 73 LA sani e 
22 spagnoli sani
un III pannello di 60 soggetti spagnoli, non 

viaggiatori in LA, 30 siero+ per leishmania e 30 
per malaria



Sierologie a confronto: risultati



2010











Il problema dei discordanti

 Si possono avere meno del 2% di risultati 
discordanti appaiando 3 test...

 Test di conferma o terzo test → quale?

WB?  LDBIO Diagnostics + marchio CE
TESA (immuno blot con ag escretorio-
secetorio) Biomerieux Brasil, non CE
RIPA (radioimmunoprecipitation assay)? 

CDC Atlanta

1 2 3 4

1 – Positive 

2 – Negative
3 – Positive, séroconversion
4 – Negative (non specific)
5 – Equivocal

Dominant band 160 kDa

120 kDa

200 kDa

5



TESAcruzi - Parameters

Serum panel bioMérieux + serum from blood banks 

Sensitivity 100% 

Specificity 99,5% 

PPV 98,7% 

PNV 100% 

Efficiency 99% 

Kappa index 0,99 

N positives 795 

N negatives 1946 
 

 



The TESA-blot (Y strain of T.cruzi) showed that a 
150-160 kDa band was recognised in the serum 
of 100% of chronic Chagas disease patients and 
did not cross-react in case of leishmaniasis 
(Umezawa et al. 1996).
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EIA Ag Ric EIA Ag Crudo ICT PCR / 45-47 42 27-28 21-22 15-16 P/N
1 C+ X X X X X P 
2 000-PNCQ 2,294 2,075 X X X X P
3 000-PNCQ 2,334 3,136 X X X X P
4 000-PNCQ 2,41 2,91 X X X X P
5 000-PNCQ 6,351 5,726 X X X X X P
6 000-PNCQ 5,593 5,166 X X X X X P
7 000-PNCQ 6,756 4,37 X X X X X P
8 000-PNCQ 8,476 9,087 X X X X X P
9 000-PNCQ 9,636 8,105 X X X X X P

10 000-PNCQ 9,14 7,853 X X X X X P
11 000-PNCQ 0,071 0,184 N
12 000-PNCQ 0,07 0,102 N
13 C+ X X X X X P
14 PZ01 7,3 1,43 P X X X X X P
15 PZ02 9,1 5,08 P X X X X X P
16 PZ03 9,1 P X X X X X P
17 PZ04 9,1 P X X X X X P
18 PZ05 9,1 P P X X X X X P
19 PZ06 1,1 P X X X X X P
20 PZ07 9,1 5,31 P X X X X X P
21 PZ_ALTRO_01 leish N
22 PZ_ALTRO_02 leish D D X P
23 PZ_ALTRO_03 schisto N
24 PZ_ALTRO_04 strongy N



E i test rapidi?



o The first multicenter study evaluation of 
all commercially available RDTs for 
Chagas disease;

o It is a case-control study on 11 (9) 
commercially available RDTs fro T.cruzi
Ab

o 11 National Reference Labs (endemic
and non-endemic countries)

o A total of 474 samples (424 serum and 
50 plasma samples) previously tested for 
T. cruzi infection following two
conventional tests (ELISA/IHA/IFA),

o 6 RTDs         can be recommended for 
screening and surveillance in areas of 
endemicity and nonendemicity, but the 
results should be confirmed in a 
reference laboratory.
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Conclusions
The accuracy of all RDTs under study can be considered sufficiently good to recommend their use in 
endemic settings, particularly in the Southern Cone of LA, in order to increase access to diagnosis.

The Stat-Pak test can be recommended for use in screening surveys when the expected prevalence is 
moderately high or high, in the setting of Southern Cone or for migrants from that area in case of non 
endemic countries. 

On the other hand, the pooled sensitivity of all RDTs studied resulted too low to recommend them as 
stand-alone tests for detection of CD affected individuals in a non-endemic context, as a negative result 
cannot rule out a T. cruzi infection with reasonable certainty. 

The WHO’s principle which states the need of diagnosis confirmation through another serologic test 
remains a prudent approach that should be followed at least for the confirmation of positive results. 

Still, further studies conducting head-to-head comparisons of different available RDTs are needed, and 
it would be particularly important to extend these studies to the Andean countries, the Amazon basin, 
Central America and Mexico. Robust evidence from studies of high quality is also needed to advocate 
adequate control policies and quality assurance in endemic countries, mainly in those with lower 
prevalence of the disease.

Angheben et al submitted to Plos NTD



 La PCR ha una sensibilità del 50-90% (PCR kDNA
Studio BENEFIT 1896 pz, 61,7% PCR+)

 Una specificità praticamente del 100%

 Allo stato attuale la sierologia ELISA ha una 
performance migliore





Campio
ne

Genesig PrimerDesign 
(Ct)

Progenie Molecular 
(Ct)

1* neg neg
2 neg pos (29)
3 pos (33.51) pos (26)
4 neg pos (20.99)
5 neg pos (31)
6 neg pos (34)
7 neg pos (34.43)
8 neg pos (34.13)
9 neg neg
10 neg neg
11 neg neg
12 neg neg
13 neg pos (38.90)
14 neg pos (33.54)

Evaluation of two commercial real-time PCR kit for in blood T. cruzi detection.
Author: Formenti F., Angheben A., Bisoffi Z. e Perandin F.
Centro per le Malattie Tropicali, Ospedale Sacrocuore, Negrar, Verona
Introduzione: La malattia di Chagas […] 
Metodi: Nello studio sono stati presi in considerazione 14 campioni di sangue positivi per T. cruzi. 13 sono stati conservati in Guanidina 6M ed uno in EDTA a 
-80°C. Dei 13 campioni, 3 sono stati forniti da CAEDES, Cochabamba, Bolivia, i rimanenti 10 sono stati forniti dal Centro Nazionale di Microbiologia Carlo 
III, Madrid. Il campione conservato in EDTA proviene da un paziente ricoverato presso il Centro Malattie Tropicali di Negrar.
Tutti i campioni sono stati estratti con il sistema automatico MaGnaPure LC.2 (Roche) utilizzando il KIT DNA-I. In ciascun campione è stato messo un 
controllo esogeno di estrazione/presenza di inibitori (PhHV). L’eluato (100 ul) è stato utilizzato per le reazioni di amplificazioni in Real-Time PCR (TaqMan), 
seguendo le istruzioni riportate nel kit. Ciascun kit prevede l’amplificazione di un controllo interno e di un controllo positivo di amplificazione.
I due sistemi commerciali saggiati sono: Quantification of Trypanosoma cruzi (Genesig PrimerDesign, England) e CHAG-U (Progenie Molecular, Valencia).
Risultati: 9 su 14 campioni amplificati con kit Molecular Progenie sono risultati positivi, mentre solo 1 è risultato positivo quando amplificato con kit Genesig-
PrimerDesign
*: campione conservato in EDTA a -80°C
Conclusioni: […] Attualmente il panorama commerciale per diagnosi molecolare di Chagas è molto scadente; i pochi kit disponibili peccano di scarsa 
sensibilità; mentre nel mondo della ricerca esistono miriadi di differenti approcci (differenti target amplificati) per cui non si riesce a standardizzare un 
protocollo. Questo scenario e i risultati ottenuti in questo studio preliminare evidenziano quanto sia necessario unire le forze per trovare un sistema di 
amplificazione specifico, sensibile e standardizzato.
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Centro per le Malattie Tropicali, Ospedale Sacrocuore, Negrar, Verona
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Metodi: Nello studio sono stati presi in considerazione 14 campioni di sangue positivi per T. cruzi. 13 sono stati conservati in Guanidina 6M ed uno in EDTA a 
-80°C. Dei 13 campioni, 3 sono stati forniti da CAEDES, Cochabamba, Bolivia, i rimanenti 10 sono stati forniti dal Centro Nazionale di Microbiologia Carlo 
III, Madrid. Il campione conservato in EDTA proviene da un paziente ricoverato presso il Centro Malattie Tropicali di Negrar.
Tutti i campioni sono stati estratti con il sistema automatico MaGnaPure LC.2 (Roche) utilizzando il KIT DNA-I. In ciascun campione è stato messo un 
controllo esogeno di estrazione/presenza di inibitori (PhHV). L’eluato (100 ul) è stato utilizzato per le reazioni di amplificazioni in Real-Time PCR (TaqMan), 
seguendo le istruzioni riportate nel kit. Ciascun kit prevede l’amplificazione di un controllo interno e di un controllo positivo di amplificazione.
I due sistemi commerciali saggiati sono: Quantification of Trypanosoma cruzi (Genesig PrimerDesign, England) e CHAG-U (Progenie Molecular, Valencia).
Risultati: 9 su 14 campioni amplificati con kit Molecular Progenie sono risultati positivi, mentre solo 1 è risultato positivo quando amplificato con kit Genesig-
PrimerDesign
*: campione conservato in EDTA a -80°C
Conclusioni: […] Attualmente il panorama commerciale per diagnosi molecolare di Chagas è molto scadente; i pochi kit disponibili peccano di scarsa 
sensibilità; mentre nel mondo della ricerca esistono miriadi di differenti approcci (differenti target amplificati) per cui non si riesce a standardizzare un 
protocollo. Questo scenario e i risultati ottenuti in questo studio preliminare evidenziano quanto sia necessario unire le forze per trovare un sistema di 
amplificazione specifico, sensibile e standardizzato.

Poster presentato al Convegno «Dalle malattie tropicali alla salute globale, Verona, 16-18/09/2014
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28 pazienti con 
Chagas certo



PCR: lavoro da tenere sul comodino
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The analytical specificity was 100%. 
The analytical sensitivity was between 0,1 and 0,01 parasite equivalent/mL 

depending on the strain DNA. 
All DTUs.
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The analytical sensitivity of the assay was evaluated using artificial control 
samples (non-infected human blood spiked with T. cruzi). The limit of detection 

of the LAMP assay was 50 parasites/mL.
The analytical sensitivity was approximately equal to thatof the conventional 

parasitological method (40 parasites/mL) (Torrico et al., 2005).

All DTUs.
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