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SWINE VESICULAR DISEASE 
SEROLOGICAL SURVEY BY DOUBLE IMMUNODIFFUSION ASSAY 

I. DIMITRIADIS**, C. PAPPOUS** G. ZAFIRIOU***, TH. HATGIS***, C. GEORGAKO 
POULOS*** 

S U M M A R Y 

214 sera of 18 herds from the outbreak area and its vicinity were tested by double immuno­
diffusion (DID) in agarose gel. 

66 sera of 4 herds from the outbreak area were positive in percentages 96-100% by sample. 
The precipitating antibody titer oscilled 1:2 to 1:32. 

The results were identical with those obtained by serum-neutralisation test, so the DID test 
has the same sensitivity with the latter. 

'Αφότου of Nardelli και συν.1 ταυτοποίησαν για πρώτη φορά τήν Φυσαλιδώδη Νόσο των 
Χοίρων (Φ.Ν.Χ.) στην 'Ιταλία τό 1966 και τή διαπίστωση, αργότερα της νόσου σέ διάφορες 
χώρες της Ευρώπης και της Νοτιοανατολικής 'Ασίας, ' ^ , 4 , πολλές εργαστηριακές δοκιμές ε­
φαρμόστηκαν γιά τή διάγνωση και τήν ορολογική έρευνα αυτής. Οί δοκιμές αυτές απευθύνον­
ται είτε στή διάγνωση του υπαίτιου ίου (Δοκιμή άμεσης σύνδεσης τοΰ συμπληρώμα-
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***'Αγροτικό Κτηνιατρείο Μάνδρας 'Αττικής 

**Foot and mouth disease institute, Agia Paraskevi Attikis 

*** Veterinary station, Mandra Attikis 



- 2 1 4 -

xoc,3.5,6.7,8 άνοσοφθορισμοΰ'"^) είτε στην ανίχνευση τών ειδικών αντισωμάτων της νόσου Ιδο-
κιμές ανιχνεύσεως έξουδετερωτικών άντισωμάτων/'-'·,υ·11·«^<1·> άκτινοειδούς άνοσοδιαχύ­
σεως'4· ' ' · διπλής άνοσοδιαχύσεως (δοκιμή Ouchterlony)' ' " Ή 

Ή νόσος οφείλεται σέ έντεροϊό τών χοίρων, προσβάλλει αποκλειστικά τό εΓδος αυτό και 
δέν διακρίνεται κλινικώς άπό τον 'Αφθώδη Πυρετό. 'Επομένως σέ περίπτωση εμφανίσεως πα­
ρόμοιων κρουσμάτων επιβάλλεται ή ταχεία εργαστηριακή διάγνωση για να διαπιστωθεί δτι δέν 
πρόκειται περί 'Αφθώδους Πυρετού ή μικτής μολύνσεως 'Αφθώδους Πυρετού και Φ.Ν.Χ. 
Επειδή ή Φ.Ν.Χ. εκδηλώνεται συνήθως μέ ήπια μορφή καί οί ύποκλινικές ή αφανείς μορφές 
της είναι συνήθεις, μπορεί νά μή γίνει αντιληπτή ή ή ίολογική έρευνα νά άποβή άκαρπη, ώς έκ 
τούτου, οί ορολογικές δοκιμές αποκτούν ιδιαίτερη σημασία στή διάγνωση τής νόσου καί τή με­
λέτη της εκτάσεως της σέ μια περιοχή. 

Άπό τον 'Ιούλιο 1979 ή χώρα μας προστέθηκε στον κατάλογο τών χωρών δπου έχει εισ­
βάλλει ή Φ.Ν.Χ. μέ τήν διαπίστωση εστίας τής νόσου στην περιοχή 'Ασπροπύργου1 9 , 2 0. Σέ 
προηγούμενη ορολογική μελέτη.21 δώσαμε τά αποτελέσματα μιας ορολογικής έρευνας γιά ανί­
χνευση έξουδετερωτικών αντισωμάτων κατά τής Φ.Ν.Χ. εξετάζοντας ορούς τόσον άπό τήν πε­
ριοχή "Ασπροπύργου δσον καί άπό διάφορες περιοχές τής χώρας. 

Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκαν οί ίδιοι οροί περιοχής 'Ασπροπύργου μέ τή δοκιμή τής 
διπλής άνοσοδιαχύσεως καί γίνεται σύγκριση τών αποτελεσμάτων μέ αυτά τής έξουδετερώ-
σεως. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1) Όροί: Οί οροί ελήφθησαν κατά τήν περίοδο Αυγούστου — Νοεμβρίου 
1979 κυρίως άπό χοίρους παχύνσεως πού σφάγηκαν στο σφαγείο Μάνδρας ή, 
σέ μικρό ποσοστό, απευθείας στα χοιροστάσια άπό χοιρομητέρες καί χοίρους 
κάθε ηλικίας. 
Εξετάστηκαν συνολικά 214 οροί 18 εκτροφών, 23 δειγματοληψιών ώς έξης: 
15 δειγματοληψίες μέ 176 ορούς, προέρχονται άπό 13 εκτροφές περιοχής 
'Ασπροπύργου, 8 δειγματοληψίες μέ 38 ορούς 5 εκτροφών άπό τις γύρω πε­
ριοχές πού οί χοίροι σφάγηκαν στο παραπάνω σφαγείο. 
2) 'Αντιγόνο: Γιά τις δοκιμές άνοσοδιαχύσεως χρησιμοποιήθηκε αντιγόνο πού 
παρασκευάστηκε μέ τό στέλεχος ίου εστίας 'Ασπροπύργου 1979. 'Ακολουθή­
σαμε σέ γενικές γραμμές τή μέθοδο παρασκευής αντιγόνου τών Pereira καί 
σύν18. 'Ιός Φ.Ν.Χ. 4-5ης κυτταρικής διόδου, ένοφθαλμίστηκε σέ μονόστοβα 
κυτταροκαλλιεργήματα IBRS2 (Κυτταρική γραμμή χοιρείου προελεύσεως) πε­
ριστρεφόμενων φιαλών 1 λ. μετά άπό προηγούμενη αντικατάσταση του υλικού 
αναπτύξεως κυττάρων μέ υλικό συντηρήσεως Earle. Μετά άπό 24 ώρες περί­
που ή κυτταροπαθογόνος δράση του ίου είναι πλήρης καί τό κυτταρικό ταπή-
τιο τών φιαλών καταστρέφεται. Ό ΐός συλλέγεται καί φυγοκεντρείται 
15/2.000 t.m., γιά τήν αφαίρεση τών κυτταρικών υπολειμμάτων, Τό υπερκεί­
μενο υγρό αναμιγνύεται, μέ 50% κορεσμένο θειικό αμμώνιο καί παραμένει ύπό 
ανάδευση μία νύκτα σέ +4° C. Μετά άπό φυγοκέντρηση δπως παραπάνω, 
λαμβάνεται ίζημα πού αραιώνεται σέ PBS ώστε νά είναι 200 φορές περίπου 
πυκνώτερο τού αρχικού όγκου. Νέα φυγοκέντρηση γιά τή διαύγαση του αντι­
γόνου καί τοποθέτηση αυτού σέ μεμβράνη Visking διαμέτρου πόρων 15-20À 
εντός φυσιολογικού όρου γιά τήν αφαίρεση υπολειμμάτων θειικού αμμωνίου. 
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Στο αντιγόνο προστίθεται 0,1% Sodium Azide για συντηρητικό, διανέμεται σε 
φύσιγγες τοΰ 1 κ. έκ. και συντηρείται σέ — 20°C. Γίνεται έλεγχος, μέ την τε­
χνική άμεσης συνδέσεως του συμπληρώματος τοΰ αρχικού και τοΰ συμπυκνω­
μένου αντιγόνου για τον υπολογισμό των απωλειών αύτοΰ κατά την επεξεργα­
σία καθώς και δοκιμές άνοσοδιαχύσεως μέ γνωστό ύπεράνοσο ορό αναφοράς 
για τον προσδιορισμό της άριστης άραιώσεως χρήσεως αντιγόνου καί όρου α­
ναφοράς. 
3) Όρος αναφοράς: Ώ ς ορός αναφοράς χρησιμοποιήθηκε ειδικός ύπεράνοσος 
ορός ίνδοχοίρου τοΰ 'Ινστιτούτου Pirbright πού παρασκευάστηκε μέ στέλεχος 
ίοΰ Φ.Ν.Χ. U.KG. 27/72 καί είχε τίτλο συνδέσεως συμπληρώματος 1:1000 
παρουσία άλεξίνης 5 μονάδων αίμολύσεως 50%. 
4) Δοκιμή διπλής άνοσοδιαχύσεως: Παρασκευάζεται διάλυμα άγαρόζης 0,75% 
εντός ύλικοΰ PBS καί προσθέτουμε 0,1% Sodium Azide'8'22'23. Θερμαίνουμε τό 
διάλυμα μέχρι σημείου βρασμοΰ καί τό διανέμουμε σέ πλαστικά τρυβλία Petri, 
διαμέτρου 9 έκ., άνά 15 κ. έκ. στο καθένα. Μέ τή βοήθεια μεταλλικής σφραγί­
δας, ίδιας κατασκευής, πού φέρει κυλινδρικούς κόπτες, ένα κεντρικό καί 6 πε­
ριφερειακούς, διανοίγουμε στην πηκτή άγαρόζης κοιλότητες διαμέτρου 7 mm 
καί αποστάσεως μεταξύ των στα πλησιέστερα δρια 4 mm. Σχηματίζουμε 4 τέ­
τοιες ομάδες κοιλοτήτων σέ κάθε Petri καί σέ κάθε κοιλότητα ρίχνουμε μια 
σταγόνα τηγμένης άγαρόζης για τή στεγανοποίηση τοΰ πυθμένα. Στή συνέ­
χεια γεμίζουμε τή κεντρική κοιλότητα μέ αντιγόνο, 4 περιφερειακές μέ ορούς 
προς εξέταση άδιάλυτους καί 2 μέ άριστη διάλυση όρου αναφοράς, 0,04 κ. έκ. 
ύλικοΰ περίπου κατά κοιλότητα, έτσι ώστε οί προς εξέταση όροι να βρίσκον­
ται απέναντι στο αντιγόνο καί ό καθένας τους να γειτονεύει μέ τόν ορό ανα­
φοράς. Τοποθετοΰμε τά Petri σέ κώδωνα μέ κορεσμένη ατμόσφαιρα υγρασίας, 
τόν όποιο σφραγίζουμε καί τοποθετοΰμε σέ θερμοκρασία 12-15°C προθάλαμος 
καταψύξεως. Ειδική γραμμή καθιζήσεως σχηματίζεται μεταξύ αντιγόνου καί 
θετικών ορών καθ' όλο τό μήκος της κοιλότητας καί αποτελεί συνέχεια τής 
γραμμής τοΰ πλησιέστερου όρου αναφοράς. Ή εξέταση τών γραμμών καθιζή­
σεως γίνεται μέ εγκάρσιο φωτισμό μετά 24ωρο. 

Οί θετικοί όροι εξετάστηκαν κατόπιν καί ποσοτικώς για τόν προσδιορισμό 
τοΰ τίτλου τών ίζηματινών. 

Τά αποτελέσματα τής δοκιμής άνοσοδιαχύσεως συγκρίθηκαν μέ αυτά 
προηγούμενης μελέτης μας21 πού αναφέρεται στην εξέταση τών ίδιων ορών μέ 
τις δοκιμές όροεξουδετερώσεως. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1) Τυποποίηση τών αντιδραστηρίων: Για τήν επίτευξη άναπαραγώγιμων απο­
τελεσμάτων, διενεργήσαμε στην αρχή αρκετές δοκιμές τυποποιήσεως τών αν­
τιδραστηρίων τής διπλής άνοσοδιαχύσεως. Κατά τήν παρασκευή τοΰ άντιγό-



-21 ό ­

νου διαπιστώσαμε δτι ή διάρκεια δράσεως του θειικού" αμμωνίου έπί 1 ώρα σέ 
+ 4°C, δπως συνιστούν οί Pereira και συν.18 δέν είναι αρκετή ύπό τις συνθή­
κες εργασίας μας, γιά τήν πλήρη καθίζηση του αντιγόνου. Παρατείνοντας τή 
δράση του θειικού αμμωνίου έπί 18ωρο περίπου, συντελείται σχεδόν πλήρης 
καθίζηση τού ίου, δπως διαπιστώθηκε άπό τους διενεργηθέντες έλεγχους με τή 
δοκιμή τής συνδέσεως του συμπληρώματος. 'Επίσης στο αντιγόνο πραγματο­
ποιήσαμε 200 πλάσια συμπύκνωση τού αρχικού του δγκου γιά να χρησιμο­
ποιηθεί στις δοκιμές άνοσοδιαχύσεως. 

Ό όρος αναφοράς στην τιτλοποίηση μέ τό αντιγόνο πού παρασκευάσαμε, 
έδωσε γραμμή καθιζήσεως έως τήν αραίωση: 1:32 και χρησιμοποιήθηκε στην 
αραίωση 1:8. Επίσης δύο οροί ΐαθέντων χοιριδίων, άπό πειραματική μόλυνση 
μέ ΐό Φ.Ν.Χ. εστίας 'Ασπροπύργου καλλιέργειας κυττάρων IBRS, έδωσαν 
γραμμές καθιζήσεως έως τήν αραίωση 1:16. Μάρτυρες κυττάρων IBRS πού υ­
ποβλήθηκαν στην ϊδια επεξεργασία μέ αυτήν του ίου δέν έδωσαν γραμμές κα­
θιζήσεως μέ τους ανωτέρω δύο ορούς, πράγμα πού αναμενόταν άλλωστε άφοΰ 
τά έν λόγω κύτταρα είναι χοιρείου προελεύσεως (ομόλογα). 
2). Έ ξ έ τ α σ η Ό ρ ω ν: τά αποτελέσματα τής ποιοτικής καί ποσοτικής εξετά­
σεως των όρων μέ τή δοκιμή τής διπλής άνοσοδιαχύσεως καταχωρούνται 
στον πίνακα Ι, δπου αναφέρονται επίσης, γιά λόγους συγκρίσεως, καί τά απο­
τελέσματα τής εξετάσεως των ίδιων όρων μέ τίς δοκιμές όροεξουδετερώσεως, 
πού αποτέλεσαν αντικείμενο προηγούμενης μας μελέτης.21 

ΠΙΝΑΚΑΣ Ι. 

Σύγκριση αποτελεσμάτων ορών χοίρων ώς προς Φ.Ν.Χ., στην όροεξουδετέρωση καί άνοοοδιάχυση. 

Τίτλος έξουοπτ-κρώπεως 

NEUTRALISATION TITRI 

- 1:32 

>l:32 I: 128 
>Ι: Ι28 Ι : 1024 
Μ : 1024 

ΣΥΝΟΛΟ 

rOTAL 

ΤΙΤΛΟΣ ΑΝΟΣΟΛΙΑΧΥΣΗΩΣ 

DOUBLI 1MMUNODII Ι"USION TITRF (DID» 

"Αρνητ. 
NF.GATIV 

148 

148 

1:2 

Ι 

4 

Ι 

ft 9% 

1:4 

3 

Ι 

ft 9"., 

1:8 

13 
14 

27 41 "li 

1:16 

8 

9 

17 2ft'*. 

1:32 

IO 

IO 15% 

Σύνολον Οκτικών 

ορών στην ΰνοσοόιύχοπη 

TOTAL POSITIVI-! IN DID 

0 

4 

2ft 

3ft 

6ft 100"., 

Έπί έξετασθέντων συνολικά 214 όρων χοίρων αποδείχθηκαν θετικοί στή 
δοκιμή τής διπλής άνοσοδιαχύσεως 66 οροί, 4 εκτροφών τής περιοχής 
'Ασπροπύργου, δσοι δηλαδή βρέθηκαν θετικοί καί στις δοκιμές όροεξουδετε-
ρώσεως. Όλοι οί οροί τών θετικών δειγματοληψιών, πλην ενός, αποδείχθηκαν 
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θετικοί (ποσοστό 96-100% κατά δειγματοληψία). Οί γραμμές καθιζήσεως ήσαν 
σαφώς θετικές, δηλαδή συνέχεια της γραμμής τού πλησιέστερου όρου αναφο­
ράς καί καθ' δλο τό πλάτος τής κοιλότητας του προς εξέταση ορού. 'Αμφίβο­
λες αντιδράσεις, δηλαδή σαφής κάμψη τής γραμμής αναφοράς προς τήν κοιλότητα 
τού εξεταζομένου ορού, δέν διαπιστώθηκαν. Ή έντονη αίμόλυση ορισμένων ο­
ρών δεν παρεμπόδισε τήν έκβαση τής αντιδράσεως. Οί τίτλοι των αντισωμά­
των καθιζήσεως ποικίλλουν άπό 1:2 έως 1:32. Στον πίνακα Ι καταχωρούνται 
οί τίτλοι έξουδετερώσεως καί καθιζήσεως. Παρατηρούμε δτι οροί μέ τίτλο έ-
ξουδετερώσεως ^ 1: 128 έχουν γενικά τίτλο καθιζήσεως ^ 1:4, πλην πέντε 
περιπτώσεων. Όροι μέ τίτλο 1:2 είναι συνολικά 6 καί καμία περίπτωση όρου 
θετικού μόνο στο άναραίωτο. Οί 4 οροί μέ τίτλο έξουδετερώσεως 1:128, έ­
δωσαν τίτλο καθιζήσεως 1:2 ό ένας καί 1:4 οί υπόλοιποι 3 οροί. 

Όπως αναφέρουν καί άλλοι κατά τόν ποσοτικό έλεγχο οί όροι πού άνα-
ραίωτοι εμφανίζουν γραμμή καθιζήσεως πολύ πλησίον τού φρεατίου τού αντι­
γόνου, έχουν περισσότερα αντισώματα καί έτσι ήδη κατά τόν ποιοτικό έλεγχο 
μπορούμε νά έχουμε μία ένδειξη τής περιεκτικότητας των σέ αντισώματα. 

Επίσης οί 412 οροί 45 εκτροφών άλλων περιοχών 9 Νομών τής χώρας 
πού ήσαν αρνητικοί στις δοκιμές τής όροεξουδετερώσεως ήσαν επίσης αρνητι­
κοί στην δοκιμή τής διπλής άνοσοδιαχύσεως. 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Οί τεχνικές έξουδετερώσεως χρησιμοποιήθηκαν ευρύτατα στή Φ.Ν.Χ. γιά 
τήν διάγνωση, τή μελέτη τών άντιγονικών διαφορών στελεχών τού Ϊού, τή με­
λέτη τής άντιγονικής σχέσεως του μέ τόν ίό Coxsackie Β5 μέ τόν όποιο έχει 
στενή ορολογική συγγένεια, καθώς επίσης γιά έπιζωοτολογικές έρευνες προς 
διαπίστωση τής εκτάσεως τής νόσου σέ μιά περιοχή ή τήν ανακάλυψη εστιών 
ύποκλινικών μορφών αυτής. 

Ό τίτλος έξουδετερώσεως όρου > 1:32 φαίνεται δτι εκφράζει τήν ύπαρξη 
ειδικών αντισωμάτων τής νόσου καί μέ τήν προϋπόθεση αυτή ή δοκιμή έξου­
δετερώσεως είναι είδική. Μέ τις τεχνικές έξουδετερώσεως είναι δυνατή ή εξέ­
ταση ικανού αριθμού ορών, έχουν δμως τό μειονέκτημα νά είναι επίπονες, α­
παιτούν τουλάχιστον 2 ήμερες γιά κάποια ένδειξη αποτελέσματος, καί ή τελι­
κή ανάγνωση λαμβάνει χώρα ύστερα άπό 3 έως 5 ήμερες ανάλογα μέ τήν χρη­
σιμοποιούμενη τεχνική. 

Ή δοκιμή διπλής άνοσοδιαχύσεως είναι πάρα πολύ είδική της νόσου, α­
πλή στην εκτέλεση, τελική ανάγνωση γίνεται μετά 24ωρο, καί είναι δυνατή ή 
εξέταση μεγάλου αριθμού ορών σέ σχετικά μικρό χρόνο. Ό σχηματισμός τών 
γραμμών καθιζήσεως αρχίζει μετά 6-8 ώρες ή ακόμη καί ένωρίτερον, 3-4 ώρες. 
Κατά τους Pereira καί σύν.18 ή διπλή άνοσοδιάχυση δέν είναι τόσο ευαίσθητη, 
δσο ή μέθοδος έξουδετερώσεως. Σέ σύγκριση αποτελεσμάτων δοκιμών έξουδε­
τερώσεως καί διπλής άνοσοδιαχύσεως διαπίστωσαν δτι οροί μέ τίτλο έξουδε­
τερώσεως ^ 1:128, στην άνοσοδιάχυση ήσαν 96,1% θετικοί καί 3,9% άμφίβο-
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λοι. Όροι θετικοί μέ τίτλο έξουδετερώσεως < 1:128, στην άνοσο-διάχυση ή­
σαν 46,8% θετικοί και 27,7% αμφίβολοι ή και σε χαμηλώτερα ποσοστά. 

Για τήν υπερπήδηση τοΰ μειονεκτήματος της σχετικώς μικρότερης ευαι­
σθησίας της δοκιμής της διπλής άνοσοδιαχύσεως, συνιστούν τήν αΰξηση τοΰ 
αριθμού των εξεταζομένων ορών κατά κτηνοτροφική εκμετάλλευση. 

Στην παρούσα εργασία διαπιστώσαμε πλήρη ταύτιση τών αποτελεσμάτων 
της όροεξουδετερώσεως καί διπλής άνοσοδιαχύσεως πού σημαίνει Οτι ή τελευ­
ταία δέν φαίνεται να υστερεί τής πρώτης σέ ευαισθησία. 'Επίσης πρέπει νά ση­
μειώσουμε δτι στή μέθοδο τής διπλής άνοσοδιαχύσεως δέν απαιτείται είδική ε­
πεξεργασία τών ορών, δπως φυγοκέντρηση, αδρανοποίηση κ.λ.π. Μπορούν νά 
εξετασθούν αμέσως ακόμη καί δταν ή αίμόλυση είναι πολύ έντονη. 

Τό υψηλό ποσοστό τών άνευρεθέντων θετικών ορών (96-100%) κατά δειγ­
ματοληψία, εκφράζει τήν μεγάλη έκταση τής μολύνσεως στις θετικές εκτροφές. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Χρησιμοποιήθηκε ή δοκιμή τής διπλής άνοσοδιαχύσεως σέ πηκτή άγαρό-
ζης για τήν ανίχνευση ίζηματινών κατά τής Φυσαλιδώδους Νόσου τών Χοί­
ρων. 

Έπί 176 ορών χοίρων 13 έκροφών περιοχής Άσπρπύργου, δπου εμφανί­
στηκε ή νόσος τόν Ιούλιο 1979 καί 38 ορών 5 εκτροφών γειτονικών περιο­
χών, ανιχνεύτηκαν αντισώματα καθιζήσεως σέ 4 εκτροφές καί σέ ποσοστό 96-
100% κατά δειγματοληψία. Οί τίτλοι τών αντισωμάτων κυμαίνονται άπό 1:2 
έως 1:32. 

Συγκρίνοντας τα έπιτευχθέντα αποτελέσματα μέ εκείνα προηγούμενης με­
λέτης τών Γδιων ορών μέ δοκιμές όροεξουδετερώσεως διαπιστώνεται πλήρης 
σύμπτωση αυτών καί συμπεραίνεται δτι ή δοκιμή τής διπλής άνοσοδιαχύσεως 
είναι έξ' ίσου ευαίσθητη μέ τίς δοκιμές όροεξουδετερώσεως. 

Μέθοδος απλή, πρακτική, ευαίσθητη, πάρα πολύ είδική, δίνει γρήγορα α­
ποτελέσματα, προσφέρεται για εξέταση μεγάλου αριθμού ορών καί μπορεί έτσι 
νά χρησιμοποιείται ευρέως για επιδημιολογικές έρευνες ή για ανίχνευση τής 
Φ.Ν.Χ., ιδιαίτερα τών ύποκλινικών καί άτυπων μορφών αυτής, δπου οί ίολο-
γικές έρευνες αποβαίνουν συνήθως άκαρπες. 
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