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ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ, 1981, Τ. 32, τ. 4 

ΕΦΑΡΜΟΓΗ TOY ROSE-BENGAL ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ ΤΗΣ ΒΡΟΥ 
ΚΕΛΛΩΣΕΩΣ 

Ύπο 

Δ.Γ. ΓΙΑΝΤΖΗ* 

ADAPTATION OF THE ROSE BENGAL TEST FOR THE DIAGNOSIS 
OF BRUCELLOSIS 

By 

D. YANTZIS* 

S U M M A R Y 

ι 
2848 samples of bovine serum and 592 samples of sheep serum were examined simultaneou­

sly by the Rose - Bengal Test (R.B.T.), the serum Agglutination Test (S.A.T) and Complement 
Fixation Test (C.F.T.). 

It was observed that the results of the Rose-Bengal Test were parallel to those of the Com­
plement Fixation Test (C.F.T.). The percentages of false negative reactions for the Rose-Bengal 
Test with the bovine and sheep sera were 2,4% and 3,2% respectively, while the percentages of 
false positive reactions were 1% and 4,7% respectively (compared with the reactions of the Com­
plement Fixation Test). 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Για να διαπιστωθεί ό βαθμός εξαπλώσεως της βρουκελλώσεως και να αντιμετωπιστεί ορθά 
τό πρόβλημα έκριζώσεως της νόσου, είναι αναγκαία ή εφαρμογή συνδιασμένων και αξιόπιστων 
ορολογικών μεθόδων διαγνώσεως. Θα μπορούσε να υποστηριχτεί Οτι, από τήν αξιοπιστία των 
μεθόδων πού θά χρησιμοποιηθούν για τήν ανίχνευση της νόσου, εξαρτάται ή αποτελεσματικό­
τητα της μάχης εναντίον της βρουκελλώσεως. 

Είναι γνωστό ότι ή ορολογική διάγνωση μιας χρόνιας μολυσματικής νόσου, δπως ή βρου-
κέλλωση, παρουσιάζει ορισμένα προβλήματα. Δηλαδή: 

α) Καμιά ορολογική αντίδραση δέν επιτρέπει τήν ανίχνευση των ζώων πού βρίσκονται στό 
στάδιο τής επωάσεως, τό όποιο, στην περίπτωση της βρουκελλώσεως, μπορεί να διαρκέσει πολ­
λούς μήνες (15 ήμερες μέχρι 9 μήνες), και 

β) Τά ζώα πού βρίσκονται στή χρόνια μορφή τής νόσου και τα όποια έχουν ενεργή λοίμω-

* Έργαστ. Βρουκελλώσεως Κτηνιατρικού Ινστιτούτου Θεσ/νίκης. 
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ξη, εμφανίζουν συχνά ακανόνιστες ορολογικές αντιδράσεις, για μια ορισμένη χρονική περίοδο 
(Davies, 1971). 

Ή βραδεία όροσυγκόλληση παρουσιάζει μειονεκτήματα ώς προς τήν ευαισθησία καί την εί-
δικότητα. Τά μειονεκτήματα αυτά οφείλονται συχνά στην καθυστερημένη εμφάνιση των αντι­
σωμάτων (IgM) —πολλούς μήνες μετά τήν μόλυνση— σέ διακυμάνσεις τοΰ ποσοστού τών αντι­
σωμάτων καί στον παροδικό τους μερικές φορές χαρακτήρα (Schoenaers καί Kaeckenbeeck, 
1958). Ή παρουσία έξαλλου τών IgM, τις όποιες ανιχνεύει βασικά ή βραδεία όροσυγκόλληση, 
δέν είναι πάντοτε γνώρισμα της βρουκελλικής μολύνσεως. Έτσι ζώα απαλλαγμένα, μπορεί νά 
παράγουν IgM, μή ειδικές, οί όποιες μπορεί νά επηρεάσουν τό αποτέλεσμα της ορολογικής αυ­
τής μεθόδου για τή διάγνωση τής βρουκελλώσεως. 

Οί ορολογικές αντιδράσεις πού αποκαλύπτουν τις IgG„ θά μπορούν μόνο νά θεωρηθούν ώς 
ειδικές αντιδράσεις βρουκελλικής μολύνσεως. 

Ή σύνδεση τοΰ συμπληρώματος, μέθοδος πολύ ευαίσθητη καί ειδική για τήν ανίχνευση της 
βρουκελλώσεως, είναι σχετικά πολυδάπανη καί πολύπλοκη στην εφαρμογή της, για τήν εξέτα­
ση μεγάλου αριθμού δειγμάτων αίματος. 

Ή δοκιμή τοΰ Rose-Bengal, είναι συγκόλληση σέ πλάκα, κατά τήν οποίαν οί όροι εξετάζον­
ται σέ μιά μόνο διάλυση. Τό αντιγόνο μέ όξινο ρΗ= 3,65 ± 0,05 είναι εναιώρημα νεκροΰ στε­
λέχους Br. Abortus 1119-3, βιότυπος 1. Τό στέλεχος αυτό χρησιμοποιείται στις Η.Π.Α., ένώ 
στην Ευρώπη τό στέλεχος 99 τοΰ Weybridge, τής Br. Abortus, βιότυπος 1. Τά κύτταρα της 
βρουκέλλας είναι χρωματισμένα μέ τό Rose-Bengal (Ροδόχρουν τής Βεγγάλης). Ό χρωματι­
σμός τοϋ αντιγόνου δέν έχει άλλο σκοπό, παρά νά διευκόλυνα τήν ανάγνωση τής αντιδράσεως 
(Corbel, 1973). Αυτό τό όξινο pH, εμποδίζει τήν συγκόλληση τοΰ αντιγόνου μέ συγκολλητίνες 
μή ειδικές πού παρουσιάζονται μερικές φορές στους ορούς (Hess, 1953- Rose καί Roepke, 
1957). 'Ακόμη πρέπει νά πούμε, ότι, ή δοκιμή τοΰ Rose-Bengal επιτρέπει τήν ανίχνευση τών 
IgG,, ειδικές στην ενεργή λοίμωξη τής βρουκελλώσεως (Corbel, 1972· Diaz καί Levieux, 1972· 
Gaumont καί Toma, 1974· Levieux, 1974). Σ' αυτό τό όξινο pH, οί IgG, εμφανίζουν τή μεγα­
λύτερη συγκόλληση. 

Κατά τον Anjdre (1971), αντιγόνο μέ ελαφρώς διαφορετικό pH, αποδεικνύεται όλιγώτερο 
ευαίσθητο στην αντίδραση. 

Κατά τους Lampert καί Amerault, (1962), τό όξινο αντιγόνο παρεμποδίζει καί μέρος τών εί-
δικών αντισωμάτων. Τέλος ό Corbel (1972) δέχεται ότι κάποιο ρόλο στή δοκιμή τοΰ Rose-
Bengal παίζει καί ή IgM. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Α' ΥΛΙΚΑ 

1. Όροί: Ή Ερευνά μας άφορα στην εξέταση δειγμάτων ορών αίματος βοοει­
δών καί προβάτων, πού δέν εμβολιάστηκαν κατά τής βρουκελλώσεως. Ό 
αριθμός τών ορών πού εξετάσαμε ήταν 2.848 δείγματα ορών βοοειδών καί 
592 προβάτων. 
2. 'Αντιδραστήρια καί λοιπά υλικά. Παρασκευάστηκαν καί χρησιμοποιήθηκαν 
όπως αναφέρεται άπό τον Γιαντζή (1980). 

Β Μ Ε Θ Ο Δ Ο Ι 

1. Δοκιμή τής βραδεία όροσυγκολλήσεως σέ σωλήνες (Β.Ο.). 
Όροσυγκόλληση κατά Wright. 
2. Δοκιμή τής συνδέσεως του συμπληρώματος (Σ.Σ.) (Μέθοδος Kolmer). 
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Χρησιμοποιήσαμε τήν ψυχρή μέθοδο κατά Kolmer, όπως αύτη τροποποιή­
θηκε άπό τους Renoux και Gaumont (1966). 

Οί παραπάνω δοκιμές πραγματοποιήθηκαν δπως περιγράφονται άπό τον 
Γιαντζή (1980). 

3. Δοκιμή τοϋ Rose-Bengal (R.B.) ή δοκιμή μέ όξινο αντιγόνο ρυθμισμένο 
ώς προς τό pH (Épreuve ά Γ Antigène Tamponné). 

Ή δοκιμή του Rose-Bengal (R.B.) γινόταν σέ ειδικές πλαστικές πλάκες μέ 
24 κοιλότητες, τοϋ οίκου Merieux. 

Στην αρχή χρησιμοποιήσαμε τό αντιγόνο του οϊκου Merieux γιά τους 
ορούς των βοοειδών και των προβάτων, ένώ αργότερα γιά τους ορούς των 
βοοειδών, τό αντιγόνο του οίκου Roger-Bellon (Γαλλίας). 

Οί όροι καί τό αντιγόνο —γιά τις ανάγκες της ημέρας— παρέμειναν γιά 
1/2-1 ώρα περίπου στή θερμοκρασία του περιβάλλοντος. Κατόπιν πραγματο­
ποιούσαμε τή δοκιμή ώς έξης: 

α) Μέ μικροπιπέττα, της όποιας τό ρύγχος αλλάζαμε σέ κάθε όρό, τοποθε­
τούσαμε 0,03 ml όρου μέσα στις κοιλότητες τών πλαστικών πλακών. 

β) Δίπλα στή σταγόνα του όρου, βάζαμε 0,03 ml αντιγόνο, μέ ειδικό στα­
γονόμετρο πού συνοδεύει τό φιαλίδιο τοϋ αντιγόνου. 

γ) Ανακατεύαμε καλά μέ μια γυάλινη ράβδο, τόν όρό καί τό αντιγόνο, καί 
άκολουθοΰσε ανάδευση μέ κινήσεις της πλάκας, πού άριθμοΰσαν 30-33 κινή­
σεις τό λεπτό καί γιά 4 min. 

δ) Μετά άπό τόν χρόνο τών 4 min, γινόταν ή ανάγνωση κάτω άπό καλό 
φωτισμό καί μέ ελαφρά κίνηση της πλάκας. Τό αποτέλεσμα ερμηνευόταν ώς 
θετικό, όταν υπήρχε συγκόλληση καί εκφραζόταν μέ σταυρούς πού αντιστοι­
χούσαν στό βαθμό συγκολλήσεως, ή ώς αρνητικό (απουσία συγκολλήσεως). 
(Morgan καί συν., 1969· Alton καί συν., 1977). 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Τά αποτελέσματα τών 2848 δειγμάτων ορών τών βοοειδών καί τών 592 
προβάτων πού εξετάσαμε μέ τή βραδεία όροσυγκόλληση (Β.Ο.), τή δοκιμή 
του Rose-Bengal (R.B.) καί τή σύνδεση τοϋ συμπληρώματος (Σ.Σ.), δίνονται 
στους πίνακες Ι, Π. III. IV. 

ΠΙΝΑΚΑΣ Ι 

'Αποτελέσματα Β.Ο., R.B. καί Σ.Σ. σέ 2848 όρους βοοειδών 

Τίτλοι ορών στή B.O. 

1500 οροί <30 U.I. 

80 U.I. >1297>30 U. 

51 οροί >80 U.I. | 

| % Θετ. 

1,7 

ι R-B., 

36 R.B, + 
1464 R.B. -
398 R.B. + 
899 R.B. -
46 R.B. + 
5 R.B. -

j % Θετ; 

2,4 

30,6 

90,2 

" \Σ.Σ. 

22 ΣΣ + 21 Ac* 
1457 ΣΣ -
452 ΣΣ + 31 Ac. 
814 ΣΣ -
44 ΣΣ + 
7 ΣΣ -

% Θετ. 

1,5 

34,8 

86,3 

Ac* = Anticomplémentaire = Άντισυμπληρωματικος ορός. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ II 

'Αποτελέσματα θετικών όρων της Β.Ο., R.B. και Σ.Σ. 

Σύνολο ορών 

2.848 
Β.Ο. + 

51 

% 
1,7 

R.B. + 

480 
% 

16,8 

Σ.Σ. + 

518 
% 

18,2 

ΠΙΝΑΚΑΣ III 

'Αποτελέσματα Β.Ο., R.B. και Σ.Σ. σε 592 όρους προβάτων 

Τίτλοι ορών στή Β.Ο. 

346 <30 U.I. 

246 > 30 U.I. 

% Θετ. 

41,5 

R.B. 

12 R.B. + 
334 R.B. -
114 R.B. + 
132 R.B. -

% Θετ, 

3,5 

46,3 

Σ.Σ. 

10 Σ.Σ. + 
336 Σ.Σ. -
107 Σ.Σ. + 7 Ac. 
132 Σ.Σ. -

% Θετ. 

2,9 

43,5 

ΠΙΝΑΚΑΣ IV 

'Αποτελέσματα θετικών ορών της Β.Ο. R.B. και Σ.Σ. 

Σύνολο ορών 

592 
Β.Ο. + 

246 
% 

41,5 

R.B. + 

126 
% 

21,3 
Σ.Σ. + 

117 
% 

19,8 

'Ερμηνεία αποτελεσμάτων: Βοοειδή: Οί όροι πού στή Β.Ο. έχουν τίτλο 
κάτω άπό 30 U.I. θεωρούνται αρνητικοί. Οί οροί πού έχουν τίτλο 30 U.I. και 
πάνω, άλλα πιο κάτω άπό 80 U.I. θεωρούνται ύποπτοι, κι' αυτοί πού έχουν τί­
τλο 80 U.I. και πάνω θετικοί. 

Πρόβατα: Οί οροί πού έχουν τίτλο κάτω άπό 30 U.I. θεωρούνται αρνητι­
κοί, ένώ 30 U.I. καί πάνω θεωρούνται θετικοί (πίνακες Ι και III). 

Στους πίνακες V, καί VI συγκρίνουμε τα αποτελέσματα της δοκιμής του 
Rose Bengal καί τής συνδέσεως τοΰ συμπληρώματος στους ορούς των βοοει-. 
δών καί των προβάτων. 

ΠΙΝΑΚΑΣ V 

Σύγκριση R.B. και Σ.Σ. στους 2.848 ορούς τών Βοοειδών 

Σύνολο όρων 

2.848 
οροί 

R.B. 

+ 

+ 

Σ.Σ. 

+ 
+ 

'Αριθμός όρων 

450 
68 
30 

2248 

A C 

52 
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ΠΙΝΑΚΑΣ VI 

Σύγκριση R.B. και Σ.Σ'. στους 592 όρους των προβάτων 

Σύνολο όρων 

592 
οροί 

R.B. 

+ 

+ 

Σ.Σ. 

e 

+ 
+ 

Αριθμός ορών 

98 
19 
28 

440 

AC 

7 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Μελετήσαμε την αξία της δοκιμής τοΰ Rose Bengal (R.B.) σαν προκαταρ­
κτική ορολογική μέθοδο διαλογής για τή διάγνωση τής βρουκελλώσεως. Γι' 
αυτό το λόγο, εξετάσαμε μέ τή βραδεία όροσυγκόλληση, τή δοκιμή του Rose 
Bengal και τή σύνδεση τοΰ συμπληρώματος, 2848 δείγματα ορών βοοειδών 
καί 592 προβάτων πού δέν εμβολιάστηκαν κατά τής βρουκελλώσεως. 

Ά π ό τα αποτελέσματα τής Β.Ο. τοΰ R.B. καί τής Σ.Σ. (πίνακες II καί IV) 
στους 2.848 ορούς τών βοοειδών, προκύπτει ότι τό ποσοστό τών θετικών 
ορών είναι 1,7% στή Β.Ο. (45,5% ύποπτοι), 16,8% στο R.B. καί 18,2% στή 
Σ.Σ., ένώ στα πρόβατα, 41,5% στή Β.Ο., 21,3% στό R.B. καί 19,8% στή Σ.Σ. 

Παρατηρούμε λοιπόν δτι, τα αποτελέσματα τής δοκιμής τοΰ Rose-Bengal, 
πλησιάζουν μέ εκείνα τής συνδέσεως τοΰ συμπληρώματος. Στό ίδιο συμπέρα­
σμα κατέληξαν καί οί Morgan καί συν. (1969) καί Nicoletti (1969). 

Ό Davies (1971) διαπίστωσε δτι τα αποτελέσματα τοΰ R.B. καί τής Σ.Σ. 
συμφωνούν στα 97% τών περιπτώσεων. 

Ά π ό τον πίνακα V συμπεραίνουμε δτι, στα βοοειδή, τό ποσοστό τών ψευ­
δών αρνητικών αντιδράσεων τής δοκιμής τοΰ Rose-Bengal ανέρχεται σέ 2,4%, 
ένώ τών ψευδών θετικών αντιδράσεων 1%. 

Στά πρόβατα (πίνακας VI), τό ποσοστό τών ψευδών αρνητικών αντιδρά­
σεων ανέρχεται σέ 3,2%, ένώ τών ψευδών θετικών 4,7%. 

Σέ ανάλογες έρευνες μέ τή δική μας, οί Morgan καί συν. (1969) δπως καί 
ό Fensterbank (1973), διαπίστωσαν στά βοοειδή, ψευδείς αρνητικές αντιδρά­
σεις κάτω άπό 3%. Οί Contini καί συν. (1973) σέ 454 ορούς προβάτων, οί 
ψευδείς αρνητικές αντιδράσεις ήταν 0,6%, ένώ οί ψευδείς θετικές 5%. Ψευδείς 
θετικές αντιδράσεις διαπίστωσαν καί οί Alton καί συν. (1975). Οί Chantal καί 
συν. (1978) διαπίστωσαν στά βοοειδή ψευδείς αρνητικές αντιδράσεις 3% ένώ 
οί Παπαδόπουλος καί Κοπτόπουλος (1978) σέ ορούς προβάτων, βρήκαν 8,5% 
ψευδείς θετικές καί 3,3% ψευδείς αρνητικές. 

Ή δοκιμή τοΰ Rose-Bengal (R.B.) είναι απλή στην πράξη, ευαίσθητη καί 
περισσότερο ειδική αντίδραση άπό τή βραδεία όροσυγκόλληση (Β.Ο.). Ό 
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άριθμος των δειγμάτων πού μποροΰν να εξεταστούν μέ τη δοκιμή αυτή από έ­
να άτομο ανέρχεται σέ 500-600 την ήμερα. 

'Από τήν πείρα μας πάνω στην εκτέλεση της δοκιμής τοΰ R.B. διαπιστώ­
σαμε δτι: 

1. Οί ποσότητες (όγκοι) τοΰ ορού και τοΰ αντιγόνου πρέπει να είναι ίσες 
(0,03 ml). Παρατηρήσαμε δτι, δταν ή ποσότητα ενός γνωστού θετικού όρου ή­
ταν ελαφρώς μικρότερη, ή αντίδραση συχνά εμφανιζόταν αρνητική. 

2. Όταν τό αντιγόνο υποβαλλόταν σέ συχνή ψύξη και απόψυξη λόγω τής 
έπανηλλειμμένης χρησιμοποιήσεως, παρουσίαζε αλλοίωση, μέ αποτέλεσμα ή 
αντίδραση να εμφανίζεται αρνητική. Γι' αυτό τό λόγο κρίνουμε απαραίτητο 
να έχουμε τόσο αντιγόνο έκτος ψυγείου, δσο χρειάζεται για τις ανάγκες τής 
ημέρας. 

3. Ή ανάγνωση τοΰ αποτελέσματος θα πρέπει να γίνεται ακριβώς στό τέ­
λος των 4 min. "Οταν αυτή πραγματοποιηθεί σέ χρονικό διάστημα μεγαλύτερο 
τών 4 min παρατηροΰνται ψευδείς θετικές αντιδράσεις. 

Τά παραπάνω αποτελέσματα μας οδηγούν στό συμπέρασμα δτι, τή δοκιμή 
τοΰ Rose-Bengal μπορούμε νά τή χρησιμοποιήσουμε, ως προκαταρκτική μέθο­
δο διαλογής, μέ μικρό αριθμό ψευδών αρνητικών καί θετικών αντιδράσεων, 
τόσο στους ορούς τών βοοειδών δσο καί τών προβάτων. Προτείνουμε, οί θε­
τικοί οροί στή δοκιμή τοΰ Rose-Bengal (R.B.), νά εξετάζονται καί μέ τή Σύν­
δεση τοΰ Συμπληρώματος (Σ.Σ.), ή οποία είναι και ή μέθοδος αναφοράς. 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Μελετήσαμε τήν αξία τής δοκιμής τοΰ Rose-Bengal σάν προκαταρκτική 
ορολογική μέθοδο διαλογής, για τή διάγνωση τής βρουκελλώσεως. 'Εξετάσα­
με μέ τή μέθοδο αυτή καί μέ συνδιασμό βραδείας όροσυγκολλήσεως καί συν­
δέσεως τοΰ συμπληρώματος 2.848 δείγματα ορών αίματος βοοειδών καί 592 
προβάτων. Παρατηρήσαμε δτι, τά αποτελέσματα τής δοκιμής τοΰ Rose-Bengal 
πλησιάζουν μέ εκείνα τής συνδέσεως τοΰ συμπληρώματος, πού χρησιμοποιή­
θηκε ώς μέθοδος αναφοράς. 

Τό ποσοστό τών ψευδών αρνητικών αντιδράσεων τής δοκιμής τοΰ Rose-
Bengal στους ορούς τών βοοειδών καί τών προβάτων ανήλθε σέ 2,4% καί 
3,2%, ενώ τών ψευδών θετικών σέ 1% καί 4,7% αντίστοιχα. 
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