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SIGIR TUBERKULOZUNUN TESHiSINDE KULLANILAN GAMMA
INTERFERON TESTi ILE ELISA'NIN KARSILASTIRMALI
DEGERLENDIRMESI*

"The Comparision of the ELISA and the gamma-interferon
assay for the diagnosis of bovine tuberculosis"

Erhan AKCAY** Mijgan lzgiir***

OZET

Bu ¢alismada, tiberkiilin testi ile periyodik  kontrolleri yapilan 536 adet ve test edilmeyen kontrolsiiz 210 adet hayvandan
kan Grnekleri toplanarak once ELISA'da degerlendirilmistir. ELISA'da  drneklerin 582'si (%78) negatif 164 (%22)
pozitif bulunmustur. Kontrollii hayvanlarda 57 (%11) pozitif, 479 (%89) negatif, kontrolsiiz hayvanlarda 107 (%51) pozitif,
103 (%49) negatif sonug saptanmistir. Kontrollii  hayvanlarda negatif bulunan 75 adet ornek ile kontrolsiiz
hayvanlarda pozitif bulunan 75 adet drnek v-IFN testinde kullanilmistir. vIFN testinde kontrolsiiz hayvanlardan secilen
Orneklerin 42'si (%56) pozitif 33'ii (%44) negatif , kontrollii hayvanlardan segilen drneklerin 61'i (%81.3) negatif ,14'%i
(%18.7) pozitif sonug vermistir.

Her iki testten elde edilen sonuglarin khi kare (x°) youtemi ile istatistiksel degerlendirilmelerinde, pozitif sonuglar arasindaki
farkin (p<0.001) onemli, negatif sonuglar arasindaki farkin (p>0.05) dnemsiz ve test sonuglarimin ortak
degerlendirilmelerinde ise testler arasindaki farkin (p<0.01) nemli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Sigir; Tiiberkiiloz, ELISA, y-IFN testi.

SUMMARY

In the present study, the blood samples from 536 animals, checked with tuberculin each year and the samples from 210 animals
which have never been checked with tuberculin have been tested with ELISA. As a result 582 of them (78%) have resulted
in negative and 164 of them (22%) have resulted in positive. In the group of checked animals there were 57 (11%) positive
and 479 (89%) negative samples and in the group of unchecked animals there were 107 (51%) positive and 103 (49%)
negative samples. 75 samples from checked animals, resulted in negative in ELISA and 75 samples ,chosen from the unchecked
animals ,resulted in positive have been tested with v-IFN assay. 42 of the unchecked samples (56%) have given positive and
33 (44%) of them negative, 64 of the checked samples (81.3%) have given negative and 14 of them (18.7%) have given
positive results.

The difference between the positive results (p<0.001) is important, between the negative results (p>0.05) is unimportant and
the difference between the evaluation of the results of the tests (p<0.01) is important.

Key Words: Cattle, Tuberculosis, ELISA, Y-IFN assay.

1. GIRIS

Tberkiloz (TB), Mycobacterium cinsine bagl
tirlerin neden oldugu diinyada yaygin zoonotik
karakterli kronik ,6ldtriicti infeksiy6z bir hastaliktir.
Hastalik halk saglig icin en biiytik problemlerden
birisidir (32). Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore
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her yil yaklagik 3 milyon 6lim ve 8 milyon yeni
tliberkiiloz olay1 ortaya gikmaktadir (41,42).

Tuberkiiloz, insan ve hayvanlar icin bilinen en
eski hastaliklardan biridir. Ik caglardaki yaztlar,
hastaligin insanligin sosyal gruplar halinde yagamaya
baglamasindan itibaren varligini siirdtirdGginid
bildirmektedir. Eski Mozaik tabletlerinde, hayvan
karkaslarinda pleura ve akcigerler arasinda

yapigmalarin oldugu yazilmaktadir (43). Robert Koch
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1882'de tiiberkiiloz basilini kesfederek deneysel
olarak caligmaya baglamig, 24 Mart 1882'de
tiberkiiloz basilinin bulunugunu bilim dinyasina
duyurmustur (43).

Turkiye'de ttberkiilozun varligi 19001t yillarda
aragtirlmaya baglanmistir (14, 37, 46). Tuberkiloz,
hayvanlar arasinda en ¢ok sigirlarda gortlur. Bunun
diginda domuz, kedi, koépek, koyun, keci, at ve
kanatlilar gibi evcil hayvanlarla bir cok yabanil
hayvan da infeksiyona duyarhdir (1,5,16, 22, 25, 35).

Sigir ttberkilozunun etkeni Mycobacterium (V)
bovis'tir. Etken Mycobactericeae familyasinda tek cins
olan Mycobacterium cinsinde yer almaktadir
(2,19,38).

Gunimiizde tiberktlozun teghisi icin;
tiiberkilin deri testi, Fleuresan Antikor Teknigi,
Radio-Immuno Assay (RAI), ELISA, GIFT (y-IEN
testi), lenfosit proliferasyon testi (LPA), PCR,
kromotografi ,faj tiplendirme ve DNA fingerprint
gibi testler kullanilmaktadir (7,9,28,29). Ttberkdilin
testi birgok tlke i¢in hastaligin eradikasyonunda
o6nemli rol oynamaktadir (40). Tuberkilin testi
infekte hayvanlarin %80'inde bagar saglarken stres
altindaki hayvanlarda ve bireysel farkliliklarda
hastalig1 saptamada %60'dan daha distik bir bagar
gosterebilmektedir (12,39). Ttberkilin testi yapilan
hayvanlarin %15'1 yanlis negatif, %2-5'1 yanli pozitif
sonu¢ vermektedir (12). Bu nedenler tiiberkiilozun
teshisinde ek veya alternatif diagnostik testlere gerek
duyuldugunu gostermektedir (6). Ttiberkiilozlu
hastalarda ELISA teknigini, ilk kez 1976 yilinda
Nassau ve ark. antijen olarak M. tuberculosis H37Rv
sugunun kiltir filtratini kullanarak uygulamuiglardir
(8). Yapilan caligmalar ELISA 'nin %90 spesifiteye,
%70-89.8 arasinda sensitiviteye sahip oldugu
gostermektedir (3,4,10,11,13,15,18). Ayrica aragtir-
malar ELISA'nin tiberkiilozun teghisinde tek bagina
olmasa bile kullanilabilecegini géstermektedir
(15,17,21,30,31).

Y-IEN testi AL bovis'le enfekte sigirlarda hizli
ve giivenilir sensitivitesi ytiksek bir test olarak
kabul edilmektedir (26,33,34). Bu test ile kanda

25 pg/ml'den daha dustk diizeylerde rekombinant
sigir y-IFN'lerinin olctlebilecegi, testin sigirlarla
birlikte koyun ,kegi ve buffalolarda kullanilabilecegi
de bildirilmektedirler (23,34,40,44,45). Kanda sifir
dtzeyinde ve stabil olan y-IFN yalnizca infeksiyon
durumunda T lenfositlerince salgilanabilmektedir.
Bu test sisteminde kan PPD antijenleri ile 6nce
duyarlilagtirilarak olgtlebilir diizeyde y-IFN
salgllanmasi saglanir , sonra plazma alinarak bir
enzim immunoassay yardimiyla y-IFN'a karg
monoklonal antikorlarla kapli pleytlerde y-IEN
dtzeyleri saptanir (20,33). Bilinen lenfosit
proliferasyonuna dayanan caligmalara gére , v-IEN
test sisteminin spesifik hticresel immuniteyi
olgmede diger testlere gére daha seri ve duyarh
oldugu bilinmektedir (26,34,36,39,44).

Bu galigmada, Tirkiye'de periyodik tiiberkiiloz
kontrolleri yapilan igletmelerden segilen 6rnekler ve
gecmiste tiiberkiilozla enfekte olmug ahirlardan
secilen ornekler kullanilarak sigir tberktlozunun
serolojik teghisinde ELISA'nin duyarliliginin
YV-IEN testi ile karsilastirmali degerlendirilmesi

amaclanmigtir.

2. MATERYAL VE METOT

2.1 Calismada Kullanilan Materyaller

Sigir tiiberkiilozunun serolojik teghisi amaciyla;
ELISA ve y-IEN testlerinde kullanilan kan &rnekleri
Tanim Igletmelerine bagl 3 ciftlikten (A,B,C) ve
Ankara ¢evresindeki 2 koyden (D,E) tiberkiloz
belirtileri gostermeyen 2 yag Ustl hayvanlardan
secilmistir. Toplam 746 6rnek temin edilmistir. Bu
orneklerin 150'si (ELISA sonuglarina gére 75 pozitif
ve 75 negatif) y-IEN testinde kullanilmugtir.

2.2, ELISA

ELISA, Ritacco ve ark.'min (31), bildirdikleri
yonteme gore yapilmigtir. Once testte kullanilacak
serum, antijen ve konjugatin titrasyonlar: yapilarak
test icin gerekli uygun antijen ,serum ve konjugat
degerleri tespit edilmistir.

2.3. GIFT (+-IFN testi)

v-IFN testinde kullanilan 150 o&rneklik kit
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materyali CSL sirketinden (CSL limited, 45 Poplar
Road, Parkville 3052, Victoria, Avustralya) temin
edilmigtir. Test Rothel ve ark.'nmin (34), bildirdigi
yonteme gore yapilmistir.

2.4. Istatistiksel Analizler

ELISA ile y-IEN testlerinden elde edilen
sonuglarin kargilagtirilmasinda x* yodntemi

kullanilmigtir (24).

3. BULGULAR
3.1. Negatiflik kriterlerinin belirlenmesi

20 pozitif ve 20 negatif kontrol serumlan ile
yapilan caligmalarda, ELISA icin negatif ve pozitif
ayriminin yapilabildigi en uygun serum sulandirma
degerinin 1/200 oldugu saptanmustir. (Sekil 3.1.).
Testte tiiberkiiloz negatif serumlarin OD degerleri
ortalamast 0.148 = 0.017 olarak hesaplanmustir. Bu
ortalama degere 2SD degeri eklenerek (0.148 = 0.153)
ayrnm degeri (cut-off) saptanmustir. Cut-off = 301
olarak bulunmustur. Bu degerin tistlinde OD degerine
sahip ornekler ELISA'da pozitif olarak deger-
lendirilmigtir.
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Sekil 3.1. ELISA'da kontrol negatif ve pozitif serumlarin OD'leri

3.2 ELISA sonuclat1
Toplanan 746 serum o6rnegi ELISA'da
degerlendirilmistir. Saptanan Cut-off degerlerine gére

serumlarin negatif veya pozitif olarak ayrilmasi her

pleyt i¢in ayn yapimugtir. ELISA'da 6rneklerin 164'
U (%22) pozitif, 582 'si (%78) negatif bulunmugtur.
ELISA'da kontrollii hayvanlardan segilen érneklerden
(A,B,C) 57'si (%11) pozitif, kontrolstiz hayvanlarda
ise 107'si (%51) pozitif sonug vermistir. Kontrolsiiz
hayvanlarda 103 (%49) negatif sonug bulunurken,
kontrollit hayvanlarda 479 (%89) negatif sonug
saptanmigtir.

3.3. Y-IEN testi sonuclar1

ELISA 'da 75 pozitif ve 75 negatif sonug veren
orneklerden (Cizelge 3.1.), y-IEN testinde D ve E'den
secilen 6rneklerde 42 (%56) pozitif, 33 (%44) negatif,
A,B ve C'den segilen 6rneklerde 61 (%81.4) negatif,
14 (%18.6) pozitif sonug bulunmustur (Sekil 3.4.).
Orneklerin, testte toplam olarak 56'sinin (%37.3)
pozitif, 94'liniin (%62.7) negatif sonug verdigi
saptanmuigtir. (Cizelge3.2.).

Cizelge 3.1. ELISA sonuglarina gore y-IFN testinde
kullanilan 6rneklerin isletme ve koylere gére dagilimi

Kaynak ELISA Pozitif ELISA Negatif
@ A 19
g
3 B 32
- v 24
> D 44
:Q
X E 31
Toplam 75 75

Cizelge 3.2. y-IFN testi sonuclarinin kaynaklara gére

dagilimlari

Kaynak Pozitif Negatif
o A - 14 (%19)
g B 14 (%18) 29 (%39)
- C " 18 (%24)
S D 18 (%24) 26 (%35)
M E 24 (%32) 7 (%9)
Toplam | 56 (%37.3) 94 (%62.7)

3.4. ELISA ve Y-IFN testlerinin sonuglarinin
karsilastirilmass

ELISA 'da pozitif bulunan 75 6rnegin y-IEN
testinde 42'si (%56) pozitif, 33'a (%44) negatif
bulunmusgtur. (Sekil 3.5.). ELISA'da negatif bulunan
75 ornek, y-IEN testinde 61'1 (%88) negatif, 14'u
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(%18) pozitif bulunmustur. (Sekil 3.4.). Her iki testte kaynaklara gore pozitif sonuglarnin kargilagtirilmalar
Sekil 3.2.'de, negatif sonuglarin kargilagtiriimalari Sekil 3.3.'de verilmigtir .
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Sekil 3.2. -ELISA ve GIFT'te pozitif 6rneklerin kaynaklara gore karsilastinimalari.
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Sekil 3.3. -ELISA ve GIFT'te negatif 6rneklerin kaynaklara goére karsilastiriimalari.
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GIF'N 14

~ELISA

Sekil 3.4. -ELISA 'da negatif bulunan érneklerin GIFT ile karsilastinimalari

GIFT\ 33
/ELISA

Sekil 3.5. -ELISA 'da pozitif bulunan 6rneklerin GIFT ile karsilastinimalari
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3.4. Istatistiksel Analizlerin Sonuclart

Her iki testten elde edilen sonuglar x* metodu ile
kargilagtirilmugtir. Pozitif &rneklerde x*=11.38, negatif
drneklerde x’=2.88 ve testlerin genel sonuglarinin
degerlendirilmesinde x° =4.9 olarak hesaplanmugtir.
Yapilan istatistiksel yonteme gore pozitif sonuglar
arasindaki fark (p<0.001) énemli, negatif sonuglar
arasindaki fark (p>0.05) 6nemsiz ve test sonuglarinin
ortak degerlendirilmesinde testler arasinda fark
(p<0.01) 6nemli bulunmustur.

4. TARTISMA VE SONUC

Sigir tiiberkiilozunun tanist ve kontrolii en
6nemli glincel problemlerden birisidir. Organizmanin
canlida meydana getirdigi immun yanitin
karmagikligi hastaligin tanisini ve dolayisiyla
eradikasyonunu da zorlagtirmaktadir (6).

Bu caligmada kontrolli ve kontrolsiiz
hayvanlardan toplanan ornekler y-IEN testi ve
ELISA ile test edilmigtir ELISA'da test edilen
orneklerin 582'si (%78) negatif, 164't (%22) pozitif
bulunmustur. ELISA'da kontrollii hayvanlardan
secilen orneklerden (A,B,C) 57'si (%11), kontrolstiz
hayvanlardan secilen 6rneklerden 107'si (%51) pozitif
sonug vermigtir. Kontrolstiz hayvanlarda 103 (%49)
negatif sonug bulunurken, kontrollii hayvanlarda 479
(%89) negatif sonug¢ saptanmistir. Kontrolli
hayvanlarda saptanan negatif sonuglar (%89) secilen
yontemle uygulanan ELISA'nin spesifitesinin ytiksek
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar tiiberkiilinle
kontrolleri yapilan stirtlerde, ELISA'nin tiiberkiiloz
negatif hayvanlarin belirlenmesinde
kullanilabilecegini gostermektedir. Kontrolstiz
hayvanlardaki 6rneklerin ELISA ile
degerlendirilmesinden elde edilen sonuglara gore
(%51pozitif, %49 negatif) bu tip stirtilerde hastaligin
tanusi icin ELISA'yla birlikte ek bir teste daha gerek
duyulmaktadir.

Caligmada ELISA'da kontrolsiiz hayvanlarda
(D,E) pozitif bulunan 75 adet 6rnekle yapilan y-IFN
testinde orneklerin 42'si (%56) pozitif, 33' (%44)
negatif sonug vermistir. Her iki testin x* ydntemi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
fark (p<0.001) 6nemli bulunmustur.

-12-

ELISA'da kontrollii hayvanlarda negatif bulunan
75 ornegin y-IEN testinde 61'1 (%81.3) negatif, 14'a
(%18.7) pozitif sonug vermigtir. Her iki testin x’
yontemi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde fark (p>0.05) o6nemsiz
bulunmugtur. Elde edilen bu sonuglar, ttberkiiline
gore v-IEN testinin duyarliliginin yiiksek oldugunu
bildiren aragtirmacilarla (26) paralellik
gostermektedir. ELISA'da negatif bulunan 14
ornegin, y-IEN testinde pozitif bulunmasi, infekte
hayvanlarda
durumlarda hiicresel yanitin saptanabilmesi olarak
aciklanabilmektedir. Elde edilen bu sonuglar, M. bovis
infeksiyonlarinda hiicresel yanitin énem kazandigini
bildiren aragtirmacilarla (18,28,30) paralellik
gostermektedir. ELISA'da saptanamayan
test edilen hayvanlarda humoral
antikorlarin hentiz olugmamasi, hastaligin ilk evreleri

antikor yanitinin diisik oldugu

pozitifliklerin

veya subklinik dénemi nedeniyle oldugu
sanilmaktadir. Ttiberkiilin testinde negatif bulunan
hayvanlardan (32 adet)

14'antn y-JFN'de pozitif bulunmas: ttberkilin

B igletmesinden segilen

testinin de diger ek tani metotlan ile desteklenmesi
gerektigini gbstermektedir.

Bu caligmada sigir tiiberkiilozunun teshisinde,
humoral antikor yanitinin ELISA ile 6lgtilmesi,
hiicresel immun yanitin y-JEN testi ile belirlenmesi
esas alinmugtir. Mikobakteriyel infeksiyonlarda
hiicresel yanitin gabuk gelisimi ,humoral antikorlarin
saptanabilmesi icin daha uzun siirelere gerek
duyulmasi nedeniyle ELISA'da bulunamayan
pozitiflikler y-IFN testinde kolayca
saptanabilmektedir (33). Neil ve ark. (27), infekte 98
hayvanin hepsini (%100) y-IEN testinde pozitif
bulmugtur. Bu caligmada sonuglarin
degerlendirmeleri y-IFN testinin duyarliliginin
yiiksek oldugunu bildiren arastirmacilara (27,44)
paralellik gostermektedir.

Her iki test genel olarak kargilastirildiginda
ELISA'da 75 pozitif ve 75 negatife kargilik y-IEN
testinde sirasiyla 56 pozitif ve 94 negatif sonug
bulunmugtur. X* testi yapilarak iki testin
kargilagtinlmasindan elde edilen fark (p<0.01)
istatistiksel olarak o6nemli bulunmugtur. ELISA
sonuglarinin y-IFEN testi sonuglar: ile
kargilagtinldiginda pozitiflikleri saptamada %56
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(42/75), negatifleri saptamada %81.3 (61/75) basarili
oldugu gortlmiistiir. Elde edilen sonuglar, y-IFN
testine goére pozitifleri saptamada diigiik ytizdesi
(%56) nedeniyle ELISA'min tek bagina sigir
tiberktlozunun tan: ve kontrolinde
kullanilamiyacagini gostermektedir. Her iki testin
maliyetleri géz 6ntine alindiginda y-IEN testinin
ELISA'ya gbre en az on kati pahali oldugu
gortilmektedir.

Bu caligmadan elde edilen bulgular, periyodik
tuberkilin testi uygulanan ve tiiberkiiloz negatif
hayvanlardan alinan 6rneklerle yapilan ELISA'dan
elde edilen sonuglarla y-IFN sonuglarinin paralel;
kontrolsiiz hayvanlardan segilen érneklerde ise her iki
test sonuglarinin farkli oldugunu gostermektedir. y-
IFN testinin sensitivitesinin ytliksek oldugunu
bildiren arastirmalar géz oniine alindiginda bu
caligmadan ¢ikan sonuglar ELISA'nin pozitif olgular
saptamada yetersiz oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte y-IEN testinin ELISA'ya gore pozitif
hayvanlari saptamada daha uygun, ancak
maliyetinin yiksek oldugu da gértilmektedir. Her iki
testin gerek maliyet gerekse duyarliliklar gézoniine
alindiginda bugin ic¢in sigir ttberkilozunun
tanisinda tek baglarina kullanilamayacaklar:
Ozellikle tiiberkiiloz
eradikasyonunun sinirli yapildig tilkelerde ELISA'nin

anlagilmaktadir.

pozitif olgulari saptamadaki disiik duyarliligt
nedeniyle, tiiberkiiloz olgularinin belirlenmesinde
yalniz bagina kullanimasinin uygun olmadigin
gostermektedir. ELISA'min digtik maliyeti, sigir
tiberkilozu ile ilgili yapilacak epidemiyolojik
caligmalara uygundur. Yiksek sensitiviteye sahip
Y-IEN testinin maliyetinin ytiksekligi bugiin sigir
tiiberkiilozunun tanisinda yaygin olarak kullanimini
azaltsa bile, test maliyetlerinde diigmeler ve test
performansi/maliyet oranini diiglinmeyecek
igletmelere 6nerilebilir.
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