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SAMENVATTING

Voedingsmiddelen kunnen geanalyseerd worden op aamwezigheid van residuen door middel van eenvoudige
methoden. In dit overzicht worden de resultaten van dergelijke screeningstesten mathematisch toegelicht. Dit leidt tot
de volgende vaststellingen,

1. Het is mogelijk dat resultaten van colorimetrische testen zoals enzyme immuno assays (EIA) en van biologische
testen zoals bacteri€le inhibitictesten vals-positief of vals-negatief zijn. Het aantal foutieve resultaten is afhankelijk
van het gehalte van het analyt dat men wil aantonen en van de cufoff waarde. De wijze van aflezen kan bij colorimetrische
testen zo gekozen worden dat het aantal vals-positieve of het aantal vals-negatieve resultaten verwaarloosbaar klein
wordt.

2. Bij een lage prevalentie geeft zelfs een beperkt aantal vals-positieve resultaten aanleiding tot een lage predictieve
waarde; dit wil zeggen dat een groot aantal van de positieve resultaten vals-positief zijn.

3. Indien de positieve resultaten van een test met cen relatief lage specificiteit aanleiding geven tot sancties, dan
moeten de screeningstesten bevestigd worden, bijvoorbeeld door middel van chemische analysen.

4. Statistieken opgesteld aan de hand van screeningstesten met een suboptimale specificiteit en sensitiviteit zijn
een weerspiegeling van cen reéle situatie. Ze zijn betrouwbaar zonder een chemische bevestiging van positieve
resultaten, in tegenstelling tot de individuele testresultaten. De echte prevalentie kan wel afwijken van de schijnbare

prevalentie, die rechtstreeks uit de analyseresultaten berekend wordt.

INLEIDING

De analysemethoden gebruikt voor het opsporen
van residuen van wettelijk toegelaten geneesmiddelen
en van illegale producten die gebruikt worden in de
vechouderij kunnen grofweg ingedeeld worden in drie
categorieén. De cerste categoric omvat de biologische
methoden. De bacteriéle inhibitietesten waarmee an-
tibiotica-residuen worden gedetecteerd behoren tot
die groep. Vroeger werden ook residuen van hormonen
opgespoord door middel van biologische methoden,
maar dit is nu niet meer gebruikelijk, omdat ze te weinig
betrouwbaar en te weinig gevoelig zijn. Methoden die
meerdere of alle leden van een groep scheikundig ver-
wante stoffen aantonen behoren tot de tweede catego-
riec. Immunologische testen zoals Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) en Radio-immuno assay
(RIA) zijn de bekendste (Hoek en Beljaars 1989); ook
receptortesten, die courant gebruikt worden voor anti-
biotica, horen erbij (Charm en Chi 1988). De gevoelige
chemische analysen, zoals High Performance Thin Layer
Chromatography (HPTLC), High Performance Liguid
Chromathography (HPLC) en gaschromatografie
(GC), al dan niet aangevuld met massaspectrometrie
(MS), vormen de derde categorie. De eerste twee
categorieén worden dikwijls beschouwd als screenings-
testen; de laatste als bevestiging- en kwantificatieme-
thoden.

Meer dan eens wordt erop gewezen dat “absolute
zekerheid” betreffende de aan- of afwezigheid van de
gezochte substantie, het analyt, door geen enkele me-
thode kan gegeven worden. M.a.w. geen enkele metho-
de zouwerkelijk volledig betrouwbaar zijn. Bij de derde
categorie, de chemische methoden, is de kans op ver-

gissingen echter bijzonder klein en bijna verwaarloos-
baar wanncer gebruik gemaakt wordt van massaspec-
trometric om de identiteit van het analyt te bewijzen
(Courtheyn et al. 1996). De grootste problemen stellen
zich bij de biologische, de immunologische en de recep-
tortesten. Dergelijke testen worden vaak als kit in de
handel gebracht door commerciéle firma’s en soms,
maar lang niet altijd, worden gegevens betreffende de
betrouwbaarheid op de bijsluiter vermeld.

In het hiernavolgende overzicht wordt de betekenis
vaneen aantal parameters, die de betrouwbaarheid van
dergelijke screeningstesten weergeven, besproken.
Ook wordt duidelijk gemaakt van welke factoren de
eisen, die aan de verschillende categorieén analyseme-
thoden gesteld worden, afhankelijk zijn. Tenslotte
wordt besproken wanneer en waarom een screenings-
methode moet gevolgd worden door een chemische
identificatiemethode.

BEOORDELING VAN SCREENINGSTESTEN

Definities van sensitiviteit en specificiteit

In Tabel 1 worden ecen aantal definities gegeven van
parameters die de analysen praktijkgericht beoordelen.
De parameters zijn van belang bij de interpretatic van
de resultaten van commerciéle testkits. Meestal zijn dit
ELISA testen, doch de parameters gelden bijvoorbeeld
ook voor inhibitietesten voor melk, die op de hoeve zelf
kunnen uitgevoerd worden. Het ter plaatse testen van
melk is een courante praktijk in de USA, zodat de
veehouder zelf kan beslissen wanneer de melk opnieuw
geschikt is voor consumptie (Cullor, 1993; Cullor et al.,
1994). In theorie zijn de besproken parameters ook van
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Tabel 1. Definities van parameters nuttig bij de beoordeling van de prestaties van een analysemethode (volgens Cullor, 1993).

test-positief.

dan de toegelaten limiet als test-negatief.

juist geidentificeerd worden.

juist geidentificeerd worden.

betreffende methode.

Vals-positief resultaat (false-positive result): identificatie van monster afkomstig van een niet-behandeld dier als
Vals-negaticf resultaat (false-negative result): identificatie van een monster dat residu bevat in hoeveelheden hoger
Epidemiologische specificiteit (epidemiologic specificity): de waarschijnlijkheid waarmee echte negatieve monsters
Epidemiologische gevoeligheid (epidemiologic sensitivity): de waarschijnlijkheid waarmee echte positieve monsters
Laboratorium-specificiteit (laboratory definition of specificity): het vermogen residuen van de opgespoorde substantie

te onderscheiden van residuen van andere (meestal chemisch verwante) stoffen.

Laboratorium-gevoeligheid (laboratory definition of sensitivity): de detecticlimiet van de op te sporen stof met de

Betrouwbaarheid (reliability): de geloofwaardigheid van de test als middel om het residu op te sporen.
Prevalentic (prevalence): de proportie van de populatie (i.c. slachtdieren) waarbij het residu werkelijk aanwezig is.

Predictieve waarde/positieve test of PW/+ (predictive value/positive test; PV(+)): de waarschijnlijkheid dat een
test-positief monster werkelijk het op te sporen residu bevat in hoeveelheden die hoger zijn dan toegelaten.

Predictieve waarde/negaticve test of PW/- (predictive value/negative test; PV(-)): de waarschijnlijkheid dat een
test-negaticf monster het op te sporen residu niet bevat in hoeveelheden die hoger zijn dan toegelaten.

toepassing op inhibitietesten voor vlees en nieren, maar
in de praktijk kent men de gevoeligheid en de specifi-
citeit (zie verder) van deze testen niet.

Tabel 1 maakt ook duidelijk dat sensitiviteit meer-
dere begrippen dekt, net zoals specificiteit verschillen-
de betekenissen kan hebben. De definitie van
sensitiviteit die in de chemische analyse de voorkeur
geniet, is: de wijze waarop de analyse reageert op kleine
veranderingen in concentratie van het analyt. De sen-
sitiviteit is in deze gevallen evenredig met de helling
van de ijkcurve van een chemische analyse. In andere
gevallen wordt met sensitiviteit echter de detectielimiet
bedoeld, dus de kleinste hoeveelheid van het analyt die
nog kan aangetoond worden met een bepaalde zeker-
heid. In het hiernavolgende betoog zal deze laatste
sensitiviteit altijd de laboratoriumsensitiviteit of -gevoe-
ligheid genoemd worden. De detectielimiet is ook niet
hetzelfde begrip als de beslissingslimiet. Een beslis-
singslimiet is, in het geval van residuanalyse, het gehalte
aan residu boven hetwelke men het voedingsmiddel
afkeurt. In het geval van toegelaten diergencesmidde-
len is dat bijvoorbeeld de maximale residu-limiet
(MRL), opgelegd door de regelgeving van de Europese
Unie. De beslissingslimiet voor niet toegelaten produc-
ten zal men zo laag mogelijk nemen.

Anderzijds betekent de specificiteit bij chemische
analysen het vermogen om de gezochte stof te onder-
scheiden van andere verwante stoffen. Deze eigenschap
wordt verder omschreven als laboratoriumspecifiteit.

Van sommige screeningstesten kunnen gegevens zo-
als sensitiviteit en specificiteit in de literatuur, of op de
bijsluiter van commerciéle kits, teruggevonden wor-
den. Wanneer bij sensitiviteit de detectielimiet vermeld
wordt, dan bedoelt men de laboratoriumsensitiviteit;

bij specificiteit worden soms een aantal verwante che-
mische producten vermeld met een percentage kruis-
reacties, en dit geeft de laboratoriumspecifiteit weer.
Wanneer sensitiviteit en specificiteit echter weergege-
ven worden als percentages of als getallen tussen 0 en
1, zonder eenheden, dan wordt hiermee niet de labo-
ratoriumsensitiviteit of -specificiteit bedoeld doch de
epidemiologische sensitiviteit of specificiteit. De epide-
miologische sensitiviteit geeft de waarschijnlijkheid weer
waarmee echte positieve monsters juist geidentificeerd
worden, de epidemiologische specificiteit de waarschijn-
lijkheid waarmee echte negatieve monsters juist ge-
identificeerd worden.

De epidemiologische gevoeligheid (of sensitiviteit)
kan men ook mathematisch uitdrukken als de verhou-
ding tussen de correct positief reagerende monsters en
het totaal aantal positieve monsters (Tabel 2). Wanneer
bijvoorbeeld de sensitiviteit 99 % bedraagt, dan bete-
kent dit dat op 100 monsters diec het residu bevatten,
99 zullen positief reageren en 1 negatief. Meteen bete-
kent dit dat het aantal vals-negatieve reacties in dat
geval 1 % zal bedragen.

Op dezelfde manier kan men de epidemiologische
specificiteit uitdrukken als de verhouding van het aan-
tal correct negatief reagerende monsters tot het totaal
aantal negatieve. De relatie tussen specificiteit en aan-
tallen vals-positieve reacties, wanneer uitsluitend mon-
sters worden onderzocht die het residu niet bevatten,
is evident.

De epidemiologische sensitiviteit en specificiteit
zijn voor de praktijk interessantere parameters dan
de laboratorium-gevoeligheid en -specificiteit. De
aanvragers van de analyse verlangen immers dat het
laboratorium een betrouwbaar onderscheid kan ma-
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Tabel 2. Mathematische voorstelling van de epidemiologische
specificiteit en sensitiviteit, de voorspellende waarden en
schijnbare en echte prevalenties (Martin et al., 1987).

Testresultaat Werkelijke toestand

Residu aanwezig | Residu afwezig
(R+) (R)
Aantal positief (T+) a b
Aantal negatief (T) c d
Totaal (a+b+c+d=n) atc b+d

Epidemiologische gevocligheid : a/(a+c)
Epidemiologische specificiteit: d/(b+d)

Voorspellende waarde van een positief resultaat: a/(a+b)
Voorspellende waarde van een negatief resultaat: ¢/(c+d)
Schijnbare prevalentie: (a+b)/n of (T+)/n

Werkelijke prevalentie: (a+c)/n

kentussen monstersdie aaneenbepaalde voorwaarde
voldoen, en monsters die daar niet aan voldoen. Epi-
demiologische specificiteit is ook een veel breder be-
grip dan laboratoriumspecificiteit: de chemische
specificiteit van bacteriéle inhibitietesten is bijvoor-
beeld onbestaande, want de remming kan door om het
even welk antibioticum veroorzaakt worden, doch de
epidemiologische specificiteit om antibiotica in het al-
gemeen op te sporen kan zeer hoog zijn, afhankelijk
van de test en de wijze van aflezen.

Invloed van de wijze van aflezen op sensitiviteit en
specificiteit

Voor de residu-analyse maakt men dikwijls gebruik
van competitieve Enzyme Linked Immuno-sorbent As-
says (ELISA). Dergelijke bepalingen worden colorime-
trisch afgelezen; blanco’s (die het residu niet bevatten)
geveninde regel hogere optische densiteit (OD-) waar-
den dan positieve monsters. De gebruiker moet een
bepaalde OD-waarde als cutoff waarde beschouwen:
hogere OD-waarden worden afgelezen als negatief,
lagere als positief. De keuze van de cutoff waarde is
afhankelijk van de vereiste specificiteit en sensitiviteit
(Golden, 1991).

Jackman (1996) en Everest et al. (1993, 1994) be-
schrijven een manier om zelf een cutoff waarde in te
stellen, naargelang de doelstelling van de gebruiker. De
door hen gevolgde methode laat toe vooraf te bereke-
nen welke sensitiviteit en specificiteit bij de gekozen
afleeswaarde mogen verwacht worden. Telkens wor-
den cen representatief aantal monsters onderzocht die
het residu nict bevatten, en ecen aantal belaste mon-
sters, d.w.z. monsters waaraan het analyt werd toege-
voegd. De hoeveelheid analyt die toegevoegd wordt is
afhankelijk van de vereiste laboratoriumgevoeligheid.

De resultaten van de colorimetrische testen worden
verwerkt in waarschijnlijkheidscurven; daarbij wordt
de B/B°® waarde (optische densiteit monster/optische
densiteit negatieve controle), of de procentuele B/B®
waarde (B/B°® X 100) in ordinaat uitgezet ten opzichte
van de cumulatieve waarschijnlijkheid, uitgedrukt in de
normale probabiliteitsschaal, dat het monster deze
B/B° waarde vertoont. Bij een normale verdeling van
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de B/B° waarden wordt met deze schaal zowel voor de
negatieve monsters als voor de belaste monsters een
rechte lijn bekomen. Een horizontale lijn door een
willekeurige B/B® waarde geeft het te verwachten aan-
tal vals-positieve en vals-negatieve resultaten, wanneer
deze waarde als cutoff waarde zou gebruikt worden. Op
de kruispunten van de horizontale lijn met de twee
rechten kan immers de waarschijnlijkheid afgelezen
worden dat een negatief monster positief reageert,
alsook de waarschijnlijkheid dat een positief monster
negatief reageert.

Figuur 1 geeft dergelijke waarschijnlijkheidscurven
van een commerciéle ELISA test voor het opsporen
van oxytetracycline residuen in vlees, die door ons werd
gevalideerd. De rechten geven de cumulatieve waar-
schijnlijkheid weer dat blanco monsters en monsters
belast met resp. 100ug/kg oxytetracycline en 100ug/kg
doxycycline (gelijk aan de MRL voor vlees) de over-
eenstemmende B/B® waarden vertonen. De B°® waarde
is de OD waarde van het extractiemiddel (fosfaatbuf-
fer). Met deze ELISA test is ook de B/B® waarde van
blanco monsters meestal lager dan 1. Wanneer uitslui-
tend rekening gehouden wordt met oxytetracycline,
kan een B/B° waarde van 0,63 of 63 % gebruikt worden
als cutoff waarde, waarbij zowel de kans op vals-posi-
tieve als op vals-negatieve resultaten kleiner is dan 1
op 100. Bij deze cutoff waarde wordt echter slechts 20
% van de monsters die 100ug/kg doxycycline bevatten
positief afgelezen. Bij een B/B° waarde van 0,80 rea-
geert slechts 7 % van deze laatste groep negatief, doch
dan bedraagt het aantal vals-positicve reacties 16 %.
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Fig. 1. Cumulatieve waarschijnlijkheidscurven van monsters
belast met 100ug/kg oxytetracycline of met 100ug/kg doxycycli-
ne en van blanco monsters, bij gebruik van een commercieel
verkrijghare competitieve ELISA test. Aflezing bij een B/B°
waarde van 0,80 geeft 7 % vals-negatieve resultaten voor mon-
sters met doxycycline en 16 % vals-positieve resultaten. Afle-
zing bij een B/B° waarde van 0,63 geeft minder dan 1 %
vals-positieve resultaten en detecteert meer dan 99 % van de
monsters met oxytetracycline doch slechts 20 % van de mon-
sters met doxycyline.

Op dergelijke waarschijnlijkheidscurven kan men
ook zien dat bij om het even welke cutoff waarde vals-
positieve zowel als vals-negatieve resultaten in theorie
mogelijk zijn. Enkele fictieve voorbeelden zijn te vin-
den in figuren 2a en 2b. Wanneer de waarschijnlijk-
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Fig. 2a en 2b. Fictieve voorbeelden van waarschijnlijkheidscur-
ven van blanco en belaste monsters waarbij de variatie tussen
de monsters onderling gering is (Fig. 2a) of waarbij de labora-
toriumgevoeligheid veel lager is dan het gehalte dat men wil
aantonen. In het eerste geval vertonen de curven een geringe
helling, in het tweede geval liggen ze ver uit elkaar. In beide
gevallen kan een cufoff waarde ingesteld worden waarbij de
kans op vals-positieve en op vals-negatieve resultaten aan-
vaardbaar is.

heidscurven van zowel de negatieve als de positieve
monsters een geringe helling vertonen (dus wanneer de
variatie tussen gelijkwaardige monsters onderling ge-
ring is) (Fig. 2a) en/of ver uit clkaar liggen (dit is
wanneer de laboratoriumgevoeligheid van de test veel
lager is dan de beslissingslimiet) (Fig. 2b), dan kan de
B/B° waarde zo gekozen worden dat de snijpunten van
de horizontale lijn met de curven voor positieve en
negatieve monsters voldoende ver van het middelpunt
liggen, zodat de kans op vals-positieve en vals-negatie-
veresultaten bijvoorbeeld kleiner wordt dan één op een
miljoen. Meestal is dit niet het geval bij dergelijke kits
en moet men de keuze maken tussen meer vals-positie-
ve of meer vals-negatieve resultaten.

In bovenstaand voorbeeld werd vergeleken hoe een
testkit reageert op twee verschillende, chemisch ver-
wante residuen. Op dezelfde manier kan men een ver-
schillende cutoff waarde instellen naargelang de
concentratie van het analyt die men wil aantonen. Jack-
man (1996) vergeleek de prestaties van een EIA test
voor clenbuterol voor monsters waaraan respectieve-
lijk Ing/g en 0,25ng/g van het analyt was toegevoegd.
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Deze test gaf minder dan 0,01 % vals-positieve en
vals-negatieve resultaten voor de monsters met 1ng/g
clenbuterol. Wanneer de vereiste laboratoriumsensiti-
viteit 0,25ng/g bedroeg werd de kit afgelezen bij een
hogere B/B® waarde en gaf 1 % vals-positieve en 6 %
vals-negatieve resultaten.

Een tweede voorbeeld uit de literatuur betreft een
enzymatische analyse voor de determinatie van f-lac-
tam antibiotica, die in de handel gebracht wordt als kit
onder de naam Penzym (UCB) (Frére et al. 1980). Ook
deze testmethode is competitief en geeft dus de hoogste
optische densiteiten bij monsters die het residu niet
bevatten. Everest ef al. (1993, 1994) berekenden met
waarschijnlijkheidscurven dat de analyse met het oor-
spronkelijke substraat van de B-lactam testkit, bij een
optimale keuze van aflezing, aanleiding gaf tot 17 %
vals-negatieve en 5 % vals-positieve resultaten. Vervan-
ging van het oorspronkelijke substraat resulteerde in
een sterke verbetering van de prestaties van de kit: het
aantal vals-positieve en vals-negatieve resultaten be-
droeg dan resp. 3 % en 1 %.

Deze drievoorbeeldenillustreren dat de cufoffwaar-
de kan aangepast worden naargelang de vereisten die
aan de analyse gesteld worden. Indien het de bedoeling
is om de aanwezigheid van het analyt verder chemisch
aan te tonen, dan verlangt men zo weinig mogelijk
vals-negaticve resultaten, doch een beperkt aantal vals-
positieve resultaten worden getolereerd. Indien ander-
zijds de recsultaten van de analyse rechtstreeks
aanleiding geven tot sancties tegen de producent dan
moeten vals-positieve resultaten zoveel mogelijk uitge-
sloten zijn. Het zou handig zijn als producenten van
commerciéle kits dergelijke waarschijnlijkheidscurven
op de bijsluiter zouden weergeven, zodat het laborato-
rium de cutoff waarde zelf kan kiezen in functie van de
toepassing.

Het aanpassen van de cufoff waarde is één manier
om het aantal vals-positieve resultaten tot een mini-
mum te beperken. Een andere manier bestaat erin om
twee screeningstesten, die niet gebaseerd zijn op het-
zelfde principe, na elkaar toe te passen (Martin et al.
1987). Wanneer beide screeningstesten bijvoorbeeld
99 % specifiek zijn dan krijgt men 1 % x1 % = 0,01 %
vals-positieve resultaten.

Invloed van prevalentie op betrouwbaarheid van po-
sitieve en negatieve resultaten: berekening van posi-
tieve en negatieve voorspellende waarden

Met prevalentie wordt bedoeld: de verhouding van
het aantal monsters die het residu werkelijk bevatten
ten opzichte van het totaal aantal monsters (Tabel 1).
Dit gegeven is bij residu-analyse in de meeste gevallen
uiteraard niet bekend. Wanneer exact geweten is hoe-
veel de epidemiologische sensitiviteit en specificiteit
bedragen dan kan uit de resultaten van de analyse op
een groot aantal monsters de werkelijke prevalentie
berekend worden (zie verder).

In Tabel 1 worden ook nog de voorspellende of
predictieve waarden (predictive values) voor positieve
en negatieve testen, PW(+) en PW(-), vermeld. Deze
kunnen worden uitgedrukt in % (Golden 1991) of als
een waarde tussen 0 en 1 (Van Eenennaam et al. 1993).
Optimaal bedraagt de predictieve waarde 1 of 100 %.
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Uit de epidemiologische gevoeligheid en specificiteit
enerzijds en de prevalentic anderzijds kan men de
PW(+) en PW(-) van een test berekenen. Deze para-
meters geven immers het aandeel weer van de echte
positieve (resp. negatieve) binnen de groep van de
positief (resp. negatief) reagerende monsters. Tivee
voorbeelden worden hieronder uitgewerkt:

Voorbeeld 1

Eigenschappen van de test: gevoeligheid = 98 % ( dus
2 % vals-negatieve); specificiteit = 96 % (dus 4 %
vals-positieve).

Bij een prevalentie van 50 % bekomt men:
% positieve testen: 49 % + 2 % vals-positieve= 51 %.
% negatieve testen: 48 % + 1 % vals-negatieve = 49 %.
PW(+)= 49 %/51 % = 0,96 of 96 %; slechts 4 % van
de positieve resultaten is vals.
PW(-)= 48 %/49 % =0,98 of 98 %; slechts 2 % van
de negatieve resultaten is vals.

Doch wanneer de prevalentie 10 % bedraagt
% positieve testen: 9,8 % + 3,6 % vals-positieve=
13,4 %.
% negatieve testen: 86,4 %+ 0,2 % vals-negatieve =
86,6 %.
PW(+) = 9,8 %/13,4 % = 0,73 of 73 %; 27 % van de
positieve resultaten is vals.
PW(-) = 86,4 %/86,6 %= >0,99 of >99 %; minder
dan 1 % van de negatieve resultaten is vals.

Bij een prevalentie van 2 % bekomt men het volgende:
% positieve testen: 1,96 % + 3,92 % = 5,88 %.
% negatieve testen: 94,08 % + 0,04 % = 94,12 %.
PW(+) = 1,96 %/5.88 % = 0,33 of 33 %; 67 % van
de positieve resultaten is vals.
PW(-) = 94,08 %/94,12 %=>0,99 of >99 %; bijna

alle negatieve resultaten zijn juist.

Voorbeeld 2

Een testkit die 99 % specifiek en 99 % sensitief is, zal
bij een prevalentie van 10 % de volgende resultaten
geven:
% positieve testen: 9,9 % + 0,9 % vals-positieve =
10,8 %.
% negatieve testen: 89,1 % + 0,1 % vals-negatieve =
89,2 %
PW(+) = 9,9 %/10,8 % = 0,92 of 92 %; 8 % van de
positieve resultaten is vals.
PW(-) = 89,1 %/98,2 % = >0,99 of >99 %; bijna alle
negatieve resultaten zijn juist.

Bij suboptimale specificiteit en een lage prevalentie
zal een relatief groot aandeel van de positieve testen
dus vals-positief zijn. Het totaal aantal uitgevoerde
testen speelt geen rol. In het eerste voorbeeld zijn bij
prevalenties lager dan 10 % reeds meer dan 1 op 4 van
de positieve resultaten vals: bij prevalenties lager dan
2 % zijn meer dan 2 op 3 van de positieve resultaten
vals. In het tweede voorbeeld, bij een specificiteit van
99 % en een prevalentie van 10 %, zijn nog altijd 8 %
of bijna 1 op 10 van de positieve resultaten vals. In de
praktijk komen lage prevalenties veel meer voor dan
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hoge. Dit betekent dat positieve resultaten bijna altijd
zullen moeten bevestigd worden, wil men er diagnosti-
sche waarde aan hechten.

Wanneer de specificiteit en de sensitiviteit van een
analysemethode gekend zijn, dan kunnen de PW(+) en
PW(-) waarden in curven worden uitgezet in functie
van de prevalentie. De vorm van deze curven geeft de
betrouwbaarheid van de methode duidelijk weer. Tivee
voorbeelden worden uitgewerkt in figuren 3 en 4. Ne-
men we een voorbeeld van een test die 5 % vals-posi-
tieve en 17 % vals-negatieve resultaten geeft, zoals de
hoger besproken enzymatische methode voor het aan-
tonen van f-lactam antibiotica. Op figuur 3 kunnen de
PW(+) en PW(-) waarden bij iedere mogelijke preva-
lentie afgelezen worden. Het tweede voorbeeld (Fig. 4)
is de verbeterde versie van dezelfde test, waardoor het
aantal vals-positieve en vals-negatieve resultaten gere-
duceerd werden tot respectievelijk 3 % en 1 %. Bij deze
tweede curve naderen zowel de PW(+) en PW(-) cur-
ven de ideale waarden van 100 % bij lage resp. hoge
prevalenties.

100% Pwi.) PWis) 1100%

0 PREVALENTIE 100%

Fig. 3. PW(+) en PW(-) curven van een enzymatische test,
geschikt voor het opsporen van f3-lactam antibiotica, die 83 %
sensitief is en 95 % specifiek bij toepassing op nierweefsel
(Everest et al. 1994). De PW(+) en PW(-) waarden kunnen bij
elke mogelijke prevalentie afgelezen worden.

100%

0 PREVALENTIE 100%

Fig. 4. PW(+) en PW(-) curven van dezelfde methode wanneer
een ander substraat gebruikt wordt, waardoor de sensitiviteit
en specificiteit resp. 99 % en 97 % bedragen. In vergelijking met
figuur 2 benaderen de PW(+) en PW(-) waarden dichter de
optimale waarden bij lage resp. hoge prevalenties.
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Praktische toepassing: beoordeling van commerciéle
kits voor analyse van melk op aanwezigheid van anti-
biotica

Van Eenennaam et al. (1993) pasten deze theoreti-
sche gegevens toe op een aantal commerciéle kits die
geschikt zijn voor analyse van melk op aanwezigheid
van antibiotica. Deze kits werden door hen getest op
melk afkomstig van drie groepen van dieren met klini-
sche mastitis. Twee van de drie groepen waren elk
behandeld met een antibioticum van de -lactam fami-
lie; de controlegroep was behandeld met oxytocine. In
deze omstandigheden bleken sommige testkits zeer
veel vals-positieve resultaten te geven, zodat ze in de
praktijk niet bruikbaar beschouwd werden voor melk
afkomstig van dieren met mastitis. De enige geteste kit
die op ELISA gebaseerd was, nl. LacTek® (B-lactam)
(Idetek) was ook de enige die in de gegeven omstan-
digheden relatief goed presteerde.

De betrouwbaarheid van de kits werd weergegeven
in PW(+) en PW(-) curven (Van Eenennaam et al.
1993). De drie inhibitictesten gaven een bijna perfecte
PW(-) curve en een veel minder goede (voor Delvotest
P®, Gist-Brocades en Bacillus stearothermophilus disc
assay) tot waardeloze (Charm Farm®, Charm Sciences
lim.) PW(+) curve; met andere woorden ze gaven zeer
veel vals-positieve resultaten. Voor de CITE®probe
(B-lactam) test (Idexx) benaderden noch de PW(+)
noch de PW(-) curve de optimale vorm.

Beide parameters, PW(+) en PW(-), zijn van groot
praktisch belang. In de melkanalyse bijvoorbeeld bete-
kent een lage PW(+) dat een groot aantal melkmon-
sters ten onrechte zal afgekeurd worden; bij een lage
PW(-) komt dikwijls melk in de handel die niet voldoet
aan de wettelijke limiet. Daarom raden Cullor et al
(1994) aan om bij de validatie van testkits voor melk-
analyse, speciale aandacht te besteden aan vals-posi-
tieve en vals-negatieve uitslagen. Om vals-positieve
resultaten uit te sluiten moet de kit 0.a. ook getest
worden met antibioticum-vrije melk afkomstig van die-
ren met mastitis, en met melk waaraan natuurlijke
inhibitoren, zoals lactoferrine, werden toegevoegd.

Dergelijk vergelijkend onderzoek is tot nu toe nog
niet uitgevoerd op testkits of testmethoden die gebruikt
worden voor de analyse van vlees op aanwezigheid van
residuen. De specificiteit en sensitiviteit zijn meestal
niet bekend voor de testkits, wanneer ze gebruikt wor-
den op een andere matrix dan deze waarvoor ze 0Or-
spronkelijk ontworpen werden.

Berekening van de echte prevalentie

De vorige redeneringen en berekeningen zijn theo-
retisch: de echte prevalentie is niet bekend in de meeste
gevallen. Omgekeerd kan men de echte prevalentie
berekenen uit de analyseresultaten, wanneer de sensi-
tiviteit en de specificiteit van de test bekend zijn, Dit
wordt toegepast bij de interpretatie van screeningstes-
ten die subklinische zicktetoestanden opsporen (Mar-
tin et al, 1987), en is eveneens geldig voor het
onderzoek op residuen. Bij deze berekening maakt men
gebruik van de volgende formule:
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p(T+) - p(T+/R-)

1-[p(T+/R-) + p(T-/R+)]

waarbij: p(R+) = werkelijke proportie residu-positie-
ve dieren;
p(T+) = proportie testpositieve dieren;
p (T+/R-) = proportie vals positieve dieren
of 1 - specificiteit;
p (T-/R+) = proportie vals negatieve dieren
of 1- sensitiviteit.

Eenvoorbeeld wordt hierna uitgewerkt. Stel dat een
bacteri€le inhibitietest, die antibiotica-residuen op-
spoort, 96 % sensitief is en 96 % specifiek. Wanneer
men 5 % positieve resultaten bekomt betekent dit dat
de werkelijke prevalentie (0,05-0.04)/ [1-(0,04+0,04)]
= 0,01 of 1 % bedraagt. Wanneer men 15 % positieve
resultaten vindt bekomt men voor de werkelijke preva-
lentie (0,15-0,04)/[1-(0,04 +0,04)] = 0,12 of 12 %.
Opnieuw is de afwijking het grootst bij lage schijnbare
en echte prevalenties.

Deze cijfers maken wel duidelijk dat stijgingen of
dalingen van de aantallen positieve resultaten van
screeningstesten, die altijd op dezelfde manier uitge-
voerd worden, niet te wijten kunnen zijn aan vals-posi-
tieve resultaten, doch werkelijk een weerspiegeling zijn
van een gewijzigde toestand in het te onderzoeken
materiaal, Zelfs indien een screeningstest minder dan
99 % specifiek en minder dan 99 % sensitiefis, dan nog
kan die test toegepast worden op grote aantallen mon-
sters, bijvoorbeeld om statistieken op te stellen of om
vergelijkingen te maken tussen verschillende groepen
monsters.

p(R+)=
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