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SAMENVATTING

Als in een eetwaar van dierlijke ocorsprong residuen van toegelaten antibiotica worden aangetroffen, en
het gehalte ervan overschrijdt de maximale residulimiet, dan wordt de vechouder gesanctioneerd met een
R-statuut. Een positief resultaat wordt in de meeste gevallen bekomen na een reeks analysen. Om dergelijke
residuen op te sporen worden de monsters eerst gescreend: door middel van relatief eenvoudige testen,
bijvoorbeeld een inhibitietest, zoals de Nieuwe Belgische Niertest (NBNT), worden verdachte monsters
opgespoord. Ook enzyme immuno assays en receptortesten worden vaak voor dat doel gebruikt. Meestal
reageert de overgrote meerderheid van de monsters negatief. De verdachte monsters worden dan verder
onderzocht deor middel van technieken die in staat zijn het residu met een hoge mate van zekerheid te
identificeren en de concentratie ervan te bepalen: de bevestigings- en kwantificatiemethoden., Deze Iaatste
zijn zonder nitzondering chromatografische methoden. Een R-stataut wordt dus niet toegekend op basis
van cen inhibitietest, maar wel na een positief resultaat van een chemische analyse. Zeer snelle resultaten
zijn voorlopig niet mogelijk. Anderzijds garanderen de gebruikte methoden dat de resultaten zeer betrou-
baar zijn. Bij noodslachtingen daarentegen zijn dure analysen economisch miet verantwoord. Daarom
worden in nood geslachte dieren afgekeurd, als het resultaat van de NBNT positief is, alhoewel dit geen
bewijs is dat de MRL regelgeving overtreden werd. De afkeuring is een maatregel die de dierenarts-keurder
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neemt om de volksgezondheid te beschermen en is niet bedoeld als wettelijke sanctie,

Sinds enige tijd zijn strenge sancties voorzien voor
veehouders die de wachttermijnen van de geneesmid-
delen niet respecteren. Artikel 4, paragraaf 2 van het
Koninklijk Besluit van 8/9/97, betreffende maatrege-
len inzake de verhandeling van landbouwhuisdieren,
ten aanzien van bepaalde stoffen of residu’s daarvan
met farmacologische werking luidt als volgt: “Wanneer
de aanwezigheid van residu’s van een toegestane stof
of stoffen in grotere hoeveelheden dan de maximum-
waarden aangetoond wordt door de bevoegde diensten
door een analyse van monsters die bij een controle op
de bedrijven of in het slachthuis of bij een controle van
vlees genomen werden, gaat de Dienst over {ot een
enquéte in het beslag van herkomst om de oorzaak van

- de aanwezigheid van residu’s van de toegestane stof of

stoffen te bepalen en tot de merking van alle Iand-
bouwdieren van dezelfde soort van het beslag of van
de identificatiedocumenten van deze dieren”. Met “de
Dienst” wordt bedoeld de Veterinaire Diensten van
het Ministerie van Middenstand en Landbouw. Met
“beslag” wordt bedoeld “het geheel van dieren die op
een plaatsworden gehouden en een afzonderlijk geheel
vormen op epidemiologisch gebied zoals vastgesteld
door de inspecteur-dierenarts”. “Grotere hoeveelhe-

den dan de maximumwaarden” zijn concentraties ho-
ger dan de maximale residulimieten (MRL) die gelden -
voor het betreffende weefsel en voor de betreffende
diersoort (Anoniem, 1997a). In het ministeriee] besluit
van 10 september 1997, houdende uitvoering van het

- hogervermeld Koninklijk Besluit, wordt bepaald op

welke manpier en hoe lang slachtdieren afkomstig uit
bedrijven in overtreding zullen worden gemerkt (Ano-
niem, 1997b). De regelgeving is van toepassing op alle
toegelaten farmacologisch werkzame substanties.

Vrij vertaald luiden deze wetteksten: wanneer in
een eetbaar weefsel van een slachtdier (of bij dierlijke
producten, zoals melk, eieren en honing) residuen van
een toegelaten antibioticum worden gevonden in een
concentratie hoger dan de MRL, dan zal het bedrijf
van waar dit dier afkomstig is daar emstige financiéle
gevolgen van ondervinden. Gedurende 8 weken krijgt
dit bedrijf een zogenaamd “R-statuut”. Tijdens die
periode zijn de identificatiebewijzen van alle dieren
die ter slachting worden aangeboden op één of andere
manier gemerkt met een “R” en moeten de karkassen
onderzocht worden op aanwezigheid van de betreffen-
de stof of groep stoffen (1 analyse per 10 aangeboden
dieren of fractie daarvan). Deze periode wordt ver-
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lengd met 26 weken indien een nieuwe inbreuk wordt
vastgesteld. Wanneer bij een slachtdier echter residuen
aangetroffen worden van een niet toegestane stof, bij-
voorbeeld chloramphenicol, dan krijgt het bedrijf een
“H-statuut” en zijn de sancties nog zwaarder: het H-
statuut duurt 52 weken, die met 104 weken worden
verlengd, indien nogmaals een inbreuk wordt vastge-
steld. Tijdens die periode mag geen enkel dier worden
verhandeld, tenzij om naar een in het binnenland ge-
legen slachthuis te worden gebracht (Anoniem, 1997a,
1997b, 1997c). Ook hier moet een vast percentage van
de aangeboden dieren worden onderzocht op kosten
van de eigenaar.

De behandelende dierenarts en het Iaboratorium

-spelen elk een rol in het residubeleid. De rechtstreekse

oorzaak van elk “R-statuut” is een positief resultaat
van ecn laboratoriumanalyse. De resultaten van deze
technieken zijn op hun beurt een onmiddellijk gevolg
van een diergeneeskundige behandeling. Het is nuttig
dat ook praktijkdicrenartsen op de hoogte zijn van de
laboratoriumtechnieken, zodat ze de resultaten kun-

- nen interpreteren en aan hun klanten de nodige uitleg

kunnen verschaffen. ,

Daarom geven wij in dit overzicht toelichting om-
trent de methoden gebruikt bij het opsporen van an-
tibioticaresiduen en vooral over de wijze waarop de
resultaten gebruikt worden in het kader van de MRL

" verordeningen. Op die manier wordt duidelijk gemaakt

op welke basis een veehouder gesanctioneerd wordt
met een R-statuut.

SCREENINGTECHNIEKEN VERSUS CONFIR-
MATIE OF BEVESTIGINGS- EN KWANTIFICA-
TIEMETHODEN: DEFINITIES EN KARAK-
TERISTIEKEN

Residuen van antibiotica worden opgespoord in ex-
kende laboratoria (Anoniem, 1998) en met diverse
technieken. Een eerste groep technicken omvat de
(micro)biologische methoden (Korsrud ef al, 1998).
Een tweede soort testen maakt gebruik van een stof
die één analyt of een groep analyten specifiek bindt.
Hiertoe behoren de immunologische testen (Martlbau-
er et al, 1994) en de receptortesten (Korsrud ef al,
1992). De derde groep tenslotte zijn de chromatogra-
fische methoden (Oka et al., 1995). Elk van deze tech-
nicken heeft zijn eigen rol binnen een strategie dic
gebruikt wordt om antibiotica op te sporen.

Om te onderzoeken of een ectwaar al dan niet vol-
doet aan de MRL regelgeving wordt cen monster ervan
in de meeste gevallen eerst gescreend. Door middel
van relatief eenvoudige testen worden verdachte mon-
sters onderscheiden van monsters die de opgespoorde

‘residuen niet bevatten of waarvan het residugehalie

de betreffende MRIs niet overschrijdt. Meestal rea-
geert de overgrote meerderheid van de monsters ne-
gatief. De verdachte monsters worden dan verder on-
derzocht door middel van een techniek die in staat is
het actief product en zijn eventuele metabolicten met
cen hoge mate van zekerheid te identificeren en de
concentratie ervan te bepalen: de bevestigings- en

kwantificatiemethoden. Zoals we verder zullen aanto-

nen, zijn alleen chromatografische methoden gekop-
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peld aan geavanceerde detectietechnieken in staat om
een betrouwbaar kwantitatief en kwalitatief resultaat
te geven.

Accreditatie en validatie

Laboratoria worden door de bevoegde autoriteiten
slechts erkend voor de officiéle controle op residuen
wanneer ze geaccrediteerd zijn (Anoniem, 1996). Een
geaccrediteerd laboratorium is een laboratorium dat
bewezen heeft dat alle activiteiten, waarvoor de accre-
ditatie geldt, uitgevoerd worden volgens strenge kwa-
liteitsnormen. Dit wordt gecontroleerd door en staat
onder toezicht van een accreditatie-instelling. Elke
analysemethode waarvoor het laboratorium geaccre-
diteerd is, moet gevalideerd zijn; dit bewijst dat de
methode geschikt is. Dat het laboratorium in staat is
de methode toe te passen is een eerste garantie voor
de betrouwbaarheid van de resultaten. Voor de testen
die gebruikt worden in de residuanalyse betekent dit
onder andere dat detectielimieten werden bepaald van
de analyten die opgespoord worden. Ock moet statis-
tisch aangetoond worden dat de variatie in de resulta-
ten gering is, met andere woorden dat een monster dat
vandaag positief reageert, morgen niet negatief zal zijn
en omgekeerd,

Een validatie gebeurt één maal, doch daarnaast
wordt in geaccrediteerde laboratoria de performantie
van de gebruikte testen continu beoordeeld, door mid-
del van zogenaamde eerstelijns-, tweedelijns- en/of
derdelijnscontroles. Dit houdt in dat negatieve en po-
sitieve monsters mee geanalyseerd worden en dat de
bekomen resultaten van deze controles geévalueerd
worden. Bij een eerstelijnscontrole weet degene die de
analyse uitvoert wat de controlemonsters bevatten en
kan dus zelf nagaan of de resultaten binnen de ver-
wachte grenzen liggen. Elke reeks analysen is in prin-
cipe vergezeld van een eerstelijnscontrole, in de vorm
van minstens één negatief controlemonster en minstens
één monster belast met een gekende concentratie van
het analyt. Belaste of gespikete monsters (spiked sam-
ples) zijn onafhankelijke blanco monsters waaraan een
bepaalde hoeveelheid van het analyt is toegevoegd. Bij
een tweedelijns- en derdelijnscontrole weet de uitvoer-
der zelf niet welke resultaten moeten worden bekomen.
Een tweedelijnscontrole wordt in het laboratorium zelf
georganiseerd, terwijl de zogenaamde ringtesten (der-
delijnscontroles) georganiseerd worden buiten het la-
boratorium en toelaten om de resultaten van verschil-
lende laboratoria onderling te vergelijken.

De validatiekarakteristieken, met andere woorden
de voorwaarden waaraan een methode moet voldoen,
zijn verschillend naargelang deze methode beschouwd
wordt als screeningtest dan wel als kwantitatieve be-
vestigingstechniek. Het percentage vals-negatieve re-
sultaten moet altijd zo laag mogelijk zijn. Enkele vals-
positieve resultaten kunnen getolereerd worden bij een
methode die gebruikt wordt als screening, omdat alle
positieve monsters toch verder onderzocht worden
(Okerman et al., 1997). Een bevestigingsmethode daar-
entegen moet een betrouwbaar positief resultaat op-
leveren. In de eerste plaats moet er een zo groot mo-
gelijke zekerheid zijn betreffende de identiteit van het
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residu en wapneer de MRL overschreden is moet er
zekerheid bestaan omtrent de concentratie van het
analyt. Bij de bespreking van de verschillende soorten
analysen zal hier verder worden op ingegaan.

(MICRO)BIOLOGISCHE INHIBITIETESTEN : OP-
SPOREN VAN KIEMGROEIREMMENDE STOF-
FEN

Algemene karakteristieken

Antibiotica behoren tot een aantal chemisch niet-
verwante groepen van stoffen die één gemeenschap-
pelijke eigenschap bezitten: ze remmen de groei van
bacterién. De microbiologische testen zijn gebaseerd
op deze eigenschap. Hieruit volgt dat ze niet specifiek
zijn voor één bepaalde stof of groep van stoffen, al-
hoewel er natuurlijk verschillen bestaan in gevoelig-
heid (Korsrud ef al., 1998).

Er bestaan meerdere soorten inhibitietesten. Melk
wordt geanalyseerd met behulp van een snelgroeiende
bacterie; de voedingsbodem bevat een indicator die
aangeeft of de kiem groeit (negatief resultaat) of ge-
remd wordt (positief resultaat). Bij slachtdieren daar-
entegen worden vooral agardiffusietesten gebruikt: het
te onderzoeken materiaal wordt op een vaste voedings-
bodem gelegd, die vooraf beént werd met een gevoelige
bacterie. Na incubatie overnacht inspecteert men de
platen op aanwezigheid van een zone zonder groei rond
dit materiaal.

Deze inhibitietesten werden in eerste instantie ont-
wikkeld om melk te onderzoeken op aanwezigheid van
residuen die de kaas- en yoghurtbereiding storen. In
dat opzicht zijn ze zeer betrouwbaar, omdat de kiem-
groeiremmende cigeanschap juist de ongewenste factor
is. De aanwezigheid van residuen is niet alieen onge-
wenst om technologische redenen, maar ook vanuit het
standpunt van de volksgezondheid, en niet alleen in
melk maar ook in vlees. Oorspronkelijk werd aange-
nomen dat antibioticaresiduen bij slachtdieren het
langst aantoonbaar bleven in het nierweefsel en daar-
om werden kiemgroeiremmende stoffen daarin opge-
spoord, Zodra de niertest negatief was, werd het dier
beschouwd als vrij van residuen (Nouws ef al., 1988).
Nu er voor nagenoeg alle farmacologisch actieve sub-
stanties MRL waarden (Europa) of safe levels (VS)
gelden, is het verband tussen het resultaat van een
niertest en de residustatus van het dier niet meer zo
evident.

Inhibitietesten blijven waardevolie hulpmiddelen bij
hetonderzoek naar antibioticaresiduen. Zowel bijmelk
als bij vlees kan men met dit soort testen echter geen
scherp onderscheid maken tussen monsters met resi-
dugehalten boven of onder de MRL. Microbiologische
testen kunnen dus alleen gebruikt worden als scree-
een vals-
negatieve resultaten voorkomen, dit wil zeégpen dat alle
monsters met een residugehalte gelijk aan of groter

dan de MRL pgedetecteerd worden. Geen enkele van

de inhibitietesten die in verschillende landen gebruikt

worden voor slachtdieren is ideaal in dit opzicht: de
meeste detecteren slechts een beperkt aantal antibio-
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tica tot op MRL niveau (Korsrud et al,, 1998). Indien

antibiotica opgespoord worden waarvoor geen enkele
inhibitietest voldoende gevoelig is, moet gebruik ge-
maakt worden van andere screeningtesten.

Niertesten

In Belgi& wordt zowel bij noodslachtingen als bij de
vitvoering van het residuplan de Nieuwe Belgische
Niertest (NBNT) gebruikt. Volgens de Belgische wet-
geving wordt een slachtdier afgekeurd bij een positief
resultaat van de NBNT. Daarom wordt in detail inge-
gaan op de uitvoering en aflezing van deze test. De
NBNT moet uitgevoerd worden op een verse nier die
kort na het slachten uit de karkas genomen wordt en
dezelfde dag nog onderzocht wordt. De pH van de
voedingsbodem is neutraal (pH?7,2), trimethoprim is
toegevoegd om de detectie van sulfonramiden mogelijk
te maken en Bacillus subtilis wordt als testkiem ge-
bruikt. Op de vooraf beénte voedingsbodem worden
twee papierschijfjes doordrenkt met niervocht en één

-stukje niercortex onderzocht. De plaat wordt daarna

overnacht geincubeerd en gecontroleerd op remming
van de groei rond het testmateriaal. Indien remming
wordt vastgesteld, worden de diameter van de remzo-
nes rond de schijfjes (schijfjes inbegrepen) en de dia-
meter van de remrand rond het stukje cortex (weefsel
niet inbegrepen) gemeten. Het resultaat is positief als
rond de papierschijfjes een remzone voorkomt waarvan
de gemiddelde diameter minstens gelijk is aan 20mm
of alsrond de cortex een remrand opireedt die minstens
gelijk is aan 2mm. Na het inzetten van de niertest wordt
de nier ingevroren (Anoniem, 1995; Dierick ef al,
1994).

Een positieve niertest is alleen een bewijs voor de
aanwezigheid van een stof met kiemgroeiremmende
eigenschappen. Hij geeft geen indicatic omtrent de
aanwezigheid van een specifiek antibioticum, noch om-
trent de concentratie ervan. Met deze test zijn de de-
tectielimieten van sommige antibiotica relatief hoog
en van andere laag. Dieren behandeld met de eerste
groep kunnen negatief reageren wanneer de residu-
concentratie in de weefsels nog hoger is dan de MRL,
terwijl dieren behandeld met de tweede groep soms
nog positief reageren wanneer de concentratie in de
weefsels reeds lager is dan de MRL. Een slachtdier dat
parenteraal behandeld werd met aminoglycosiden (bij-
voorbeeld met streptomycine) kan nog lang nadat de
weefsels vrij zijn een positieve niertest vertonen, omdat
deze antibjotica zich opstapelen in het nierweefsel
(Nouws en Verdijk, 1991). Ook dieren die behandeld
werden met sommige tetracyclinen kunnen nog positief
reageren wanneer ze eigenlijk al voldoen aan de MRL
regelgeving. Recent werd dit aangetoond bij een expe-
riment met varkens behandeld met doxycycline. Op
het einde van de voorgegeschreven wachttermijn waren
de resultaten van 2 op 4 onderzochte dieren positief,
telkens bij slechts één van de 2 nieren. De concentratie
van doxycycline in de nier en in het spierweefsel was
op dat ogenblik reeds beduidend lager dan de MRL
(Croubels ef al, 1999). Deze zeer beperkte studie
illustreert dat sancties niet rechistreeks kunnen ge-
koppeld worden aan resultaten van inhibitietesten.
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Het R-statuut wordt dus niet toegekend op basis
van de resultaten van de NBNT. Bij een noodslachting
daarentegen worden dieren wel afgekeurd wanneer de
NBNT positief is. De afkeuring is een maatregel die
door de keurende dierenarts wordt genomen om de
volksgezondheid te beschermen en niet om de veehou-
der te sanctioneren. Dure bijkomende analysen zijn bij
in nood geslachte dieren immers niet verantwoord we-
gens hun geringe handelswaarde en de NBNT geeft
toch enigszins een indicatie omtrent de residustatus.

Inhibitietesten voor spierweefsel

Praktisch gezien is het uitvoeren van de Nieuwe
Belgische Niertest op gekweekte diersoorten andere
dan grootvee, zoals gevogelte, konijnen en vissen, on-
mogelijk. Voor deze diersoorten schrijft de Belgische
wetgeving (nog) geen test voor op aanwezigheid van
kiemgroeiremmende stoffen. Nochtans moet ook vlees
van deze diersoorten voldoen aan de MRL wetgeving.
Kiemgroeiremmende stoffen worden bij deze diersoor-
ten meestal in het spierweefsel opgespoord. Uiteraard
kan ook spierweefsel van grote slachtdieren op die
manier worden onderzocht: vele Europese landen ge-
bruiken de vier-platentest (zie verder) op spierweefsel
bij de toepassing van hun residuplan. Vlees dat zich
reeds in de handel bevindt, en waarbij de nier uiteraard
niet meer aanwezig is, kan alleen gescreend worden
met optimaal gevoelige methoden. De MREs van veel
antibiotica zijn jmmers lager in spierweefsel dan in
nieren.

Om zo laag mogelijke detectielimieten van de op-
gespoorde antibjotica te bekomen, wordt dikwiils een
combinatie van platen gebruikt met verschillende voe-
dingsbodems en geinoculeerd met verschillende bac-
teriesoorten. De voedingsbodem wordt hierbij zeer dun
gegoten. Bif gebruik van een dunne laag voedingsho-
dem diffundeert het antibioticum verder en worden er
grotere remzones bekomen.

Een voorbeeld van een dergelijk systeem is de Vier-
Platentest (Four Plate Test, FPT), (Heitzman, 1994).
Oorspronkelijk was de FPT bedoeld om vijf groepen
antibiotica op te sporen. Stukjes bevroren spierweefsel
worden rechistreeks op de voedingsbodems gelegd.
Drie platen bevatten media ingeént met B. subtilis,
doch de zuurtegraden zijn verschillend. De vierde plaat
is beént met Micrococcus luteus. Recent hebben wij
aangetoond dat het met dit systeem onmogelijk is om

sutfonamiden, sommige macroliden, lincosamiden en
aminoglycosiden op te sporen tot op MRL niveau. De
detectielimieten van deze antibiotica zijn te hoog, of
het is onmogelijk om ze op te sporen in bevroren
spierweefsel omwille van het matrizeffect: de invioed
die het stukje spierweefsel uitoefent op de groei van
de testkiem, waardoor hij minder gevoelig is voor het
antibioticum. Tetracyclinen kunnen met de FPT aan-
getoond worden, beta-lactam antibiotica vermoedelijk

.00k (Okerman ef al, 1998a; Okerman et al., 1998b).

Om cen aantal quinolonen tot op MRL niveau_op te

sporen dient een plaat geinoculeerd met een gevoelige

Escherichia coli stam aan het systeem toegevoegd te
worden (Ellerbroek ef al., 1997).
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Ook vissen worden gescreend op aanwezigheid van
antibioticaresiduen, doch het gebruik van B. subtilis als
testkiem wordt afgeraden omdat spierweefsel van som-
mige vissoorten aanleiding geeft tot vals-positieve re-
acties (Valset ef al., 1989, Ellerbroek ef al., 1997). Te-
tracyclinen worden bij vissen gedetecteerd in bevroren
spierweefsel met behulp van Bacillus cereus, quinolo-
nen met E. coli, en beta-lactam antibiotica kunnen
aangetoond worden met M. luteus.

Validatie en eerstelijns-, tweedelijns- en derde-
lifnscontrole van inhibitietesten

Bij de NBNT worden schijfjes doordrenkt met nier-
vocht en een stukje niercortex onderzocht, hogerbe-
schreven methoden voor vis en spierweefsel onderzoe-
ken intact bevroren spierweefsel. In al deze gevallen
is het niet mogelijk om belaste monsters te onderzoe-
ken, althans niet op de wijze die voorgeschreven wordt
voor immunologische en chromatografische metho-
den. Detectielimieten worden meestal alleen bepaald
met waterige oplossingen van antibiotica. Deze detec-
tielimieten worden het best uitgedrukt in absclute
waarde (nanogram: ng). Ze kunnen omgerckend wor-
den per gram weefsel, doch er kunnen grote verschillen
bestaan tussen de theoretische en de werkelijke detec-
ticlimieten. Deze verschillen kunnen te wijten zijn aan
een matrixeffect (zie hoger). Het is ook lang niet zeker
of bij natuurlijk besmette monsters, dit wil zeggen
afkomstig van behandelde dieren, elk analyt volledig
vrijkomt en in de bodem diffundeert.

Eerstelijnscontroles worden met elke reeks te ana-
lyseren monsters uitgevoerd: de remzone veroorzaakt
door een welbepaalde concentratie van een welbepaald
antibioticum moet min of meer constant zijn. Voor een
tweedelijnscontrole worden andere concentraties en/of
andere antibiotica onderzocht. Een ringtest, waaraan
meerdere laboratoria deelnemen, kan bestaan uit on-
derzoek van weefsels van één of meer behandelde
dieren, waarbij de concentratie van de analyten door
middel van chromatografische methoden vooraf werd
bepaald.

GROEPSPECIFIEKE METHODEN: IMMUNOLO-
GISCIHE TESTEN EN RECEPTORTESTEN

De immunologische testen (enzyme immuno assays,

EIA en radio immuno assays, RIA) en de receptortes-

/ten worden samen besproken omdat de reacties gelijk-
. aardig verlopen, In beide gevallen wordt een binding

. aangetoond tussen het analvt (in dit seval, één antibi-

oticum of meerdere antibiotica behorende tot dezelfde

groep) en een stof die specifiek is voor dit analyt: een

antistof of een receptor.

Het meest voorkomende principe van de immuno-

logische residutesten is als volgt: een drager wordt

gecoat met de antistof; deze drager wordt in contact
gebracht met een extract van het onderzoeksobject en
tegelijk met een gemerkt antigeen (de fracer). Wanneer
het extract residuvrij is, zal een maximale hoeveelheid
tracer binden op de gecoate drager. Bij aanwezigheid
van het analyt echter wordt een deel van de beschikbare
plaatsen ingenomen door niet-semerkte moleculen,
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De tracer is gemerkt met een radioactieve isotoop

(RIA), of met een enzyme (EIA). Bij ETA wordt de
reactie achteraf zichtbaar semaakt door een substraat
toe te voegen en de kleurreactie wordt gemeten. In
heide gevallen gaat het om competitieve testen

(Martlbauer ef al., 1994).

Receptortesten zijn ‘eveneens competitieve testen,
doch in plaats van een antigen-antistof reactie wordt
hier_gebruik gemaakt van de reactie antibacterieel
werkzame stof - bacteriéle receptor. Receptoren zijin
stoffen die geisoleerd worden uit gevoelige bacterién
en die de antibiotica binden. Meestal zijn ze specifiek
voor één familie antibiotica vermits alle leden hetzelfde
werkingsmechanisme bezitten. De meest bekende re-
ceptortesten, waarbij de tracer gemerkt is met “C of
*H, zijn geschikt om beta-lactam antibiotica, sulfona-

miden, aminogiycosiden, macroliden en chloramphe-
nicol op te sporen (Korsrud ef al., 1992).

Immunologische testen en receptortesten worden
gebruikt als screening voor antibiotica waarvoor de
inhibitietesten niet of onvoldoende gevoelig zijn, bij-
voorbeeld chloramphenicol, of op monsters die positief
reageerden bij de microbiologische screening, om na
te gaan welke antibioticumfamilie aanwezig is. Testen
die niet al te specifick zijn, die dus meerdere of alle
antibiotica behorende tot één familie opsporen, zijn
het meest interessant in dit opzicht.

Zelden kan men zich baseren op de resultaten van
een EIA of een receptortest om te besluiten of een
voedingsmiddel residuen van de opgespoorde stoffen
bevat in concentraties hoger dan de MRL (Martlbauer
et al., 1994). Technische gegevens, vermeld in de bijslui-
ter van de LacTek BL kit, een commerciéle kit gebruikt
om beta-lactam antibiotica op te sporen, Hlustreren dit
voldoende. De test werd uitgevoerd zoals voorgeschre-
ven op melkmonsters belast met verschillende concen-
traties penicilline. Het resultaat van de analyse was
positief voor respectievelijk 13%, 80%, 90% en 97%
van melkmonsters die 2, 3, 4 of 5ppb penicilline bevat-
ten. De MRL bedraagt 5ppb; een aantal monsters die
minder penicilline bevatten reageren positief, terwijl
er toch nog 3% monsters met 5ppb penicilline G door
de mazenvan het net glippen. Geen enkele kwalitatieve
EIA of receptortest is in staat om een zeer scherp
onderscheid te maken tussen monsters met gehalten
boven en onder de MRL: rond de detectielimiet is er
een zone waarbij het resultaat zowel positief als nega-
tief kan zijn.

Veel immunologische testen, zoals de bovenvermel-
de LacTek test, geven alleen een kwalitatief resultaat
(aanwezig - afwezig). Andere EIA's die gebruik maken
van microtiterplaten kunnen kwantitatief afgelezen

worden, Bij elke recks analysen wordt een standaard-

recks mee geanalyseerd; een ijklijn wordt opgesteld en
de concentraties worden berekend. De fout op zulke

kwantitatieve bepalingen is bij routine-analysen nogal
groot: binnen dezelfde reeks analysen kan de relatieve
standaarddeviatie, bepaald door herhaalde analyse van
hetzelfde melkmonster, meer dan 10% bedragen. Bo-
vendien heeft een kwantitatieve bepaling bij testen die
meerdere antibiotica van dezelfde familie aantonen
geen zin, omdat de kruisreagerende stoffen meestal
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minder efficiént worden aangetoond (Martlbauer et
al., 1994).

Algemeen kan dus gesteld worden dat EIA, RIA en
receptortesten zeer geschikt zifn voor screening, zelden
voor bevestiging en kwantificatie.

Validatie van EIA

Er zijn (voorlopig) geen strikte voorschriften over
de wijze waarop immunologische testen gevalideerd
moeten worden, in tegenstelling tot de chromatogra-
fische methoden (zie verder). Wij valideren immuno-
logische testen als volgt. De eindstap van de door ons
gebruikte EIA is een kleurreactie. Deze geeft aanlei-
ding tot een optische densiteit (OD) die gemeten wordt
door midde! van een microtiterplaatreader. OD waar-
den bekomen door testen van negatieve monsters moe-
ten voldoende verschillend zijn van deze bekomen door
testen van monsters waaraan een welbepaalde concen-
tratie van het analyt is toegevoegd. In geval van toe-
gelaten producten komt deze concentratie overeen met
de MRIL. Door statistische verwerking van een aantal
dergelijke resultaten kan een cui-gff waarde bepaald
worden waarbij het aantal vals-negatieve resultaten zo
laag mogelijk is, indien mogelijk lager dan 0,5%. Dit
werd uitgewerkt in een vroeger artikel (Okerman et
al., 1997). Elke reeks routine-analysen gaat vergezeld
van een negatief monster en van een monster gespiket
met een hoeveelheid analyt die overeenkomt met de
MRL. Aan de hand van de gegevens bekomen bij de
validatie worden dan voorwaarden gesteld waaraan de
resultaten van het positief en het negatief monster
moeten voldoen,

CHROMATOGRAFISCHE METHODEN

De moderne methoden voor het opsporen van re-
siduen werden onlangs uitgebreid besproken in dit
tijdschrift. Details betreffende dunnelaagchromatogra-
fie (High Performance Thin Layer Chromatography,
HPTLC), gaschromatografie (GC), vloeistofchroma-
tografie (Liguid Chromatography, LC) en dezelfde me-
thoden gekoppeld aan massa-spectrometrie (MS ) zijn
te vinden in dit overzicht (De Brabander ef af., 1998).

In vergelijking met de hogerbesproken microbiolo-
gische en immunologische testen en receptortesten
vereisen de chromatografische methoden in de meeste
gevallen een ingewikkelde extractie en een opzuivering
van het monster. De extractiestap bestaat uit het ver-
Kleinen van het monster, dat dan grondig gemengd
wordt met een vloeistof, waarin het analyt of de ana-
Iyten volledig oplost of oplossen. Dit oorspronkelijk
extract wordt dan verder opgezuiverd (clean-up) via
allerlei technieken om zo veel mogelijk onzuiverheden,
die de detectie storen, te verwijderen.

Dunnelaagchromatografie is de oudste methode en
vindt nu vooral nog toepassing als screeningtest. Een
kwalitatieve identificatie van een analyt is mogelijk,
maar een precieze kwantitatieve aflezing niet. Wanneer
een monster moetworden onderzocht op aanwezigheid
van sulfonamiden in het algemeen, dan is HPTLC een
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zeer geschikte screeningmethode (Heitzman, 1994).
Ook quinolones kunnen door middel van HPTLC als
groep opgespoord worden (Juhel-Gaugain, 1997).

Gaschromatografische en vloeistofchromatografi-
sche technieken geven veel preciezere resultaten. Een
analyserapport van een positief monster vermeldt zo-
wel de chemische identiteit en de concentratie van een
residu. Dit resultaat wordt bijna altijd bekomen door
middel van een van deze twee technicken.

In de eerste plaats moet de chromatografische tech-
niek zekerheid verschaffen omtrent de identiteit van
het gevonden product. In vergelijking met vroegere
methoden, waarbij de detectie gebaseerd was op een
of andere fysische of chemische eigenschap van het
analyt, geven de methoden die gekoppeld zijn aan een
massaspectrometer rechtstreekse informatie omtrent
zeer specifieke, chemische eigenschappen. De aanwe-
zigheid van het analyt in een chromatogram wordt
weergegeven door een piek met een bepaalde reten-
tietijd. Bij de koppeling van zo’'n chromatografische
techniek met een massaspectrometrische detectie
wordt deze retentietijd gekoppeld aan een massaspec-
trum specifiek voor het analyt. Gaat men hierbij nog
een stapje verder en worden de typische ionen, eigen
aan het analyt, gefragmenteerd om aldus een dochter-
of fragmentatiespectrum te bekomen, dan is dit een
¢énduidige identificatie of cen vingerafdruk van de
molecule die bijna elke kans op een verkeerde inter-
pretatie uitsluit. Het aantal ionen en de verhouding
van de intensiteiten van de verschillende ionen maken
deel uit van de criteria voorgelegd in de Europese
Richtlijn 93/256 die op dit moment herzien wordt. Deze
criteria moeten een verantwoorde identificatic en
kwantificatie verzekeren. De kans op een foutieve in-
terpretatie wordt met GC-MS en LC-MS dus praktisch
onbestaande.

Resultaten bekomen door middel van chromatogra-
fische technieken kunnen ook kwantitatief afgelezen
worden. Het opperviak onder de piek is een maat voor
de concentratic of de hoeveelheid. Meestal is de res-
pons van het meetsignaal (het piekoppervlak) recht
evenredig met de concentratie of de hoeveelheid ana-
lyt. Dit wil zeggen dat een ijklijn kan opgesteld worden
met verschillende concentraties of hoeveelheden ana-
Iyt, al dan niet in matrix: piekoppervlak in de y-as en
concentratie of hoeveelheid in de x-as,y = ax + b, a
is de helling, b de intercept (Fig 1). Voor een onbekend
monster zal het oppervlak onder de piek worden inge-
voerd in de vergelijking van die ijklijn om daaruit de
bijhorende concentratic of hoeveelheid te bepalen. Op
die manier kan de aanwezigheid van een analyt worden
gekwantificeerd.

Chromatografische methoden, zoals GC-MS en LC-
MS, vereisen dure apparatuur en daarenboven is de
monstervoorbereiding arbeidsintensief in vergelijking
met screeningmethoden als (micro)biologische inhibi-
tietesten of immunologische methoden, Bij de voorbe-
reidende stappen zijn vaak ook dure reagentia nodig.
Onderzoek van een slachtdier op aanwezigheid van
residuen van een groot aantal geneesmiddelen door
nmtiddel van chromatografische methoden zou meer
kosten dan het dier waard is. Daarom vormen deze
methoden de eindstap in een strategie (zie verder).
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Validatie van chromatografische methoden

De validatieprincipes, die in de inleiding werden
besproken, zijn in de eerste plaats geldig voor de chro-
matografische methoden. Belangrijke parameters zijn
de recovery (de hoeveelheid analyt die teruggevonden
wordt nadat het monster alle extractie- en opzuive-
ringsstappen heeft doorlopen), de detectie- en kwan-
tificatielimieten die verschillend kunnen zijn naarge-
lang de matrix waarin het residu wordt opgespoord en
de fout op een kwantitatieve bepaling. De detectieli-
miet of aantoonbaarheidsgrens (limit of detection,
LOD) is het laagst gemeten gehalte waaruit de aanwe-
zigheid van een analyt met een redelijke, statistische
zekerheid kan worden afgeleid. De kwantificatielimiet
of bepaalbaarheidsgrens (limit of quantification, LOQ)
is het laagst gemeten gehalle van een analyt in het
analysemonster dat met redelijke, statistische zeker-
heid kwantitatief kan worden bepaald (Su, 1998). Hier-
bij dient opgemerkt te worden dat de relatieve fout
zeer groot kan zijn bij zeer lage detectielimieten (Hor-
witz, 1998) :

Net zoals bij de screeningtesten gaan de analysen
steeds vergezeld van cerstelijnscontroles. Dit garan-
deert een continue controle op alle stappen van de
procedure, exiractie, opzuivering en detectic.

ANALYTISCHE “STRATEGIEEN” OM ANTIBIO-
TICARESIDUEN OP TE SPOREN

Grote aantallen dieren kunnen slechts gecontro-
leerd worden als er betrouwbare screeningtesten be-
schikbaar zijn, zodat de negatief reagerende monsters
(meestal de grote meerderheid) niet meer verder moe-
ten worden onderzocht. Een microbiologische screen-
ing (opsporen van kiemgroeiremmende stoffen) is in
de meeste gevallen een multi-residu test, doch wordt
nog te vaak beschouwd als een zeer algemene test die
in staat is om alle antibiotica te detecteren tot op MRL
niveau. Dit is duidelijk niet het geval (zie hoger). Het
heeft dus geen zin om alle KGRS positieve stachtdieren
verder te onderzoeken op alle mogelijke antibiotica.
Een dergelijke strategie is zinloos en geeft aanleiding
tot eindeloos durende procedures. Geen enkel labora-
torium is bovendien uitgerust om residuen van alle bij
landbouwhuisdieren gebruikte antibiotica fe kwantifi-
ceren.

Het is eenvoudiger en meer aangewezen om zich te
beperken tot enkele groepen antibiotica, de gebruikte
chromatografische methoden grondig te valideren en
vooraf na te gaan welke de meest geschikte screening
is voor elk van deze groepen: een microbiologische test
indien mogelijk of een immunologische test of een
receptortest, wanneer die een voldoende aantal stoffen
van de opgespoorde groep detecteert, of een TLC
methode. Soms, maar lang niet altijd, is het nuttig om
tussen de microbiologische screening en de chemische
bevestiging een tweede, Zogenaamde post-screening,
dus een groepspecificke analyse uit te voeren. Tabel 1
geeft een aantal methoden die voor de verschillende
antibioticumfamilies geschikt Zijn.

Immunclogische en chemische analysen worden om
praktische redenen altijd gegroepeerd: EIA-kits moe-
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Tabel 1. Voorbeelden van methoden geschikt voor de detectie van de belangrijkste antibiotica bij slachtdieren

Beta-lactam antibiotica

Tetracyclines

Sulfonamiden

Quinoclonen
Macroliden
Aminoglycosiden

Nitrofuranen®

Chloramphenicol’

Mogelijke confirmatie-te
Microbiologisch HPLC
EIA LC-MS
Receptortest
Microbiologisch HPLC
EIA ‘ LC-MS
RIA
Receptortest HPLC
HPTLC LC-MS
EIA
Microbiologisch LC-MS
HPTLC HPLC
Receptortest LC-MS
EIA
HPTIL.C HPLC
LC-MS
EIA HPIC
"RIA GC
HPTLC GC-MS

5 Slechts enkele screeningstesten vertonen voldoende kruisreactiviteit om alle leden van de familic tot op MRL

niveau te detecteren.

¢ Nitrofuranen zijn verboden; de aanwezigheid van residuen geeft aanleiding tot het H-statuut.
7 Chloramphenicol is verboden; de aanwezigheid van residuen geeft aanleiding tot het H-statuur.

ten immers vlug opgebruikt worden nadat de reagentia
opgelost zijn en voor elke groep analyten moeten de
chromatografische condities (¢luens, kolom,...) en de-
tectieparameters aangepast worden.

Het is duidelijk dat er heel wat tijd kan voorbijgaan
voor een definitief positief resultaat gerapporteerd
wordt wanneer een positiecf KGRS monster verder
moet worden onderzocht. Ter verduidelijking: meestal
reageert meer dan 95% van de monsters negatief voor
de eerste microbiologische screening. Er blijven dan
slechts enkele monsters over die gegroepeerd worden
voor een eventuele immunologische analyse, als die
tussenstap nodig geacht wordt. Om een EIA-test ren-
dabel te maken moeten meerdere monsters onderzocht
worden; hoe minder KGRS positieve monsters gevon-
den worden, hoe langer het duurt tot er voldoende
verzameld zijn. Daarna worden de monsters opnieuw
gespaard, tot er per groep analyten zoveel monsters
zijn dat het de moette loont om een bepaalde chroma-
tografische procedure op te starten.

. Voor de betrokken inspectiediensten is het ander-
zijds onaanvaardbaar dat het bewijs dat iemand die op
een bepaald ogenblik in overtreding is slechts maanden
nadien kan geleverd worden en dat de maatregelen
pas kunnen genomen worden als er misschien al lang
geen probleem meer is. Zo komt de hele controle op
naleving van de wachttijden en op de MRL regelgeving
in het gedrang. Daarom worden tussen meerdere Bel-
gische laboratoria die antibioticaresiduen opsporen
sinds 1999 afspraken gemaakt, zodat de activiteiten
beter gecodrdineerd verlopen. Zeer snelle resultaten

kunnen echter voorlopig niet verwacht worden, doch
de gebruikte methoden garanderen wel dat ze uiterst
betrouwbaar zijn.
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