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SAMENVATTING

De beschrijvende epidemiologie brengt de aantallen en de verdeling van aandoeningen onder natuurlijk
verloop in kaart. Dit cijfermateriaal betreft de ziektefrequentiematen. Eerst wordt de prevalentie gede-
finieerd. De prevalentie van een ziekte is een momentane ziektefrequentiebeschrijving. Het is de proportie
van een populatie die zich op een bepaald moment in de tijd in de ‘ziekstatus’ bevindt. De incidentie
daarentegen, behandeld in een tweede deel, beschrijft de dynamische ziektefrequentie en dus snelheid van
overgang van de ‘niet-ziekstatus’ naar de ‘ziekstatus’. Incidentie is de meest nauwkeurige ziektefre-
quentiemaat. Een inzicht in de dynamiek van infectieziekten is belangrijk wanneer beslissingen met
betrekking tot preventie, controle en/of uitroeiing moeten worden genomen. Daarom wordt in dit tweede
stuk tevens ingegaan op de algemene principes van de transmissiedynamiek van infectieziekten.

Meestal is het aangewezen om de ziekte in functie van structurele subgroepen (geslacht, leeftijd,
provincie, ...) van de populatie te onderzoeken. Deze stratumspecifieke ziektefrequentiematen zijn belang-
rijk om een niet-vertekend beeld van de aandoening te krijgen; ze worden in een derde deel behandeld.
Daarna worden de begrippen screening, survey, monitoring en surveillance gedefinieerd. Definities zijn
nodig omdat deze termen in de praktijk vaak niet consequent gebruikt worden. De resultaten van ziekte
monitoring en/of surveillance kunnen slechts trends aanwijzen. Het zijn geen ziektefrequentiematen voor
aandoeningen in de populatie. Dit zou wel zo zijn indien monitoring en/of surveillance gebaseerd zou(den)
zijn op een toevalsgewijze steekproef. Dan spreekt men van een Monitoring en Surveillance Systeem
(MOSS). De hoeksteen van een MOSS is steekproefonderzoek, een sample survey. De steekproefmetho-
dologie voor dierenziekten wordt als laatste besproken.
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INLEIDING

Beschrijvende epidemiologie bestudeert de fre-
quentie van het voorkomen van aandoeningen in
populaties. Ziektefrequentiematen zijn de bouwste-
nen voor elk epidemiologisch onderzoek. Om een
frequentie te kunnen berekenen, is het belangrijk om
het aantal ziektegevallen te onderkennen. Daarnaast
is het minstens even belangrijk om de populatie
waaruit die ziektegevallen zijn ontstaan, in beeld te
brengen (Stewart, 1970). Met andere woorden, ziek-
tefrequentiematen zijn relatieve waarden onafthan-

kelijk van de grootte van de populatie. Slechts zelden,

bijvoorbeeld om administratieve redenen, zijn abso-
lute cijfers (van ziektegevallen) relevant.

In dit artikel worden de ziektefrequentiematen
besproken die de bouwstenen zijn van de beschrij-
vende veterinaire epidemiologie, namelijk de mo-
mentane en deze die de dynamiek van infecties be-
schrijven. Ook worden de verschillende soorten
studies aangehaald om dergelijke gegevens te verza-
melen in deze epidemiologische studies. De hoek-
steen waarop deze gegevensverzameling steunt, is de
aselecte steekproefname. Hetartikel bevat van al deze
onderwerpen concrete voorbeelden gebaseerd op na-
tionale, beschrijvende, epidemiologische studies.
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MOMENTANE BESCHRIJVING VAN DE ZIEKTE-
FREQUENTIE

Een momentane ziektefrequentiemaat beschrijft
het voorkomen van ziektegevallen op een welbepaald
moment. Elk individu (dier) van een populatie be-
vindt zich dus in één van de twee mogelijke ‘staten’:
ziek of niet ziek.

Prevalentie

De prevalentie is de kans dat een willekeurig uit de
populatie gekozen dier de ziekte heeft en komt dus
overeen met de proportie van zieke dieren in de
populatie. De prevalentie, een parameter van de po-
pulatie, wordt weergegeven door p. De prevalentie in
de populatie kan worden geschat door het nemen van
een steekproef. Het aantal zieke dieren in de steek-
proef wordt dan gedeeld door het totaal aantal dieren
in de steekproef, wat leidt tot de steekproefpreva-
lentie 7.

Aantal zieke dieren in de steekproef

T =
Totaal aantal dieren in de steekproef

Voorbeeld

In 1998 werd de prevalentie van Infectieuze Bo-
viene Rhinotracheitis (IBR) - seropositieve runderen
geschat in de Belgische rundveepopulatie. Het aantal
seropositieve runderen was 4 060 in een steekproef
van 11 284 runderen die nooit gevaccineerd werden,
wat tot een geschatte ‘seroprevalentie’ van 35,9%
leidde (Boelaert et al., 2000).

De bestudeerde populatie kan bestaan uit de dieren
van een bedrijf of de dieren van meerdere bedrijven of
de dieren van een regio, provincie of land. De basis-
definitie ‘dierprevalentie’ terzijde gelaten, kunnen
we prevalentie verder defini€ren in functie van de
bedrijfsprevalentie en de binnenbedrijfsprevalentie.
In analysen aangaande bedrijfsprevalentie wordt een
populatie van bedrijven beschouwd. De bedrijfspre-
valentie is de proportie bedrijven met minstens ‘x’
zieke dieren, x zijnde een afkapwaarde om een bedrijf
als positief te bestempelen. De binnenbedrijfspreva-
lentie is het gewogen (volgens bedrijfsgrootte) ge-
middelde (of mediaan) van de proportie positieve
dieren van de positieve bedrijven.

Ware prevalentie versus schijnbare prevalentie
van een steekproef

Het bepalen van de steekproefprevalentie van een
ziekte is meestal gebaseerd op testresultaten. Test-
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resultaten komen echter nooit perfect overeen met de
werkelijkheid (werkelijke status met betrekking tot
de aandoening), aangezien er een aantal valspositieve
en valsnegatieve uitslagen optreden. Daarom wordt
de steekproefprevalentie die bepaald wordt op basis
van testresultaten, als ‘schijnbare’ steekproefpreva-
lentie gedefinieerd. Wanneer de karakteristieken van
de gebruikte test gekend zijn (diagnostische gevoe-
ligheid en specificiteit van de test), kan men op basis
van de schijnbare steekproefprevalentie de ware steek-
proefprevalentie schatten. De bespreking van de pro-
blematiek van het diagnostisch proces, is het onder-
werp van een volgend artikel in deze reeks (Verloo et
al., 2005).

BESCHRIJVING VAN DE DYNAMIEK VAN IN-
FECTIES

Incidentie als de algemene frequentiemaat van de
infectiedynamiek

Incidentie is de kans dat een gezond willekeurig uit
de populatie gekozen dier in een bepaalde tijds-
periode de bestudeerde ziekte krijgt.

De cumulatieve incidentie (CI) of het incidentie-
risico of kortweg het ‘risico’ van een ziekte is het
aantal nieuwe ziektegevallen dat optreedt gedurende
een bepaalde tijdsperiode. De teller en de noemer
betreffen enkel die dieren die zich bij het begin van de
observatieperiode in de ‘niet-ziekstatus’bevinden, en
die dus risico lopen (“atrisk’ zijn) om ziek te worden.
De cumulatieve incidentie is net zoals de prevalentie
een proportie, vari€rend tussen 0 en 1 (0 en 100%) en
dimensieloos. Het is de proportie niet-zieke dieren
dienaar de ‘ziekstatus’overgaat gedurende een obser-
vatieperiode. Het is dus een maat voor het risico voor
gezonde, ziektegevoelige dieren om een bepaald ge-
zondheidsprobleem te ontwikkelen, gedurende een
bepaalde tijdsspanne.

De cumulatieve incidentie heeft slechts waarde in
functie van een gegeven tijdskader, dat dus steeds
moet vermeld worden. De cumulatieve incidentie
wordt bepaald door de lengte van de observatie-
periode, want hoe langer de observatieperiode, hoe
hoger de cumulatieve incidentie. Ze kan geschat wor-
den op basis van een steekproef, wat leidt tot een
schatter van de cumulatieve incidentie aangegeven
door

__Aantal dieren in de steekproef dat ziek werd tijdens de observatieperiode

Aantal niet-zieke dieren in de steekproef bij de start van de observatieperiode
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Voorbeeld

Bij onderzoek op ruim 40 rundveebedrijven bleek
de cumulatieve incidentie van klinische kreupelheid
in deze steekproef per lactatie ruim 25% te zijn (Bar-
kema et al., 1994). Met andere woorden, elke afkal-
vende koe had gemiddeld een risico van 25% om
kreupel te worden tijdens de daaropvolgende lactatie.

De incidentiedichtheid (ID) is een tweede fre-
quentiemaat om incidentie te beschrijven. De inci-
dentiedichtheid is de kans dat een gezond willekeurig
uit de populatie gekozen dier ziek wordt in de daarop-
volgende tijdseenheid (bijvoorbeeld dag). Om de
incidentiedichtheid te schatten op basis van een steek-
proef moet het aantal ziektegevallen in een bepaalde
tijdsperiode gekend zijn. Ook moet men het aantal
tijdseenheden dat de geobserveerde dieren het risico
liepen om de ziekte op te doen, kennen. Dit wordt
weergegeven door het aantal dier-dagen of dier-jaren
(tijdseenheden ‘at risk’). De bijdrage van een dier tot
het totale aantal dier-dagen komt overeen met het
aantal dagen dat het dier geobserveerd werd zonder
ziekte. Eens het dier ziek is, loopt het met name geen
risico meer om de ziekte op te doen. De schatter van de
incidentiedichtheid gebaseerd op een steekproef is
dan

~ Aantal dieren in de steekproef dat ziek werd tijdens de observatieperiode

ID =

Aantal tijdseenheden ‘at risk’ in de steekproef in de observatieperiode

Als de exacte tijdsperiode per dier niet kan
gemeten worden, neemt men als benadering voor de
noemer, de som van het aantal dieren ‘at risk’ bij het
begin en op het einde van de observatieperiode,
gedeeld door 2 en vermenigvuldigd met het aantal
tijdsperioden (bijvoorbeeld maanden, jaren) dat de
studieperiode loopt.

Voorbeeld

Maes et al. (2001) bestudeerden de incidentie-
dichtheid van sterfte bij vleesvarkens (mortaliteits-
dichtheid) in functie van de tijd na opzet. Daarvoor
werd een vleesvarkenspopulatie in een multi-site pro-
ductiesysteem in de Verenigde Staten gedurende vier
jaar gevolgd. In totaal werden data van 1 345 127
vleesvarkens geanalyseerd. De globale mortaliteits-
dichtheid werd geschat op 3,23 sterftegevallen per
1000 varkens-weken ‘at risk’.

Incidentie is een algemene maat voor de infectie-
dynamiek. Als het de bedoeling is de infectiedyna-
miek beter te begrijpen en te onderzocken welke
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factoren inspelen op welk aspect van de infectie-
dynamiek, moet het voortschrijden van de infectie in
de populatie verder gemodelleerd worden. Hiervoor
gebruikt men vaak het SIR- (Sensitive-Infectious-
Removed) model.

Het SIR-model

Om de dynamiek van infectieziekten te bestuderen
worden vaak wiskundige modellen gebruikt. Het is zo
dat een dierpopulatie kan onderverdeeld worden in
een drietal compartimenten (staten) (Figuur 1). Deze
gevende positie van het dier aan met betrekking tot de
gevoeligheid voor het infectieus agens en de in-
fectiviteit.

De drie compartimenten zijn:

1. Gevoelig (Sensitive). Het dier is nog niet in
contact geweest met het infectieus agens en is ge-
voelig voor de infectie. Het aantal gevoelige dieren is
‘S’

2. Infectieus (Infectious). Het dier is geinfecteerd
met het infectieus agens en scheidt dit ook uit zodat
andere dieren besmet kunnen worden. Het dier kan
seronegatief zijn of in sommige gevallen seropositief.
Het aantal infectieuze dieren is ‘I’

3. Immuun (Removed). Het dier kwam in contact
met het infectieus agens en heeft immuniteit opge-
bouwd of is gestorven. In beide gevallen is het dier
niet meer gevoelig voor infectie en niet meer infec-
tieus. Het aantal immune dieren is ‘R’.

Uiteraard is dit SIR-compartimentmodel een ver-
eenvoudiging van de werkelijkheid. Maar het kan toch
waardevolle informatie leveren. De transmissierate
(overgangssnelheid) van compartiment ‘gevoelig
naar compartiment ‘infectieus’ wordt aangegeven
door de transmissiecoéfficiént 3. Deze transmissie-
coéfficiént wordt beinvloed door een aantal dier-
factoren, kiemfactoren (virulentie) en huisvesting- en
managementfactoren. Hoe minder infectieus het

>

Gevoelig ’ Infectieus Immuun
g (BSD/N 7 al R

\— Vaccinatie J

Figuur 1. SIR-compartimentmodel, met drie staten be-
treffende de gevoeligheid voor infectie en infectiviteit
(S: aantal gevoelige dieren, I: aantal infectieuze dieren,
R: aantal immune dieren, a en b: transmissiecoéffi-
ciénten).
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agens is en/of hoe lager de contactintensiteit tussen
dieren is, hoe lager . De transmissierate van het
compartiment ‘infectieus’ naar het compartiment
‘immuun’ wordt aangegeven door de transmissie-
coéfficiént a. Deze waarde is betrekkelijk constant en
ongeveer gelijk aan 1/infectieuze periode. Bij IBR
bijvoorbeeld is dat ongeveer I per 2 weken.

De mate waarin de dieren tussen de verschillende
compartimenten overgaan, kan nu bestudeerd wor-
den door modellering. Hiervoor is een aantal gege-
vens vereist, zoals waarden voor de compartiments-
grootte en de transmissiecoéfficiénten  en . Het
aantal dieren dat overgaat van gevoelig naar infec-
tieus, is gelijk aan (B*S*I)/N. Het aantal nieuwe
infecties is dus afhankelijk van de transmissiecoéffi-
ciént B, het aantal gevoelige dieren S, en het aantal
infectieuze dieren I. Het is de fractie gevoelige dieren
S/N (N is het totaal aantal dieren in de populatie) die
de motor is van de infectie: het is ‘brandhout 'voor het
‘vuur’. Het aantal dieren dat overgaat van infectieus
naar immuun is gelijk aan a*1.

Een uitbreiding naar complexere compartiment-
modellen gebeurt door de specificatie van andere
compartimenten, bijvoorbeeld een compartiment
voor aanvoer en afvoer of een vaccinatiecompar-
timent.

Infectiekarakteristieken

Met behulp van compartimentmodellen kan de
dynamiek van een infectie beschreven worden. Een
belangrijke parameter van de infectiedynamiek is de
basisreproductie ratio, Ro. Deze ratio is een maat
voor het transmissiepotentieel van een infectie in een
gevoelige populatie. Ze hangt af van de karakte-
ristieken van de infectie en van de populatie waarin
het infectieus agens terechtkomt.

De basisreproductie ratio wordt gedefinieerd als
het gemiddeld aantal secundaire infecties dat voort-
komt uit een typisch (primair) infectieus dier gedu-
rende zijn ganse infectieuze periode in een volledig
gevoelige populatie. De kritische waarde van deze
parameter is gelijk aan 1. Wanneer deze ratio kleiner
is dan 1, sterft de infectie uit. Wanneer deze ratio
groter is dan 1, kan de infectie aanleiding geven tot
een uitbraak, een epidemie. De Ro-waarde kan onder
andere berekend worden uit de transmissiecoéffi-
ciénten van het SIR -model (Ro = /ct). De kans op een
epidemie wordt geschat als 1- [1/Ro] .
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Voorbeeld

De Ro voor IBR werd geschat op 7 (Hage et al.,
1996). De kans op een epidemie na introductie van het
virus in een gevoelige populatieis dus 1-[1/7] = 6/7 =
0,86 of 86%.

Enkelevoorbeelden van schattingen van Ro-waarden
voor een aantal infecties zijn weergegeven in Tabel 1.

Wanneer de populatie niet meer volledig gevoelig
is, bijvoorbeeld na vaccinatie of wanneer dieren een
natuurlijke immuniteit opbouwen na infectie, kan er
nog steeds een reproductie ratio worden geschat.
Dezewordt aangeduid als de R-waarde. De R-waarde
— net zoals de Ro-waarde een getal — schat het ge-
middeld aantal secundaire infecties dat voortkomt uit
een typisch (primair) infectieus dier gedurende zijn
ganse infectieuze periode in een niet meer volledig
gevoelige populatie. Wanneer een infectieus agens
stabiel aanwezig is in een populatie, zal de R-waarde
ongeveer 1 bedragen. De R-waarde van een kiem
wordt bepaald door de infectiviteit van de kiem, maar
ook door omstandigheden in het management en de
huisvesting van de dieren.

Voorbeeld

De R-waarde voor IBR werd geschat op 2,4 en op
3,4 in runderpopulaties respectievelijk gevaccineerd
met een geinactiveerd gE-negatief- en een experi-
menteel gD-subeenheid vaccin (Bosch et al., 1998).
Dit betekent dat, alhoewel de incidentie van IBR-
infecties in het veld door beide vaccins (significant)
verlaagd werd, de reproductie ratio R toch boven 1
bleef. Uitbraken van IBR kunnen dus nog plaats-
vinden in gevaccineerde populaties. Naast vaccinatie
zijn sanitaire maatregelen dus van vitaal belang om
de R-waarde beneden de kritische drempelwaarde
van 1 te krijgen.

BESCHRIJVING VAN DIERENZIEKTEN IN EEN
POPULATIE

Hetis vaak weinig informatief om globale frequen-
tiematen te rapporteren waarbij men de ganse popula-
tie als noemer gebruikt. Meestal is het aangewezen
om het voorkomen en de verspreiding van dieren-
ziekten meer in detail te beschrijven, namelijk in
functie van bepaalde strata. Strata zijn subgroepen
gevormd in functie van bepaalde populatie-eigen-
schappen (geslacht, leeftijd, provincie, ...) en houden
dus rekening met de structuur van de populatie.

Een klassiek beschrijvend epidemiologisch onder-
zoek brengt drie karakteristieken van het voorkomen
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Tabel 1. Schattingen van Ry-waarden voor een aantal agentia.

Infectie Gastheer Land Ry-waarde Referentie
Klassieke varkenspest Varkens Belgié 13 (Dewulf et al., 2001)
Klassieke varkenspest Varkens Belgié 13,7 (Laevens et al., 1999)
African horse sickness Zebra’s Zuid-Afrika 68 (Lord et al., 1997)
Infectieuze boviene Runderen Nederland 7 (Hage et al., 1996)
Rhinotracheitis
Mond- en klauwzeer Runderen Saoedi-Arabié 2-173 (Woolhouse et al., 1996)
Staphylococcus aureus Runderen Nederland (Lam et al., 1996)
Mastitis

met tepeldip 1,4

zonder tepeldip 7,5
Boviene virale diarree Runderen Nederland 3,3-39 (Moerman et al., 1993)
Leishmania Honden Malta 11 (Dye et al., 1992)
Mond- en klauwzeer Buffalo’s Zuid-Afrika 5 (Thomson et al., 1992)
Rundertuberculose Possums Nieuw-Zeeland 1,8 -2,0 (Roberts, 1992)
Hondsdolheid Vossen Belgié 2-5 (Brochier et al., 1991)
Trypanosomiasis Runderen West-Afrika 64 — 388 (Rogers, 1988)
Rundertuberculose Dassen Verenigd Koninkrijk 2,5-10 (Anderson en Trewhella, 1985)

van dierenziekten in kaart: Wie? Wanneer? Waar? Wanneer?

Men tracht namelijk het voorkomen van een ziekte te
beschrijven in functie van de leeftijd, de tijd en de
plaats.

Wie?

Men beschrijft het voorkomen van ziekte per leef-
tijdscategorie van de populatie.

Voorbeeld

Gedurende de winterstalscreening 1995-1996 voor
brucellose waren er seropositieve runderen in de pro-
vincie Namen. Wanneer de seroprevalenties per leef-
tijdsklasse beschreven werden, bleek dat runderen tus-
sen 1 en 2 jaar oud een hogere seroprevalentie hadden
dan runderen van andere leeftijdsklassen (Tabel 2). Een
verklarende hypothese was dat jonge runderen eventu-
eel gevoeliger waren voor infecties met de kruisreage-
rende kiem Yersinia enterocolitica (Saegerman et al.,
1997).

Ook de verspreiding in functie van de tijd is be-
langrijk. Zijn er tijdgebonden verschillen? Het is
belangrijk om het normale, natuurlijke tijdsverloop
van een ziekte te kennen, om te kunnen nagaan
wanneer er een ongewone toename of afname van de
ziekte is. Twee begrippen zijn hier belangrijk. Ende-
miciteit (endemie) duidt op een continue aanwezig-

Tabel 2. Seroprevalentie van brucellose bij runderen,
per leeftijdscategorie, in Namen, 1995-1996.

Aantal Diersero-
Leeftijd (jaren) geteste runderen prevalentie (%)
1-<2 325 3,38
2-<3 274 0,02
3-<4 235 0,00
4-<5 134 0,01
35 263 0,00
Totaal 1231 0,01
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heid van de aandoening. Met andere woorden, de
frequentie van voorkomen is voorspelbaar. Epidemie
duidt op een sterke toename van een ziekte boven een
bepaalde drempelwaarde in een gegeven populatie.
Er is een plotse, duidelijke en onverwachte stijging
van het aantal ziektegevallen na een periode van
afwezigheid of zeer lage prevalentie. De epidemieén
van klassieke varkenspest die de Belgische varkens-
sector troffen in 1990 en 1993-1994 zijn hiervan een
schoolvoorbeeld. Epidemieén kunnen tevens optre-
den wanneer een nieuwe stam van een bepaald agens
opduikt. Bovendien kunnen endemische ziekten die
nu uitgeroeid zijn, een epidemische vorm aannemen
bij herintroductie van het agens in een vrije regio
(bijvoorbeeld runderbrucellose). Wanneer een epide-
mie zich uitspreidt over verschillende landen is er
sprake van een pandemie. Dit kan bijvoorbeeld het
geval zijn voor Newcastle disease bij pluimvee of
voor Mond- en klauwzeer bij tweehoevigen.

De variabiliteit in de verspreiding van een ziekte
kan periodiek of niet-periodiek zijn. Periodieke variatie
kan fysiologisch of seizoengebonden zijn. Daarom is
het steeds belangrijk de invloed van een controlepro-
gramma na te gaan gedurende tenminste 1 jaar. Zo
kunnen onder andere seizoeninvloeden ontdekt wor-
den. Bij epidemieénis de variabiliteitniet periodiek.

Voorbeeld

Maes et al. (2000) bestudeerden niet-infecticuze
factoren die mogelijk geassocieerd waren met pneu-
monie bij slachtvarkens afkomstig van gesloten var-
kensbedrijven. Uit hun studie bleek dat de binnenbe-
drijfsprevalentie van slachtvarkens met pneumonie
verhoogd was bij slachthuisinspectie in januari en fe-
bruari. Dit zou kunnen verklaard worden door een ver-
anderde, relatieve luchtvochtigheid en temperatuur,
maar ook door een verlaagd ventilatieregime dat men
in de maanden januari en februari toepast om de om-
gevingstemperatuur in de varkenshokken op peil te
houden.

Figuur 2. Seculaire trend in de runderbrucellose posi-
tieve serologische reacties, in Namen, 1990-1996.

Obedrijfsseroprevalentie (%)
M dierseroprevalentie (1/10.000)

90-91 91-92 92-93 93-94 94-95 95-96

winterstalscreenings
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Tenslotte zijn er ook seculaire trends. Een seculaire
trend is de evolutie van een gezondheidsfenomeen
over een langere tijd (over jaren of diergeneraties).
Ook deze trends moet men onderkennen om de impact
van controleprogramma’s te kunnen beoordelen.

Voorbeeld

Zoalsreeds vermeld, waren er in het verleden sero-
logisch positieve reacties voor runderbrucellose in de
provincie Namen die vermoedelijk veroorzaakt wer-
den door infectie met de kruisreagerende kiem Yersi-
nia enterocolitica. Wanneer de evolutie van deze se-
roprevalentie in de tijd beschreven werd, werd een
seculaire trend vastgesteld (Figuur 2). Gedurende de
winterscreenings van 1990 tot 1993 namen deze pro-
blemen toe, met in 1992-1993 een dier- en bedrijfs-
seroprevalentie van respectievelijk >0,1% en 4%.
Hierna daalden beide seroprevalenties (Saegerman et
al., 1997).

Waar?

Hierbij beschrijft men de ruimtelijke (spatiale)
verdeling van het probleem. Plaats is een geografisch
begrip, meestal gedefinieerd in termen van ligging
(breedte- en lengtegraden), maar kan ook gedefi-
nieerd worden in termen van urbanisatiegraad en eco-
logie. Deze spatiale beschrijving van dierenziekten is
zeer belangrijk in epidemiologische bewakingspro-
gramma’s en in exploratief onderzoek.

Voorbeeld

Runderhypodermose is een parasitaire infestatie.
Vooraleer een eventueel bestrijdings- en/of uitroei-
ingsprogramma uit te werken voor deze infestatie is
het belangrijk haar verspreiding te kennen. Uit een

Figuur 3. Geografische verdeling van de Hypoderma spp.
bedrijfsseroprevalentie in Belgié, 1998 (grijze cirkels:
seronegatieve bedrijven, grijze cirkels met zwarte koe:
seropositieve bedrijven).
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seroprevalentiestudie bleek dat de proportie seropo-
sitieve runderbedrijven 48,7% was (190/390). Wan-
neer de bedrijfsseroprevalentie in kaart wordt ge-
bracht, worden er geografische patronen duidelijk
(Figuur 3). Het zuiden van Belgié heeft een hoge be-
drijfsseroprevalentie, terwijl die in het noorden lager
isenongelijk verdeeld is. In hetnoorden is er een hoge
bedrijfsseroprevalentie in West-Vlaanderen, langs de
kust, terwijl regio’s grenzend aan Nederland minder
seropositieve bedrijven hebben (Haine et al., 2004).
Op basis van deze patronen kunnen hypothesen be-
sproken worden aangaande de associatie tussen de-
mografische, geografische en klimatologische facto-
ren en de bedrijfsseroprevalentie.

TYPES VAN BESCHRIJVENDE EPIDEMIOLO-
GISCHE STUDIES: SCREENING, SURVEY EN
MOSS

Er zijn verschillende soorten studies om gegevens
te verzamelen in een beschrijvende epidemiologie;
achtereenvolgens zullen hier screening, survey, mo-
nitoring en surveillance besproken worden. De defi-
nities van deze termen zijn belangrijk omdat ze in de
praktijk vaak niet consequent gebruikt worden.

Screening is het testen van alle leden van een popu-
latie om ziektegevallen op te sporen. Op die manier
kunnen dierpopulaties in twee klassen worden onder-
verdeeld, namelijk ziektevrije en potentieel gein-
fecteerde dieren. De gebruikte ‘screeningstest’ is
vaak goedkoop en eenvoudig uit te voeren, maar
streeft meestal niet naar hetstellen van een definitieve
diagnose. De negatieve dieren worden als ziektevrij
aangeduid, terwijl de positieve dieren een bevesti-
gingstest (confirmatietest) ondergaan omtot een defi-
nitieve diagnose te komen.

Voorbeeld

Sinds januari 2001 worden alle slachtrunderen ou-
der dan 30 maanden gescreend voor Boviene Spongif-
orme Encefalopathie (BSE). Het zijn private, geaccre-
diteerde laboratoria die een ELISA-screeningstest
uitvoeren op hersenweefsel van de geslachte runderen.
Slechts als deze test positief is, ondergaan de stalen
bijkomende bevestigingstesten in het referentielabo-
ratorium (CODA). Ook twijfelachtige screeningsre-
sultaten, of niet-conforme stalen worden door het re-
ferentielaboratorium verder onderzocht.
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Met een sample survey test men een steekproefvan
een populatie. De te onderzoeken leden worden luk-
raak (toevalsgewijs) geselecteerd. Wanneer alle le-
den van een populatie onderzocht worden, spreekt
men van een census survey of census, wat analoog is
aan een screening.

Voorbeeld

Boelaert et al. (1999) testten 553 bij toeval gese-
lecteerde Vlaamse varkensbedrijven met zeugen op
de aanwezigheid van antistoffen tegen het Aujeszky
veldvirus. In deze sample survey had 44% van de
bedrijven een groot aantal jonge zeugen met anti-
stoffen.

Monitoring (‘trend watching’) is een voortdurend
testprogramma dat streeft naar het vroegtijdig vast-
stellen van veranderingen in de prevalentie van een
ziekte, dat op een verandering in de incidentie van die
ziekte kan duiden. Monitoring impliceert dat er geen
controlemaatregelen worden genomen wanneer een
normaal percentage van positieve dieren wordt aan-
getroffen.

Voorbeeld

In Belgié worden de pluimveefokbedrijven sinds
1993 gecontroleerd op de aanwezigheid van Salmo-
nella spp. In elke toom wordt strooisel (mengmest-
staal) bacteriologisch onderzocht. De resultaten van
deze onderzoekingen worden gecentraliseerd. In
1996 werd in 11% van de bemonsterde bedrijven S.
Enteritidis geisoleerd, in 6% van de bemonsterde be-
drijven S. Typhimurium, enin 17% van de bemonster-
de bedrijven S. Hadar (Imberechts, 1997).

Surveillance (toezicht) is een uitbreiding van het
concept monitoring. Het is het continu observeren
van een populatie om ziektegevallen in het kader van
ziektebestrijdingsprogramma’s vroegtijdig te detec-
teren, en om onmiddellijk actieve sanitaire controle-
maatregelen te kunnen nemen. Meestal wordt een
bepaald gedeelte van de populatie getest dat gemak-
kelijk toegankelijk is, bijvoorbeeld slachtdieren (via
slachtmateriaal) of melkleverende rundveebedrijven
(via tankmelk).

Voorbeeld

In 1997 werd vernoemd Salmonella monitorings-
programma in pluimveefokbedrijven geintensifieerd
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tot een surveillance programma. Namelijk, vanaf
1997 worden de onderzoeksresultaten niet alleen naar
het onderzochte fokbedrijf verzonden, maar tevens
naar de bedrijfsdierenarts, naar de Veterinaire Inspec-
tiediensten, alsook naar de volgende schakel in de
pluimveeproductieketen (vermeerderingsbedrijf en/of
broeierij). Met deze informatieverspreiding worden
alle partners ingelicht die verantwoordelijk zijn voor
het nemen van aangepaste maatregelen in geval van
de aanwezigheid van Salmonella. Dit surveillance
programma kwam er mede onder impuls van EU-
richtlijnen 1992/117 en 1997/22. In deze richtlijnen
wordt het Salmonella monitoringsprogramma be-
sproken. Het gaat hier echter over een surveillance
aangezien sanitaire maatregelen worden opgelegd in
geval van de isolatie van S. Enteritidis of S. Typhimu-
rium.

De gerapporteerde proportie Sa/monella positieve
pluimveefokbedrijven is sinds 1997 beduidend ge-
daald. In 2001 was nog slechts 2% van de bemonster-
debedrijven positiefvoor S. Enteritidis, en 2% voor S.
Typhimurium (Anoniem, 2002).

De resultaten van ziektemonitoring en/of surveil-
lance wijzen slechts trends aan en zijn geen absolute
maatstaven voor de incidentie of prevalentie van
ziekten in de populatie. Dit kan wel als de monitoring
en/of surveillance gebaseerd is op een aselecte steek-
proef. Dan spreekt men van een Monitoring en Sur-
veillance Systeem (MOSS).

DE ASELECTE STEEKPROEF, HOEKSTEEN
VAN BESCHRIJVENDE EPIDEMIOLOGIE

De validiteit van steekproef in een epidemiolo-
gische studie

Bij epidemiologisch onderzoek wordt meestal niet
de hele populatie opgemeten, maar slechts een steek-
proefuit de populatie. Dit niet alleen wegens geld- en
tijdrestricties, maar ook omdat de precisie van de
schatting van de prevalentie of de incidentie niet
evenredig toeneemt met de grootte van de steekproef.
Uit de steekproef wordt dus de prevalentie of inci-
dentie van de populatie geschat. Dit is evenwel enkel
een schatting van de werkelijke parameter. Vandaar
dat vaak, gebaseerd op de steekproefinformatie, een
betrouwbaarheidsinterval wordt berekend voor de
populatieparameter. Dit interval zal dan met een be-
paalde betrouwbaarheid (vaak 95%) de waarde van
de prevalentie of incidentie van de populatie be-
vatten.
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Bij het nemen van een steekproef uit een populatie
zijn er twee aspecten waar voldoende aandacht aan
besteed moet worden. Ten eerste moet de populatie
waarin men geinteresseerd is duidelijk gedefinieerd
worden in termen van inclusie- en exclusiefactoren.
Vervolgens moet de steekproef dusdanig genomen
worden dat elk dier dat tot de populatie behoort een
zelfde kans heeft om getrokken te worden voor de
steekproef. In dat geval wordt van een aselecte steek-
proef gesproken.

‘Convenience sampling’ is een voorbeeld van een
steekproefname die niet voldoet aan de definitie van
een aselecte steekproef. Hierbij worden vaak enkel de
dieren van de bereidwillige dierenhouders bemon-
sterd. Het is evident dat dit soort steekproeven geen
representativiteit beogen en dat de gegevens niet
dienen om extrapolaties te maken naar de volledige
populatie. In de praktijk is een epidemiologische
studie nooit ideaal, en is de actuele bemonstering
vaak een compromis tussen wat wetenschappelijk en
praktisch haalbaar is.

Types van steekproefname

De vijf meest gebruikte steekproefmethoden wor-
den beschreven. Ze worden vaak in verschillende
combinaties gebruikt.

Eenvoudige random steekproef

Een eenvoudige random (aselecte) steekproef is
een steekproef waarbij elk dier in de te onderzoeken
populatie dezelfde kans heeft om in de steekproef
opgenomen (geselecteerd) te worden. De tabellen
over de steekproefgrootte vermeld in tekstboeken,
bijvoorbeeld Cannon en Roe (1982), zijn gebaseerd
op eenvoudige random steekproeven. Wanneer de
geteste steekproef geen eenvoudige random steek-
proef is, zijn deze tabellen niet van toepassing en
zullen er over het algemeen grotere steekproeven
nodig zijn.

Om een eenvoudige aselecte steekproef te kunnen
nemen in de populatie, moet er dus een geactua-
liseerde lijst van dieren beschikbaar zijn (bijvoor-
beeld een lijst met oornummers). Eenvoudige ma-
nieren om nummers willekeurig te kiezen zijn: een
muntstuk opwerpen of gebruikmaken van tabellen
met random getallen of van computer random number
generator functies. Afgezien van de hoge kosten,
heeft een eenvoudige random steekproef ook kans op
(toevallige) ondervertegenwoordiging van bepaalde
subgroepen, zeker als de steekproef klein is.
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Systematische steekproef

In plaats van de dieren door toevalsmechanismen
te selecteren, maakt men gebruik van een op voor-
hand bepaalde klassering van de dieren. De dieren
worden dus geselecteerd voor de steekproef op gelijke
intervallen in een populatie. Een lijst van studie-een-
heden die gerangschikt zijn, moet dus aanwezig zijn.
Nadat men de minimale steekproefgrootte vastge-
steld heeft, bepaalt men het steekproefinterval:

n _ steekproefgrootte

N populaticomvang

Daarna neemt men elk (1/k)% dier van die lijst, te
beginnen met een initieel dier dat willekeurig ge-
kozen wordt.

Voorbeeld

Steekproefgrootte = 20, populatiegrootte =200
k=0,1.

Dan kiest men een cijfer tussen 1 en 10 (bijvoor-
beeld 2), en men selecteert dan systematisch elk
volgend (1/k)%* dier. Men neemt dus nummer 2, 12,
22, ..., 112,122,132, ...

Systematisch een steekproefnemen is meestal een-
voudiger dan een eenvoudige random steekproef en
in sommige gevallen de enige praktische methode,
omdat in de praktijk meestal niet elk dier kan worden
genummerd. Er moet bij een systematische steek-
proef aandacht worden geschonken aan het voor-
komen van cyclische fluctuaties in de populatie. Het
steekproefinterval mag niet samenlopen met het fluc-
tuatie-interval. Bij een systematische steekproefis er
tevens kans op ondervertegenwoordiging van sub-
groepen.

Voorbeeld

In het kader van een Aujeszky survey werd binnen
elk geselecteerd varkensbedrijf een systematische
steekproef van de jonge zeugen bemonsterd door de
bedrijfsdierenartsen (Boelaert et al., 1999).

Gelede of gestratificeerde steekproef

Wanneer de te selecteren steekproef klein is in
vergelijking met de totale populatie, is het aanne-
melijk dat bij een eenvoudige random steekproef van
de totale populatie toevallig enkele strata behoorlijk
ondervertegenwoordigd (of zelfs afwezig) kunnen
zijn. Dit kan worden voorkomen door het nemen van
een gestratificeerde steekproef. Elk stratum (sub-
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groep) van de totale populatie is dan voldoende verte-
genwoordigd en de steekproef is dus beter verdeeld.
Voor gelede steekproeven moet men lijsten per stra-
tum hebben. De variantie van dit soort steekproeven
is daarenboven minimaal en kleiner dan deze beko-
men via een eenvoudige random steekproef. De ana-
lyse van de resultaten is echter complexer.

Voorbeeld

In 1998 werd een survey van slachtrunderen geor-
ganiseerd om de prevalentie van besmetting met
PCB’s/dioxinen te schatten. Deze steekproef was
gestratificeerd naar de leeftijd van de runderen, als-
ook naar de provincie van herkomst (Saegerman et
al., 2002).

Clustersteekproef

Bij een clustersteekproef worden groepen of clus-
ters van dieren gekozen om te worden getest. Dit is
operationeel de eenvoudigste steekproef. De groepen
kunnen random, systematisch of gestratificeerd wor-
den gekozen. Tot een clustersteekproef wordt vaak
overgegaan wanneer er geen betrouwbare lijst met de
identificatie van alle individuele leden van de popu-
latie beschikbaar is, maar wel een lijst van clusters
(bedrijven, stallen, hokken, enz.).

Bij infectieuze ziekten is het vaak zo dat dieren
binnen eenzelfde cluster een gelijke serologische
status hebben. Er is een zogenaamd ‘clustering ef-
fect’: de prevalentie van infectieuze ziekten varieert
in het algemeen meer tussen dan binnen de bedrijven.
Dit heeft tot gevolg dat de verkregen informatie bij
een clustersteekproef tot minder nauwkeurige schat-
ters zal leiden dan wanneer een steekproef van de-
zelfde omvang, systematisch ofrandom genomen van
een lijst met individuele dieren, wordt onderzocht.

Multi-stage steekproef

Multi-stage steekproefis de selectie van een steek-
proefin twee of meer stadia. Men combineert achter-
eenvolgens meerdere typen van de hiervoor be-
schreven random steekproeven.

Hoe groot moet een steekproef zijn?

Hier bespreken we de berekening van de steek-
proefgrootte die nodig is voor verschillende doel-
einden. Enkel binaire (positief/negatief) uitkomsten
komen aan bod. Er zal worden aangenomen dat de te
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testen dieren in de steekproef random worden gese-
lecteerd.

Steekproef voor het bepalen van een ziekte-
prevalentie

Gewoonlijk wordt op basis van de steekproef een
betrouwbaarheidsinterval (BI) afgeleid waarin de
prevalentie van de populatiec met een bepaalde be-
trouwbaarheid (1-a) gelegen is. Vaak wordt hiervoor
95% genomen. De steekproefgrootte wordt dan zo ge-
nomen dat dit BI maximaal een bepaalde breedte, L,
heeft. Tenslotte moet ook een waarde opgegeven wor-
denvoordete verwachten steekproefprevalentie 7.
De benodigde steekproefgrootte wordt dan gegeven
door

a7
n=z,  ———
1 LZ
met n de steekproefgrootte
z = dez-waarde voor de betrouwbaarheid a,
uitgedrukt als fractie (1,96 voor 95% be-
trouwbaarheid)
m = de verwachte (a priori) steekproefpreva-
lentie
L = de nauwkeurigheid (maximaal toegestane

absolute fout)

Hierbij komt zi.a overeen met de waarde uit de
standaard normale verdeling waarvoor er een kans
bestaat gelijk aan (1-a) om een waarde links ervan (of
kleiner) te observeren (F (z1-a)=1-a, met F (.) de stan-
daard normale verdelingsfunctie).

Voor het berekenen van de steekproefgrootte (n)
dienen vooraf een aantal keuzes gemaakt te worden.
Ten eerste is er de te verwachten (a priori) steek-
proefprevalentie, die bekomen wordt uit pilooton-
derzoek of literatuur. Een a priori steekproefpre-
valentie dicht bij 0% of 100% vergt de kleinste
steekproef. Ten tweede moet men de vereiste nauw-
keurigheid in de schatting van de prevalentie aan-
geven. Een nauwkeuriger schatting vergt een grotere
steekproef. Vaak wordt een nauwkeurigheid van 5 of
10% gepland. Tenslotte is er de betrouwbaarheid van
de prevalentieschatting. Een grotere betrouwbaar-
heid vereist een grotere steekproefgrootte. Vaak wordt
een 95 % betrouwbaarheid aangehouden. Wanneer
we de betrouwbaarheid verhogen van 95% naar 99%,
hebben we een ongeveer tweemaal grotere steek-
proefgrootte nodig.
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Opmerkingen

1) De aangehaalde formule voor de bepaling van
de steekproefgrootte is geldig voor zeer grote (on-
eindige) populaties. In de praktijk is diteen populatie-
grootte vanaf 100.000 dieren. Voor steekproeven in
kleinere populaties is er een correctie nodig.

_n
Neopr ] +f

met 5, = de steekproefgrootte gecorrigeerd voor
kleinere populaties
n = de steekproefgrootte voor een oneindig
grote populatie
f = desteekproeffractie
= n/N
(standaard berekende steekproefgrootte)
/(populatiegrootte)

De steekproefgrootte die nodig is voor het schatten
van de prevalentie neemt toe met de grootte van de
populatie.

2) Belangrijk is dat de verkregen steekproef-
grootte, een getal, slechts een richtlijn is. Gezien er
sowieso steeds non-responders zijn, is het goed steeds
een percentage bijkomend te bemonsteren, ter verge-
lijking met hetgeen theoretisch berekend werd.

3) Steekproefgrootte bij cluster- en multistage
steekproeven:

Voor het berekenen van de steekproefgrootte bij
clustering en multi-stage steekproeven, wat het geval
is bij prevalentieonderzoek op populatieniveau, moet
men bijkomend op voorhand kennis vergaren omtrent
de variatie van de prevalentie tussen en binnen de
bedrijven (clusters). De verschillen in prevalentie
tussen bedrijven zijn dan namelijk groter dan binnen
bedrijven. Het overgrote deel van zieke dieren bevindt
zich op een relatief klein aantal bedrijven. Het gevolg
is dat er bij een regiosurvey of een nationale survey
relatief meer bedrijven moeten bemonsterd worden
dan dieren binnen het bedrijf. Een maat voor de
clustering van infectie is de intracluster (binnen-
bedrijfs-) correlatiecoéfficient.

Clustering van infecties heeft een invioed op de
steekproefgrootteberekening. Voor een ruwe bena-
dering kan men de bekomen steekproefgrootte, zoals
hierboven aangegeven, met een factor 2 vermenig-
vuldigen. Een wetenschappelijke steekproefgrootte-
berekening houdt rekening met een schatting van het
clusteringeffect (te wijten aan de bestudeerde infec-
tie), namelijk een schatting van de intracluster corre-
latiecoéfficient via een pilootproject.
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Steekproef voor het vaststellen van de aanwezig-
heid van een ziekte (infectie)

Wanneer we een steekproefgrootte moeten bere-
kenen om een ziekte te kunnen opsporen, moeten we
een idee hebben van de minimale prevalentie van
deze infectie, als ze in een populatie is geintrodu-
ceerd. Hierop wordt niet ingegaan.

Steekproefvoor het vaststellen van de afwezigheid
van een ziekte (infectie)

Afwezigheid van infectie in een populatie kan
enkel bewezen worden als er een perfecte test bestaat
en de hele populatie wordt getest. We gaan er voor de
eenvoud van uit dat er een dergelijke perfecte test
bestaat. Er zal dan een dusdanige steekproefgrootte
gekozen worden zodat bij afwezigheid van gein-
fecteerde dieren in de steekproef met een bepaalde
betrouwbaarheid (1-a) (geen 100%) kan gesteld wor-
den dat de prevalentie in de populatie maximaal een
bepaalde waarde p bedraagt.

Debenodige steekproefgrootte wordt dan gegeven
door

_ log(1-a)
~ log(1-7)

In het geval van een eindige populatie wordt de
steekproefgrootte gegeven door

n,,= (1-(1-a)"")(N-Nm/2)+1

Logischerwijze verwachten we bij snelversprei-
dende infecties een hoge prevalentie in besmette
bedrijven en is er dus slechts een relatief kleine
steekproef nodig om afwezigheid van infectie te ga-
randeren. Omgekeerd zal een grote steekproef, ge-
combineerd met een diagnostisch performante test,
de afwezigheid van infectie indiceren voor traagver-
spreidende infecties.

Voorbeeld

Op pluimveebedrijven wordt vaak een beperkt
aantal stalen genomen, bijvoorbeeld 3. Is het daarom
zinvol om enkel op basis van tenminste 1 positieftest-
resultaat te behandelen tegen coccidiose? Wanneer de
test resultaten alle negatief zijn, kunnen er maximaal
6 316 zieke dieren aanwezig zijn op een totaal van
10000, wanneer we een betrouwbaarheid (1-a) gelijk
aan 95% aannemen.

Uitgewerkt voorbeeld: twee-niveau steekproef-
grootteberekening voor het schatten van de be-
drijfsseroprevalentie van de ziekte van Aujeszky

In 1996 werd een eerste Aujeszky survey geor-
ganiseerd op Vlaamse varkensbedrijven met zeugen.
Het onderzoek gebeurde volgens een twee - niveau
steekproef (Boelaert et al., 1999).
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Eerste stap (bepalen van de ziekteprevalentie)

Als eerste stap werden de te bemonsteren bedrijven
geselecteerd uit de centrale geinformatiseerde gege-
vensbank voor de identificatie en registratie van
varkens in Belgié (Sanitel-V). Per provincie werd een
aantal te bemonsteren bedrijven at random gekozen
uit Sanitel-V. Voor elke provincie afzonderlijk werd
bepaald hoeveel bedrijven bemonsterd moesten wor-
den, gebaseerd op de grootte van de populatie N (het
aantal bedrijven met zeugen in de provincie) met
(1-a)=0,99 en dus zo9=2,575, L =10% en de ver-
wachte steekproefproportie T =50%.

- de steekproefgrootte (n) die nodig is voor het
schatten van de prevalentie van een ziekte in een
zeer grote (‘oneindige’) populatie is
(2,575)°0,5(1-0,5)

- 0,1°

n = 165,76=166

- de steekproefgrootte (neor) die nodig is voor het
schatten van een ziekte in een eindige populatie
wordt berekend via de hierboven vermelde for-

mule, met de volgende correctie (cf. steekproef-
tabellen)

no 166
1+f 1+166/3.953

corr

= 159,31=160

met 3 953 de populatiegrootte van West-Viaamse
bedrijven met zeugen.

Tweede stap (vaststellen van de aan- of afwezigheid
van de ziekte)

Als tweede stap werd het aantal zeugen dat per be-
drijf diende bemonsterd te worden zo bepaald dat
voor een bedrijf met een seroprevalentie van 20% de
kans 99% bedroeg dat er minstens één dier in de
steekproef gE-positief was.
= log(l-@)  log(0,01) -2

"= Jog(1-m) ~ log(1-0,2) — -0,09691

=20,63=21

- de steekproefgrootte (n) die nodig is voor het aan-
tonen van de aan- of afwezigheid van een ziekte in
een eindige populatie is (cfr. steekproeftabellen),
bijvoorbeeld voor de berekening van het aantal te
nemen bloedmonsters op een bedrijf met 100 zeu-
genwaar 20 % van de zeugen besmet zijn met het
Aujeszky virus (en antistoffen hebben) :

n,, = (1-(1-a)™)(N-Nz/2)+1
= |1-(1-0,99)")x(100-20/2)+1
=19,51=20

met N = de populatiegrootte van zeugen op dat be-
drijf = 100.
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In de studie werd dus het aantal te bemonsteren
jonge zeugen gesteld op 20 voor bedrijven met meer
dan 25 jonge zeugen, en op 15 voor bedrijven met 15
tot 25 jonge zeugen. Op bedrijven met minder dan 15
jongezeugenwerden allejonge zeugen bemonsterd.

Relevante software voor steekproefgrootteberekening
is:

Csurvey
http://www.ph.ucla.edu/epi/csurvey.html

Freecalc
http://www.ausvet.com.au/content.php?page=res_software

Survey Toolbox
http://www.ausvet.com.au/content.php?page=res_software

Winepiscope
http://www.clive.ed.ac.uk/winepiscope/

Meer uitgebreide informatie betreffende steek-
proefmethodologie is te vinden in de volgende hand-
boeken: Cochran, 1977; Cannon en Roe, 1982; Fore-
man, 1991; Fowler, Jr., 1993; Levy en Lemeshow,
1999; Litwin, 1995; Noordhuizen et al., 2001.
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