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To: @rivm.nl
Cc: @rivm.nl]; R @ rivm ]
From:

Sent: Mon 11/23/2020 6:14:44 PM
Subject: Re: SOP's en reactie op Dr.
Received: Mon 11/23/2020 6:14:46 PM

Bl 512

Dit 1s prima verwoord zo.

Mvg

tror: INEKECN

Sent: Monday, 23 November 2020 18:27:53
To: 5.1.2e

Subject: RE: SOP's en reactie op Dr.

Ik heb er nog een beetje aan geschaafd. Kan jij (en/of JEAELE je hier in vinden?

5.1.2i Concept
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Ven: INEREEE EEEM e v >

Verzonden: maandag 23 november 2020 11:45

Aan: IEE SCE o v > SEER .ot
Onderwerp: RE: SOP's en reactie op Dr.
oo [N IR

Omdat kortgeding Viruswaarheid aanstaande woensdag hier ook weer mee te maken heeft heb ik naar de oude en
nieuwe tekst gekeken. In de nieuwe tekst ontbreken een aantal elementen die denk ik wel relevant zijn om de PCR
en Ct waarde te begrijpen.

Ter illustratie onderstaande plaatje uit de Toelichting Ct-waarde (https://www.rivm.nl/documenten/toelichting-ct-
waarde-0) op https://www.rivm.nl/coronavirus-covid-19/testen.

40 cycli grens; hierbij halen de
laatste drie concentraties virus
de plateaufase van de
amplificatiecurve niet
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Figuur. Amplificatiecurves van RdRP-gen van 10-voudige verdunningsreeks SARS-
CoV-2 gesimuleerde klinische monsters in drievoud getest (rood) in de achtergrond
van negatieve klinische monsters (groen). De laatste curves rechts zijn bij een
concentratie virus op de detectiegrens van de PCR-test waarbij de PCR-test in 2 van
de 3 herhalingen een amplificatiecurve geeft. Zou 40 cycli gedraaid zijn ipv 50 cycli
dan zouden de laatste curves voordat ze de S-vorm krijgen afgekapt zijn. Dat geldt
ook voor de 10-voudig en 100-voudig hogere concentraties daarvoor. 50 cycli
draaien maakt het beoordelen van de curves een stuk gemakkelijker. Bij minder dan
40 cycli draaien zou er sensitiviteit verlies optreden.

De Ct waarde is de waarde op de x-as waarbij het vermenigvuldigingssignaal (rode curves) loskomt van de
achtergrond (groene curves). Het is duidelijk dat op dat moment een laborant dat nog nauwelijks kan zien. Er zijn
zo’'n 10-15 cycli meer nodig om de vermenigvuldigingscurve voor de laborant zichtbaar te maken. Deze complete
curve is nodig om een PCR signaal goed te kunnen beoordelen. Dat is vooral van belang bij heel weinig virus in het
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monster. Daarom gebruiken wel bijvoorbeeld bij het RIVM in totaal 50 cycli. Meer heeft geen zin omdat bij 1 deeltje
genetisch materiaal in de PCR er zo'n 35-40 cycli nodig zijn om dit te detecteren. Minder dan 1 deeltje genetisch
materiaal in de PCR kun je niet detecteren. Ik heb geprobeerd hier nog iets van te maken in het rood hieronder
zodat de relatieve leek er ook nog chocola van kan maken.

Kan er naar het doc onderaan de webpagina verwezen worden voor meer technische uitleg?
Met vriendelijke groeten,

5.1.2e

From: [IEKECHN <BEEXEOMM @ .o >

Sent: donderdag 19 november 2020 20:02

To: [IIERED arivm.ni>; [IIEKECI <NEXECM @ rivm.n1>

Subject: RE: SOP's en reactie op Dr. 5.1.2e

Ziet er goed uit, Ik laat de inhoudelijke check even aanver.

Groeten,

van: <HDE v >

Datum: 19 november 2020 om 19:16:53 CET

aan: IEEECN N o v o>, e v 0>

Onderwerp: RE: SOP's en reactie op Dr.

Suggestie voor aanpassing voor onderaan deze website: https://www.rivm.nl/coronavirus-covid-19/testen

5.1.2i Concept
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5.1.2i Concept

van: Mo .0

Verzonden: maandag 16 november 2020 11:16
Aan:< rivm.nl>

Onderwerp: FW: SOP's en reactie op Dr.

En de hele correspondentie tussen collega en criticaster | S Voordat we iets op de website
plaatsen, moeten we de inhoud even bijhecken.

Groeten,

van: M c v 1>

Verzonden: maandag 19 oktober 2020 10:45

@ rivm.nl>; rivm.nl>;
rivm.nl>; @rivm.nl>; rivm.nl>

Onderwerp: Re: SOP's en reactie op Dr.

Dank je wel JEREE

Mvg

rrom: INEKECIN
Sent: Monday, 19 October 2020 10:41:44

Subject: RE: SOP's en reactie op Dr. 5.1.2e

Echt heel vervelend dat dit zo loop. Ik zal het contact met | EEEZJl] weer overnemen. Je hoeft dus niet meer te
reageren.

Met vriendelijke groet,

Verzonden: zondag 18 oktober 2020 15:11

@ rivm.nl>;
rivm.nl>; @rivm.nl>; Drivm.nl>
Onderwerp: FW: SOP's en reactie op Dr.

Dag allen,

En zo gaat het maar door met verdraaien door deze zeer onaangename persoon. Nu worden de ander corona
criticasters er ook nog bij gehaald in cc. Ik ga hier niet op in. @m ik neem aan dat jij dit verder op je neemt en
recht zet. Ik zou dhrniet verwijzen naar de corresponding author van het paper. Ze gaan zelf maar contact
opnemen met Eurosurveillance als ze inzicht willen krijgen in de review procedure. Rest mij nog om te zeggen dat ik
uit correspondentie met persoonlijk weet dat dit paper minstens door 2 reviewers is gezien en we
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commentaar hebben verwerkt in de finale versie.

Mvg

Sent: zondag 18 oktober 2020 14:40

Ce: T o v > R

Subject: [Spam] Re: SOP's en reactie op Dr.

Beste Meneer

ik begrijp uw reactie. Ik zou me ook rotschrikken als ik zou ontdekken, dat een van mijn papers niet werd gepeer-
reviewed.

De Corman-paper waaraan u meewerkte werd door de editor meteen geaccepteerd en online gezet, een zeer
onwetenschappelijke gang van zaken.

Als u beweert dat de paper werd gepeerreviewed, dan neem ik aan dat er een review rapport van Eur. Surveill.
beschikbaar is.

Die ontvang ik dat graag nog even ter inzage. Daarna kunnen we dit punt afsluiten.

mvr gr,

From: [NEXECHN <MIEXEDM o vi.ni>

Sent: Sunday, October 18, 2020 2:19 PM
To: 5.1.2e @hotmail.com>

Cc: @rivm.nl>; < rivm.nl>

Subject: RE: SOP's en reactie op Dr.

Beste dhr EKECHN

U pretendeert iets te weten waarbij u niet betrokken bent geweest en u beschuldigt mij van pertinente leugens. Als
u de moeite genomen had om de instructies voor auteurs te lezen had u kunnen weten dat Eurosurveillance (en ook
andere tijdschriften) een rapid review procedure hebben voor papers die van hoog belang zijn om snel gedeeld te
worden met onderzoekers wereldwijd. Dit paper is door meerdere peer reviewers beoordeeld in deze procedure.

Omdat u mijn integriteit ter discussie stelt zal ik verder geen antwoorden meer sturen op uw vragen. U kunt zich
vervoegen bij de communicatiemensen van RIVM.

From: [INEXESI IESEDMM @ hotmail.com>

Sent: zondag 18 oktober 2020 12:46

Subject: [Spam] Re: SOP's en reactie op Dr.

Beste Meneer

hartelijk dank voor het beantwoorden van mijn vragen.

De paper werd niet gepeer-reviewed: Article submitted on 21 Jan 2020 / accepted on 22 Jan 2020 / published on 23 Jan 2020.
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RESEARCH

Detection of 2019 novel coronavirus (2019-nCoV) by

real-time RT-PCR

Victor M Corman®, Olfert Landt?, Marco Kaiser>, Richard Molenkamp®*, Adam Meijers, Daniel KW Chus, Tobias Bleicker!, Sebastian

Briinink!, Julia Schneider?, Marie Luisa Schmidt!, Daphne GJC Mulders®, Bart L Haagmans®, Bas van der Veer®, Sharon van den

Brink®, Lisa Wijsman®, Gabriel Goderski®, Jean-Louis Romette’, Joanna Ellis®, Maria Zambon®, Malik Peiris®, Herman Goossens?,

Chantal Reusken®, Marion PG Koopmans®, Christian Drosten!

1. Charité - Universitatsmedizin Berlin Institute of Virology, Berlin, Germany and German Centre for Infection Research (DZIF),
Berlin, Germany

2. Tib-Molbiol, Berlin, Germany

3. GenExpress GmbH, Berlin, Germany™

4. Department of Viroscience, Erasmus MC, Rotterdam, the Netherlands

5. National Institute for Public Health and the Environment (RIVM), Bilthoven, the Netherlands

6. University of Hong Kong, Hong Kong, China

7

8

9

. Universite d Aix-Marseille, Marseille, France
. Public Health England, London, United Kingdom
. Department of Medical Microbiology, Vaccine and Infectious Diseases Institute, University of Antwerp, Antwerp, Belgium

Correspondence: Christian Drosten (christian.drosten@charite.de)

Citation style for this article:

Corman Viclor M, Landt Olfert, Kaiser Marco, Molenkamp Richard, Meljer Adam, Chu Daniel KW, Bleicker Tobias, Brinink Sebastian, Schneider Julia, Schmidt Marie
Luisa, Mulders Daphne G)C, Haagmans Bart L, van der Veer Bas, van den Brink Sharon, Wijsman Lisa, Goderski Gabriel, Romette Jean-Louis, Ellis jJoanna, Zambon
Maria, Peiris Malik, Goossens Herman, Reusken Chantal, Koopmans Marion PG, Drosten Christian. Detection of 2019 novel coronavirus (z019-aCoV) by real-time
RT-PCR. Euro Surveill. 2020;25(3):pli=2000045. hlps://doi.org/10.2807/1560-7917.£5.2020.26.3. 2000045

Article submitted on 21 Jan 2020 [ accepted on 22 Jan 2020 / published on 23 Jan 2020

Paper is nooit verder geweest dan de editor-office. Persoonlijk vind ik dit een slechte gang van zaken.
Ik stuur u nog een aantal andere vragen. Hartelijk dan voor uw medewerking.

m vr gr,

From: [INEXECHN <BIEEDMMc v ni>

Sent: Sunday, October 18, 2020 11:59 AM

To: hotmail.com>

Subject: RE: SOP's en reactie op Dr.

Zie onder bij uw vragen.
Volgende vragen kunt u stellen aan de communicatiemensen bij RIVM.

Met vriendelijke groeten,

Sent: zaterdag 17 oktober 2020 12:07
To: [IEKEXN IR @ civin 1>
Subject: [Spam] Re: SOP's en reactie op Dr.

Geachte menee

nog twee dingen die opvallend zijn mbt de Corman paper (2020) en die een verklaring nodig hebben:
1) de paper werd niet gepeerreviewed. Waarom werd de paper niet gepeer-reviewed?

Het paper is wel peer reviewed.

2) test werd niet in het lab gevalideerd. Waarom werd de test niet in het lab gevalideerd?
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De test is wel in het lab gevalideerd. Het paper is labwerk; zie verder mijn eerdere uitleg.
3) openstaande vraag: detecteert de Test beschreven in de Corman paper (2020) specifiek het SARS-CoV2?

Ja, zie tabel 1 paper, de verdere uitleg in het paper en mijn eerdere uitleg over ontwikkeling van detectie PCR in de
situatie zeer kort na ontdekking van het virus.

En werd dit in het lab gevalideerd aan de hand van wet lab testen?
Ja, het paper is labwerk; zie ook mijn eerdere uitleg.
Ik denk dan bijvoorbeeld aan inclusie en exclusie-testen. Werden zulke testen uitgevoerd? En zo ja, zijn de data

beschikbaar?
Staan in het paper.

Deze vragen kunnen heel kort worden beantwoord. Bijvoorbeeld met een of twee duidelijk geformuleerde zinnen.

Heel hartelijk dank alvast.
m vr gr;

From: [INEXECNN MIEEDM o vrm.ni>

Sent: Saturday, October 17, 2020 12:43 AM
To: 5.1.2e @hotmail.com>
Cc: 5.12e Drivm.nl>
Subject: RE: SOP's en reactie op Dr.

Beste heer

5.1.21 Wetenschappelijk beraad
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5.1.2i Wetenschappelijk beraad

Met vriendelijke groeten,

From: [NERISINN <ML @ hotmail.com>

Sent: vrijdag 16 oktober 2020 15:25

To: INIEXEDN <HEEKEDNN & v . 1>; IECEET <BEAE M o ivm.i>

<
Subject: [Spam] Re: SOP's en reactie op Dr. 5.1.2e

Geachte meneer|JEXEZH

hartelijk dank allereerst voor uw Email.

Mijn trackrecord vindt u hier: https://www.researchgate.net/proﬁle

Uw literatuurlijst ziet er imposant uit. Overal echt zelf een input gehad? Of staat u er gewoon bij als zijnde lid van het
team? Meteen maar even testen, dan weet ik dat we elkaar verstaan: Ik zie dat u meewerkte aan de paper van Corman
et al, Euro Surveill. 2020. Kunt u mij uitleggen waarom deze test aspecifiek opgezet werd, zodat'ie ook SARS-CoV1 en
andere corona virusen detecteert, zoals u in de paper meldt?

met vriendelijke groet,

o IEEEN

From: [INEXEDN IIEXERMM o v >

Sent: Friday, October 16, 2020 2:29 PM

To: P @ hotmail.com' M>

Cc: S5.1.2e rivm.nl>
Subject: RE: SOP's en reactie op Dr.

Beste heer

Wij kunnen elkaar spreken. Mijn track record vindt u hieronder. Kunt u mij uw track record sturen om mij van uw
expertise te vergewissen? Dan weten we of we elkaar makkelijk verstaan.

Met vriendelijke groeten,

120

Department Emerging and Endemic Viruses
Division Virology
Centre for Infectious Disease Research, Diagnostics and /aboratory Surveillance (IDS) / PB22
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National Institute for Public Health and the Environment (RIVM)
PO Box 1

3720 BA Bilthoven

The Netherlands

Shipping address:
Antonie van Leeuwenhoeklaan 9

3721 MA Bilthoven
The Netherlands

Tel. ;.. 31 (0)30 AR
E-mail : 5.1.2e @rivm.nl
Together with ErasmusMC, Rotterdam, being the National Influenza Centre (NIC) in the Netherlands

WHO COVID-19 reference laboratory

working at the ErasmusMC location of the NIC

Want to know more about surveillance of influenza in the Netherands? See (click or scan):
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Van: <M@ hotmail.com>

Verzonden: vrijdag 16 oktober 2020 11:18

Aan: RN e iv.ol>

Onderwerp: Re: SOP's en reactie op Dr.

Hallo:aFE

hartelijk dank voor je medewerking. Ik vind dat echt positief. Grappig dat we op deze manier weer eens contact hebben.
Je snapt natuurlijk wel dat het niet iets persoonlijks is, maar ik wil nu gewoon weten wat en hoe er wordt gemeten.
Vandaar dat ik even in de pen ben geklommen. Lees ook even mijn paper van April over het virus
(https://www.researchgate.net/publication/341120750 A SARS-

like Coronavirus was Expected but nothing was done to be Prepared). Ik ben tamelijk sceptisch wat betreft de
politieke aanpak, maar dat had je ook wel al begrepen.

Zou je me nog even in verbinding kunnen brengen met jullie RT-PCR expert. En heb je een trackrecord van hem/haar dat
ik kan doornemen om me van zijn/haar experise te vergewissen? Hartelijk dank alvast!

met vriendelijke groet,

Sent: Thursday, October 15, 2020 11:45 AM
To: 'Lars' € nederlandterugnaarnormaal.nl>

Cec: Jéhotmail.com S 5.1.2e G hotmail.com>;M<M>
5.1.2e

Subject: RE: SOP's en reactie op Dr.

Geachte heer

Hierbij de SOP voor de RT-PCR voor SARS-CoV-2 die het RIVM gebruikt en die ik heb toegezonden gekregen van
onze eigen experts.

Dit is exclusief voor het RIVM. Elk laboratorium (lijst is te vinden in https://lci.rivm.nl/covid-19/bijlage/aanvullend) heeft
eigen SOPs en/of PCR kitbijsluiters. In de documenten is de zien dat we 50 cycli draaien. Dat is het standaard
protocol voor veruit de meeste PCRen die wij draaien. We draaien 50 cycli om zoals eerder beschreven de late
curves te verlengen zodat die ook een S vorm krijgen en niet bij de eerste aanzet tot opkomen boven de
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achtergrond fluorescentie threshold blijven hangen als je 40 of 45 cycli draait. Het design van PCR, de chemie en de
apparatuur heeft zich de laatste 10 jaar zodanig ontwikkeld dat er nauwelijks artefacten ontwikkelen bij de 50 cycli
die we draaien. Op het aantal positief heeft dit dus geen invloed omdat bij 1 molecuul in een PCR reactie de curve al
bij Ct 35-36 door de achtergrond fluorescentie threshold gaat.

Hoop dat dit weer enige duidelijk verschaft. Overigens voldoen de documenten dan de ISO 15189 norm die het
RIVM bezit.

Ik zal even zelf even contact zoeken met [JEEEEM. hij is een oud-collega van mij, en hem in contact brengen
met één van onze eigen experts. Ik ben ervan overtuigd dat we zo eventuele misverstanden ten aanzien van details
uit de weg kunnen helpen.

Met vriendelijke groet,

Woordvoerder

RIVM - Persvoorlichting
Postbus 1
3720 BA BILTHOVEN

QREM  512¢ |

M +31 6 KT

http://www.rivm.nl

Van:m_@nederlandte rugnaarnormaal.nl>

Verzonden: woensdag 14 oktober 2020 14:36
@ rivm.nl>

@hotmail.com;
Onderwerp: SOP's en reactie op Dr.

Geachte heer

Onlangs heeft u via het AD vernomen dat er twee essentiéle zaken zijn gewijzigd in de COVID-19 richtlijn van het RIVM. U heeft
daarop een toelichting gestuurd naar het AD. Wij hebben deze toelichting vervolgens voorgelegd aan Dr. , moleculair
geneticus en expert op PCR-gebied.

Onderstaand treft u de reacties van Dr. . Ons inziens schokkend om te vernemen dat er klaarblijkelijk geen goede
SOP's zijn binnen het RIVM om SARS-CoV-2-geinfecteerden van niet-geinfecteerden te onderscheiden.

Graag ontvangen wij zo spoedig mogelijk de SOP's omtrent de PCR-diagnostiek van SARS-CoV-2. Kunt u deze ons uiterlijk maandag
a.s., 19 oktober 2020, aanleveren?

Tevens vernemen we ook graag een terugkoppeling op de onderstaande reacties van Dr. .

Met vriendelijke groet,

https://nederlandterugnaarnormaal.nl

Uitleg RIVM en reacties Dr. {moleculair geneticus)
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(RIVM): “Het landschap van PCR testen voor SARS-CoV-2 heeft zich van het begin met twee in-house protocollen met
één set primers en probes met twee target genen uitgebreid naar een scala aan protocollen gebaseerd op in-house ontwikkeling en
in gebruik nemen van commerciéle PCR testen en testen gebaseerd op andere amplificatietechnieken. Die hebben allemaal hun
eigen temperatuur en aantal amplificatiecycli. Die ligt voor het overgrote aantal testen tussen de 40 en 45 en is niet in de tijd
verandert.”

Dr. .' “Deze testen moeten ergens zijn gedocumenteerd, dan wel gepubliceerd, net als de publicatie van het RKI. Het
gestandaardiseerde protocol (SOP) willen we graag inzien, zodat we de deze test kunnen reproduceren. Als er meerdere
verschillende testen naast elkaar worden gebruikt, dan dienen die allemaal een eigen SOP te hebben. Deze SOPs willen we graag
inzien. De verschillende amplificatietechnieken moeten worden gespecificeerd. Er zijn momenteel 2 amplificatietechnieken in de
literatuur beschreven, waarvan alleen de PCR techniek is gevalideerd. De alternatieve amplificatietechnieken moeten hier dus
worden aangegeven en er moet ergens een publicatie zijn, die toont, dat die werden gevalideerd. PCR data die worden verkregen na
35 cycli zijn volstrekt onbetrouwbaar. Als het aantal amplificatiecycli inderdaad voor het overgrote aantal van de testen tussen de
40 en 45 cycli ligt, dan zijn de testen allemaal gedraaid in de achtergrondruis van het systeem. Volgens de journalist van het Ad
zeggen de mensen (Rotterdam geloof ik) dat ze testen tussen 20 en 25 cycli. Dit is volstrekt oke, maar is in volkomen tegenspraak
met dit bericht van het RIVM. Dit soort microbiologische diagnostische testen (SOPs) moet opgezet en gevalideerd zijn voor
maximaal 35 cycli. Boven 40 cycli worden te veel monsters vals positief. Dat weten ook de mensen in R'dam.”

(RIVM): “Het verschil in aantal cycli maakt niet dat meer monsters positief worden of er meer foutief positieven bij
zouden komen.”

Dr. : “Dit is niet correct en wordt ook niet correcter door het vet af te drukken. NB: Elke cyclus geeft een extra
amplificatie met factor twee. Als je 5 extra cycli includeert, dan heb je 32x zoveel signaal. Dit gaat dan zeer zeker je positiviteit
beinvloeden. Daarom is het opstellen van een gestandaardiseerde SOP van essentieel belang. Je hebt een SOP nodig om de
positieven van de negatieven te onderscheiden. Die SOP moet aangeven welke hoeveelheid uitgangsmateriaal je neemt (stel een
wattip met noseswap), de T waarden en het aantal cycli wanneer deze positief mag zijn, dat wil zeggen het maximale aantal cycli.
Als dat voorheen 30 cycli waren, dan mag je dat NOOIT verhogen naar 35. Doe je dat wel, dan moet je daarvoor een goede reden
hebben en je moet erbij aangeven dat de nieuwe SOP niet meer vergelijkbaar is met de vorige SOP. Doe je dat niet dan misleid je
ernstig.”

(RIVM): "Het kan helpen om monsters die laat in het aantal cycli positief worden een nog duidelijkere
amplificatiecurve te geven."

Dr. : “Zo werkt het niet. Je mag niet eindeloos PCR cycli draaien. Je moet een SOP hebben die discrimineert tussen een
positief en een negatief resultaat. Het RIVM protocol lijkt erop gericht om een positief resultaat te krijgen. Dit is een enorme bias die
je introduceert. In de diagnostiek mag dit NOOIT. In een researchlab is dit toegestaan, maar waar het patiénten betreft niet! In de
patiéntendiagnostiek werk je met SOPs, die duidelijke moeten aangeven hoe je moet discrimineren tussen negatief en positief.
Daarom zei Kary Mullis, de uitvinder van de PCR technologie, dat je de PCR nooit voor microbiologische/virologische diagnostiek
mag gebruiken. Doe je het wel, dan moet je een extreem goede SOP hebben! Maar blijkbaar is die er niet.”

(RIVM): “Door kwaliteitscontrole weten we dat alle PCR testen en andere amplificatietesten die nu in Nederland
gebruikt worden een vergelijkbare limiet van detectie hebben.”

Dr. : “Als dat "laat in het aantal cycli" is, zoals het RIVM eerder schrijft, dan is dat tussen 40 en 45 cycli. Dit is het
amplificatiegebied gebied dat volstrekt onbetrouwbaar is. Als er labs zijn die >40 cycli draaien, dan verklaart dat een hele boel.
Boven 40 cycli vind je een enorme hoeveelheid valse positieven. Er dient dus meteen een SOP te worden opgesteld voor heel
Nederland, waarbij het max aantal cycli wordt vastgelegd. En dat moet ver onder de 40 liggen. Ik stel voor maximaal 35 cycli te
draaien. Als de test dan negatief is, dan moet de test zo worden verwerkt. Als dit niet is gebeurd, dan is de hele procedure
onbetrouwbaar en geeft een grote hoeveelheid valse positieven.”

(RIVM): “Waar eerst vanwege materiaal en reagentia tekorten van twee targets overgaan is naar één target zijn door
introductie van commerciéle kits en betere beschikbaarheid van materialen en reagentia steeds meer tests met meerdere targets
in gebruik genomen.”

Dr. : “Ja, dat er op deze manier wordt gehandeld kan ik me om economische redenen voorstellen. Er worden te veel
mensen neus-swabs afgenomen en men heeft de capaciteit en het geld niet om ze goed te analyseren. En dus wordt er een
compromis aangegaan. In plaats van drie genen, wordt er nog maar eentje getest. Daarmee reduceer je de betrouwbaar van de
test enorm. Met drie genen heb je drie signalen en als die alle drie positief zijn, dan weet je dat je een virus te pakken hebben. Met
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een signaal negatief en twee positief ben je al niet meer zeker of je een virus hebt; met slechts één van de drie positief weet je niks
meer. Als je het aantal signalen reduceert met factor 3 (van drie genen naar eén), dan introduceer je een veel grotere informatieve
onzekerheidsmarge. Immers je hebt twee positieve controles uit je experiment verwijdert. En daarom kun je niks meer met
zekerheid zeggen over het ene overgebleven signaal.”

(RIVM): “Hierdoor zijn er niet meer of minder foutief positieve resultaten.”
Dr. : “Deze aanname is helaas onjuist, zoals boven uitgelegd.”

(RIVM): “Omdat verschillende targets niet 100% vergelijkbaar in sensitiviteit zijn kan het aantal zwak positieven
toenemen, omdat bij zwak positieven niet altijd alle targets positief zijn.”

Dr. : “Omdat ze geen SOP hebben (lijkt het), hebben ze dus ook niet gedefinieerd wat zwak positief is. Wat is zwak
positief? 30 cycli? 31 cycli? 32? Dat moet beslist gedefinieerd in een SOP. En wat betekent zwak positief op signaalniveau? Alle drie
genen positief? Of twee van drie positief. Ze geven zelf al aan dat voor zwak positieven niet alle signalen (target) optreden. Voor het
positief zijn van de test moeten alle targets positief zijn. Als er één positief is, zegt dat dus nog niks. Het kunnen nog steeds vals
positieven zijn, omdat de andere twee signalen negatief zijn. Door nu ook nog eens de test op een target te reduceren haal je een
enorme groot aantal vals positieven binnen. Als ik het zo inschat, dan is er geen algemene SOP voor de RT-PCR test, die men overal
in NL zou kunnen toepassen. Alle labs in NL werken dus naar eigen goeddunken en eigen inzichten. Dat is een uiterst dubieuze en
zeer onwetenschappelijke aanpak. Als die SOPs er wel zijn, dan dienen die in heel NL hetzelfde te zijn.”

(RIVM): “Dit is normaal en het gevolg van een statistisch proces om een lage concentratie virus in een monster rond
de detectie limiet van de test op te kunnen pikken.”

Dr. .' “Dit is ook onjuist. Ten eerste is het geen virus, maar een RNA molecuul dat wordt geamplificeerd. Als men erop uit
is om één molecuul te vinden tussen miljoenen andere moleculen, dan is er een betere methode, nl. nested PCR. Die zijn
betrouwbaar. Maar het gaat er niet om maar één molecuul te vinden. Het gaat erom om de geinfecteerden van de niet-
geinfecteerden te kunnen onderscheiden. En dan heb je een SOP nodig, die daarvoor is ontworpen.”

(RIVM): “Kortom, het aantal amplificatiecycli wat in PCR testen of ander amplificatietechnieken gebruikt wordt is
optimaal voor een sensitieve test.”

Dr. .' “Optimaal moet hier gedefinieerd worden. Optimaal voor wat? Voor het aantonen van een molecuul? Of optimaal
om te kunnen discrimineren tussen een besmette en een gezonde persoon? Het draaien van 40-45 cycli is in feite lukraak
amplificeren en heeft met een diagnostische SOP niks te maken. Een specifiek signaal dat een infectie van een aspecifiek signaal kan
onderscheiden ligt onder de 35 cycli. Zeker als je het met niks gaat vergelijken (let wel het RIVM gebruikt geen kwantitatieve PCR
methode).”

(RIVM): “en het aantal amplificatiecycli is sinds de start van SARS-CoV-2 circulatie in Nederland niet verhoogd om
meer monsters positief te vinden.”

Dr. : “Als het niet is verhoogd en steeds al bij 40-45 cycli lag, dan verklaart dat heel erg veel. Dan hebben we te maken
met een over-amplificatie die geen enkele relevantie heeft m.b.t. diagnostiek van SARS-CoV2.”

(RIVM): “Daarnaast is het gebruik van meer dan één target ingegeven om minder patiénten met een erg lage
hoeveelheid virus te missen en het risico te spreiden dat ondanks zorgvuldige ontwikkeling van de testen door mutaties in het virus
genoom een test op één deel van het virus genoom opeens minder gevoelig zou kunnen worden en er patiénten gemist zouden
kunnen worden. Dit is tot nu toe niet opgetreden met de veel gebruikt E-gen PCR omdat die gebruik maakt van een zeer stabiel
deel van het erfelijk materiaal van het virus.”

Dr. : “Meer dan één target gebruiken we in het lab om zeker te zijn dat we niet te maken hebben met vals positieven.
Het heeft niks te maken met mutaties die zouden kunnen optreden. Als PCR deskundige raad ik af, in navolging van Kary Mullis (de
uitvinder van de PCR methode), om microbiéle en virologische diagnostiek met behulp van RT-PCR uit te voeren. De techniek is er
niet geschikt voor, omdat ze te gevoelig is (zeker als je 40-45 cycli neemt) en daarmee te veel vals positieven geeft. Als je de
techniek wel wilt toepassen, zoals de virologen hebben besloten, dan moet je minstens op zekerheid spelen. Daarom heeft men
initieel voor drie signalen (genen) gekozen. Als ze alle drie positief zijn, dan kun je (vrijwel) zeker zijn dat het om het virus gaat. Zijn
er maar twee positief, dan zou het virus kunnen zijn, maar dat is dan minder zeker (immers maar 2/3 zijn positief). Met maar één
positief signaal heb je waarschijnlijk geen virus en moet je de test opnieuw uitvoeren, of het resultaat als negatief beoordelen. Dat is
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allemaal zeer bewerkelijk, kost een hoop tijd en is duur. Dus gaan ze nu over op één signaal. Dit is onverantwoord. Zonder de extra
controle signalen zullen ze veel meer valse positieven gaat opleveren, omdat je de twee ander signalen hebt weggelaten. Het
verklaart de enorme stijging sinds september. Je ziet ook dat de hele procedure erop gericht is maar vooral geen “cases” te missen.
We hebben hier te maken met een volstrekt uit de hand gelopen vertrouwen in een onbetrouwbare test-methode. De test dient
erop gericht te zijn om positieven van negatieven te kunnen onderscheiden. En daarvoor dienen ze een goed werkende SOP op te
zetten. Daarin moet beschreven worden 1) Hoeveelheid uitgangsmateriaal, 2) hoeveel en concentratie van de buffers en primers
moeten gespecificeerd, 3) temperatuur en tijdsduur per cyclus, 4) het aantal cycli, 5) interpretatie curves (CT helling en hoogte).”
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