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T CACTCGGC
GTCCGTGTTGC

C A CAGTTTGCCTGTTCG GACG TGC TAGTAGAAGTTGAA
TTT TGCC CAA AGCAGAACTCGAAGG

C GTACGGTCGTAG ACGGTAATAAAGGAGTGGCCATAGTTACG C ACTAAACATAGCAGTTTACCC GTGAACTCATG GTGCATTAAAGACCTT
GC ACGTGCTGGTAAAGC ATGAAA T TGCTTGGTA
GGAACGTTCTGAAAAG A TTTGTA T TTCCCTTA A T T
CCA T A ATCAAGACTAT T C AAATGAATGCAACCAAATGTGCCTTT C A ACTCTCATG CTGAGA ATTTGACTAAAGA
AGG TGCCACT AC TTGTGG TCTTGCCGAATACCA TAAT GAA T C TGGC T TGAA CGTA G T TGCCTATTGGGTT ACGTGC TAG CGCTAACA T ACC AT AGGTG GAAAGTCAACATCAATA T TG TTGG TGACTTTAA GAAGA TCG CCA TGGATTATAAAGCATTC A AAC A AAT T GTTGAA T T GT G TAATT AAAGTT CAAA AG CC TTATGCA
TTTGC A T CAGAGGCT G C GT GTT CGA ATT T TCC CG TA AA T ACTA ATGG
AATT TCACAGTATT C GAGACT CATTGA G C TATGA GTT CA GTGTT GTT T T A
CTTCGCAGTGGCT A ACATCTTT GGCACTGTTT A T GAAAAA C C GTTTCTTAGA A
TGGGAAATTGTTAA T T T A T CTCAACCTGTGC TTGTGAAAT C GG T C AGACATTCTTTAAGC TTGT

A AA TT TGG T TG GCTGACT ATCATTATTG GAGC T CTCAAAGGGA CA AA
TGT T AAA AGAGA AACTGGC CT ACTCAT GCCTC A AAA GC T C AC AAGTGTTA AC AG A

T T T C T G A TGGTGAT TTACAACCAT T AGAAC A A C TACTAGTG CC TA CGGGCT ATG CTCG
A T C A A AAAAGTACTG T GCCCTTGCACCT A A T A TGAT GGT A A C C T C AG TTAC TTG TGAC

C TGT GA GTTA C A AGAG GTGA A T A TCA C T T TT G A A G T T GA T CCTAT C G G
ACAGAA G T A CGCC TG T TG GGCAGA T GCTG T CAT A A A A A C AC C G T A T C T G A T GATTT G AT AG
GGC T ACAT A ACTT T TGATGAGTCT GGTG A T TTAAAT TGGC T T CAC A T G T T C T TT C T A C C A AGAAGG T G A TG
A A G A GTT T A GC C ATCAACTCAATATGAGTATGGTACT GAAGATGA TTACC A A A C T T T GGAA T T T CTT CAACCTGAA A AGAG
GAA G AAGAT T GGT TAGATGA T GAT A GTCA A CAAAC TG GGT C AACAAGA C G T GAG G A C A A T C A C AT T TG GAGGTT C A CCT A
A G A G A T GG T TAC CCA T T G T T C AGA C T ATT G A A G G A A T AGT T T TAG T T T AA A C T T A C C A ATGT ATA AAT C GACA G GG G G
C T A AA A AGG T A A C AACA G TGGT GT T A A TGC A GCC AATGT T T ACC T A G G G T G T T G C GGAGCC T TAA A T A TACTAA C ATGCC TG A T
G A TC T G A TG TAGCTACTAAT G G ACCAC T AAAG T GGGTGG T T T T T A A G CGGAC A C T CT TGCTAAACACT CTTCAT G TTGTCGG CCAA G T
T A A CAAAG A T TCAACT TCTTAAG AGT CTTAT GAAAAT T T G CA C G A A G T TC T AC T T CACCAT TAT TATCA GCTG TAT T TTT GGTG C A CT

ACAT C T T T TGTGTAGA T ACTGT T C G C ACAAA T G T C T AC T C TGA TAAA T CTC TATGAC A A ACTTGTTTCAAGCT T T GGAAA AG
A A A A G AG A A AAAA TCGC TGA GATTCC T A AAGA GAAGT TA C GA TAAAC C T T CAG TTGAACAGAGAAAACA G ATGA T A A GA A AAT

CA A G G T TGAAGAAG T ACAACAACTC TGGAAGAAAC TAAGT TCCT T T T TATA T T GAC A T T AATG ATCTT CAGAT T C T G CACT A C ATT G ACA T CACTTTCT T A AAG A A AGATGCT C CATATA A T G T C A AGAG GG T GTTT TAACTG G TGGT TAC TA T A A A
G C AC TG T G C T AGC A A A G CTT GAGAAAAGT G C AA C A A T CTTAC C CGGG T CAG GGTTTA A TGGTTACAC TA G G C

AAA TGT A AAA G T G CCTT T TACA T T C TA C CA TCT A T C AAGAAAT T C T TGGA A CTGTTTCT TGGAATT CGAGAAA T GC
AGA C ACG CAAAT T ATGCCTGTCTG GTGGAAACT TACAGC G T AAATAT AAGGGTA AAAATACAAGAGGGTGT

A TTTTACT T T TACACC AGTAAA ACAAC TGT A TTAACG ATC T A AAT G AAACT C TGTTA CAATGCC CTTGG A
TAAATTTGGAA A AGCTGCT CGG T ATATGAGAT C GTTTCT GTT T C T TCACCTG CTGT AGCGTA TAA T GGT T

T TCTAAA A CACC TGAAG A A CATT T TAT TGAAACCA A AAGATT G GTCCTATTCTG ATC TACACAACTAGGTATA
A GGT A T A AAAGTGTATATTACACTAGT A ATCC T AAGTTA TCACCTTTGAC TAAGACACT T CTT TTT
CT T AGGTGTTTA AACAGT AGACAAC ATT AA TGTCAATGACATA GG GT TGGT AAC TATTT T A A AAT A AAACCTCATAATT ACATGAAG T AATGATGACACTCT A GGCTTT GAGTACTAC

TCTGGGTAGG T ACATG TCA CAT T AA A CAC AGTTAATGGTT TTAAATGGGCAGATAA
C A T TGT T AAC A CTCCAACAAATA A A ATG TTA TAC GCTGGTGAAGCTGCTA

CCTA T G TAATAAGACAGTA TAC TTGT TTAGATTCTTGCAAA
TGT GG A CAGCA A C A T CAA TTAAGAAAGG
ACAAGC A A A CAAC ACCTT TTG ATGTCA CT T AAGCATGG G C ACT A T TAACT T C T AACTTTGT ACT TACAAAG

A CAGT TA A CC TAA TTAC T A T TACAGAAATACAGAGC TGATCTT AA CAAC
T AACTGG T ACC T G AG GCT

AAGGA C TA A T A T T TT
A CC T AGT GA A TCAAA TCGTTTG A GT AC
T CTA TACCATACAG A A AG C G CTTGAG GT

AAA ACAC G A TAA T G G T AT GA C
T A A A T GGT TG TGTT A T C C T ATA
AC AGT T AC G G T ACT AAT T A G CCTT T A T TTAT TGCT TTGTG

T TAA C TAT AGCAAA ACTGTTAAG TGTCGGTA ATTTT G T T AGAGGC T T TAATT
G ATAAA T TA TAT TAA G TT GCCT GG TCT T TAATC ACTCA GCTTTAG GTTTTAA
GTACTGGT T CAG GAA TCTA C TAATGT CAC A T G AA CT GTA G T AT CCTT TAGTGTT

CACCT T CCTTCT AAC AAATTACCAT T TCAT TT T A ATGGGAT CT T T G G CTTAGTTGCAGAG G
AGGTT T T C TA T GTAC T T GGAT GCAATCA TGC A TTG T T TATT T ACATTT T ATTAGTAATTCTTGGC

C TTGTACAAA T G C CCGATTTCAGCT ATGT A C C C A T T T T G TA GGAAAA TTATGT GCATGTT
T AC TTG T A T G A TGTTAC ACG TAG AGAG G T G T G A T GTTAG AG G TCCTT T TAT
AG TTGCA AC T ACA A TT AT T AA ATA C CTG TGA GAAG TTGCGA GAG
GACC AATA A ATCCT ACT G AG T TTC ATCGT AGTGT GAAGAA T G TTTACT T ATAAAGCT
CA TTCTCTC C TCAT T T T G T AA C TAG ACCTGAG CTAA AA C A G G T T G AT G T T T GATGGT

GC A AATCAGC T T A TAC CAGCT ATGTG TCAACC A CTG T TA CAG T T T G A T G T TG T GA
T TGCT TAC G A T A GTT CATCAA C TTTAACG T ACC GGAAAA A CAAAACA AGAAGCTGA
C T C T T ATCTA T T T ATTT CAGCTCG AGGGTT TG A TC GA GT AGAAA TGT TTA
A A G T TAC TGG C GATAGT T GTAAT T A T T GCTC C TATAA GTTGA CAT GACA C C ACCT G G TTG A TT TGT
GCG C AGG T AG AA AGTCACAA AT ATGGA ACG A T TT GTC TT ACA ACT C AAAACAAATA TAGT
CTT ACC T T T T A T GA CATG TGCAACT TAGAC T T AAAGA CTT AAGG GGT AAAATTGT AA AAT
TTAAA T TACA T GTTCCTTTTTGT GCTGCT A T T T T A TCA GTC TGT C TAAA TGAC TTTCAAGTGA
CTAT GAT G T G TCA C TCG GAC AG ATCT A A T CT T TAA TGC ATT T TG GGTTTAGCCAGCGTG
GAC GC T TG CCAT T TTG TCATAACAAG AGTG TCG T GCCTGGC G A TATTACGC CAACTAA T

TCTTA C T A G GT T T T GTGCAG AACATCT G T CACC A A A G C GACTT T G CAACATCAGCTTGTGTT T T
AATTTTTAAAG A TGCT TCTGG T AAGC A C CATATTG T AATGT A GGT CT TAT AA A GTTTACGCC C TGACA

T C ATGG G CTCTATT ATTC CCTAA CCTAC G G TAG AGT A C T G T T GTA C T GTAGGCAGAAGC G T T T T GTAT GGTA G GGT TTA T T A T TACA TC T T ACC G TGTG GTAGATGC
TATG ACCA AT T GGT GGA CA ATCAG ATA GTA T GTGGTAT TAGCT A T CGTAGTAA CATGCC
GGT AGC TG TCAT TT GCCT T T T T ACTATT TA G TC ATT ACTGT ACTCT TTTAACACCTT TGACATTTTAT C TTAC A A T TTC TA CACAT CAG ATGGTTATGT TCA

ATC TCCAC A A G ATTTCTATTG T T T T ACC A G A G TAG TCTTTAAT GGT
GCAC AA AA A A T GT TC T T T T A T A C TTACGCA ATATAA T AGAT TTAG
AGTG TACAACTAGC CAG G T G T G T G T TCTC T C TCAATG ACT TCAG T AACTCAGGTT
ACC CAGCTG TT C A G T TAG G G A T CC TCTGG AAA TTGAGGGTTGTA T GGTACAA

GATG AGTTT A CTG CAAGA A T TC T G C C T AAG C GCT A C CCT AATTAT GAAGA
G C ATGTTCAAC CAG G TA T G ACA TT ATG CAAAATT T TA TTAAGCTTA GGTTGATA

GGA CAG C T T TCAGTG T CT TGT TGG TCACC TC GTGTT TAC ATGTGC
GGTAG GGTTT TA TAGATTAT G A C TGTGTCTCTT TTGTTACA GCA TAT G
TGGACCTTTT GTTG AC G CA AC AGC C AAG CAGCTGGT GGACACAACTA CAG

G G T GGTTTCTCAAT C G A TTAC AACTC TTA A TT ACCT T G TGGCTA GA
TCTGCT AA CTGG AAT A G ATAT T TG C TCAT A AAAGAATTACTG
ATTTA CACC TTT GATG G T A A G C T C GGTGTT A C TT AAAGT GCAG
CACTTTT GTTTTAGT C CAG G AC CAAT G T C T T G T C TTTTTTTTGTATGA
ATGTTT CAAACAT AAGCA GCA C CT TT T T T T G T TACCTTCTCTTG

ATGAC GTTGGATA T GGT T ATA CTAGT TTG T C T GGTTTTA AGC AAAAGACT
G TATG G G T G CTA GAGAG T G GACACTT A T AA GTC TTG CA C TCGTTT

T CTTCTAACTAC TCAGGT GT GTTAC AACTGTCATGTTT T TGGC CAGAG
CCC GTGTATA ATGCTAGT T T T TGTT T CT T AGGCTATT TT T CTTGTTAC

TACT GA C TTAGTTTCTACACAGG AGTTTAGATATA TGAAT TCACA CTACTCCC
ACTC AAT AAACC TTG TATCAAAGTAGCCACTGT ACAGTCT AAAT TGTAAAG
TGCA AGA AATT G TGG TCAA TGTGTCCAGT T A C A CAATG CATT CTA AAGA

TG CAC CTG GGTGCTG AC ATAAACAAGCTTTGTGAA AAATGCT AGGGC
GTTT TCC TCA C TGCTCAAG GCTTA TGAGCAGGCTGTTGCT AATGGTGA G T T
TGAA GC TGA TTG CATGCAA GTTG A A AGATGG C T GATCAAGCTAT

AGAG AA TTACTA TGCT G TTCAC TGGA T G ACTCAAC
CCT ACA ATACC TTAC GCA T G T A TAA AAAAT AC
TTG GGAAA TCCAAC GTT ATGCA AA TTA AATT AC

A G AGGGCCAATTCTGCTG TCA CAGAA CGA CAGA GTGCTGCC
GACA GCGTTAGCTT A CTAC ACACA AGGGA CCGATT TA T TGAAA
TGGTA CTATCTA TACAG AACT G AACC TTGT CC AAAGT
GAGGTAT G GTA C TGGT AGTT TAGCTGC ACAG AGTGCCTGCTGCT A GCT ACA AGAT TATCTAGCTAG G A TGT TGGAAGCC A T GATCAAGAA TCCTTTGGT AC T G C T T T G
ATGTACAAAT CC TACAACTTGTGCTA A TGA C T C T T AAAAAC A T A T G
CTC CGAAC TGCT T CA T CAGCTGATG G TTT ACGGGT T TGCG ACAGGTA CAGGG TTGA TCTACAAT G A TAAAG CTGGT GCTAA A T T CCTAA A A A GA
T T C T ACTTTG GTT A AG GACACA C TTTCTCT AACTACCA A TGAA G A A A CAATTT T G GC T G T
T T G A T AGAC T G GTACC A C A TATATCACGTCA CTT A C T A AT ACACAA TGC A AGG T T
ACAT T A AGAA TACT TGT CACA T ACAATTG T TGTG T TAT T T C AT A AAAAG TAGA CC T ACTTAGG ACGT GTACG C C G C T T TGTTAAAA TTCTGTGA T G C C A TGC GGTG A T TA A TA
G TAACT GT ATGA TTCG TGAT T T CATACAAAC A TAGTGG A GT T C C TGTT T GT T TGC C T A TAT T AA T GAC
TT AACT CA GAGTCACAT GTTGA C ACTGACTTAACAAAGCCTT CATTAA G T GGGATTT AGAGA G G T T A A AACT C G A CC
TA TA GA CAGACATACC A CCAAATTGTGTTAACTGT TGGATGA CAGATGCA TG T T T T T T C TCT A G TGT T CCA C A AGTGAG A AAATA TTTGTTGATGG T G CATTTGTAGTTTCA A G T A G T GTAC A T A ATC G G
TT TAGC T TA GACTTAGT T TAAGGAATT ACT CTGACCCTGCTA T T C T A T T C A TAAA CGCACAGTAGCTGCACT ACTAACA A T G TTGCTTTTCAAA GGTAATTTTAA C C T GTGT TA A GGT T TC T T TCTGTTGAATTA A CACTTCT T CTTTGCTCAGGAT TCAGCGA C TACCAACA A T G T G T G A TAT
TTTGTAG TTGAAG TTGATAAGTACTTTGATTG A T C C T GAC A A A T C AGCTG G T T T
T T GG G T A G GCT AGACTTTAT T ATGATTCAA T A T G T C T C C T A C T ATAAC T C
T TA GT A T GCC A TTAGTGCAAAGAATAGAGCTCGCAC T T T C A T C A AA A A T T AT G AAAGCCA AGAGGAGCTAC T GTAGTAATTGGAACAAGCA A TG A G T A G A AAACCCT C CGGATTATCCTAA ATGTG A TAGAGCCATGCCTAACATG A T A CAACGTG T T G T AGCTTGTCGATTAGCTAA TGA GTGT GCTCAAGTATTGAGTGAAAT C GGAAC ATCA G GAGATGCCAC A
AATAGTGTTTT T AA C ATTTGTCAAGCTGTCACGGCCAAT GTT TGC A AGT ATGT CCGC TTA C A
TTATGAGTGTCTCTATAGAAATAGAGATGTTGA CACAGACTT A T T CAAT GATGATACT GACGTGTGTTTCA A T AGCAC TATGCATCTCAAGGT TGGCT A A AT T T T T A T G T GCAACTGAGACTG CCTTACTAAAGGACCTCATGA TCT GTA T T TAC T CCCCTAGGGGCCGGCTGTTTTGTAGATGATATCG T A C
A CAGGAGTATGCTGATGT C TTTCATTTGTAC GT

CACTTCAAGGTATTGGGAACCTGAGTT T TATG C TT T
TGGTGCTTGCATACGTAGACCATTCT TGTT GT C T
AGGTTGTGATGTCACAGATGTGACT CTTTA GTT T

TTTG GTTTATATAAAAATACATGTGT AGCGATAC GACTCAAGCT TTGCAG ACG
TTAC TCATGGGAA GGTA A C CCTT AAG ACTAT TGAT

Science and everyday life cannot 

and should not be separated 

Rosalind Franklin, in a letter to her father
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Metagenomische sequentie analyse binnen de klinische virologie: 
Ontwikkelingen in pathogeendetectie en toekomstperspectieven

Om virussen te detecteren zoekt men in de hedendaagse diagnostiek gericht 
naar een of meerdere specifieke virussen. Zodra vooraf bekend is welk virus men 
verwacht te vinden bij een patiënt, is het mogelijk om een gerichte polymerase chain 

reaction (PCR) in te zetten. Een andere benadering is om het metagenoom in kaart 
te brengen, dan is het mogelijk om alle virussen in één keer tegelijk te analyseren. 
Hierbij wordt al het genetisch materiaal rechtstreeks uit een patiëntenmonster 
opgewerkt en geanalyseerd op de aanwezigheid van virale micro-organismen. 
Met deze methode kan ook andere genetische informatie opgespoord worden, 
zoals aanwezige bacteriën of andere organismen, maar ook bepaalde genetische 
eigenschappen van de gastheer zelf. Deze mogelijkheid heeft daarom belangrijke 
toekomstperspectieven. De focus van dit proefschrift ligt op de metagenomische 
sequentie analyse, die het mogelijk maakt om alle voor de mens pathogene virussen 
rechtstreeks uit patiëntmateriaal met eenzelfde test te detecteren. 

De WHO rapporteert cijfers over de wereldwijd voorkomende doodsoorzaken, en 
waar vaak wordt aangenomen dat dit hart- en vaatziekten zijn, blijkt als de cijfers 
van alle verschillende infectieziektes bij elkaar worden opgeteld inclusief lagere 
luchtweginfecties, dat infectieziekten op nummer een te staan. Sinds de SARS-CoV-2 
pandemie is meer dan ooit duidelijk geworden dat infectieziekten ook in onze 
westerse wereld tot ontwrichting van de samenleving zorgen. In de hedendaagse 
maatschappij leven wij dicht op elkaar en dicht op andere dierlijke organismen. De 
overdracht van virusinfecties tussen mensen en dieren vormt een constant en reëel 
risico. Virussen kunnen evolueren en soms ook overgedragen worden op andere 
organismen dan de oorspronkelijke gastheer. Dat maakt de ontwikkeling van een test 
waarmee in één keer naar alle virussen tegelijk kan worden gekeken rechtstreeks 
in patiëntmateriaal zo belangrijk. Met de bestaande diagnostische testen kunnen 
patiënten die besmet raakten met hetzij een nieuw, hetzij een dierlijk, hetzij met een 
niet verwacht virus niet of slechts moeilijk gediagnostiseerd worden. 

Bij een metagenomische analyse wordt al het erfelijke materiaal, dus zowel het 
DNA-als het RNA-materiaal, rechtstreeks uit een patiëntenmonster geïsoleerd. 
Dit wordt vervolgens opgewerkt met een library preparation om zo het genetische 
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materiaal geschikt te maken voor sequentie analyse. Dit gebeurt door het 
metagenoom te fragmenteren en door RNA om te zetten in copy DNA (cDNA). 
DNA-fragmenten worden verder behandeld door adapter linking, barcodering en 
amplificatie van het DNA-materiaal. Eventueel kan er voor het daadwerkelijke 
sequencen nog een verrijking plaatsvinden met gerichte probe sequenties, waardoor 
alle virussen worden geselecteerd door probe extractie. Vervolgens worden, met 
of zonder virale verrijking, de DNA-fragmenten op een sequencer geladen. Na 
amplificatie leest deze de nucleotiden af van de verschillende fragmenten die 
aanwezig waren in de patiëntenmonsters. Om deze, soms miljoenen, reads verder 
te verwerken ten einde een virus te detecteren, is speciale bioinformatische 
classificatiesoftware nodig. 

Bij aanvang van dit promotietraject waren er nauwelijks systematic reviews 
en meta-analyses bekend die onderzoek hebben gedaan naar de hoeveelheid 
additionele diagnoses die zouden plaatsvinden bij gebruik van de metagenomische 
sequence test. Er waren tevens vrijwel geen onafhankelijke vergelijkingen van 
bioinformatische tools. En er waren weinig publicaties voor het verbeteren van 
een diagnostisch toepasbaar protocol. In deze thesis is er verder gegaan met deze 
openstaande vraagstellingen.

Encefalitis is een voorbeeld van een ziektebeeld waarbij een PCR-test niet in alle 
gevallen uitsluitsel geeft. Hoofdstuk 2 geeft een overzicht van verschillende 
wetenschappelijke artikelen over onderzoek naar encefalitis met metagenomische 
sequentie analyse. De focus lag op het aantal additionele virussen die werden 
gevonden in vergelijking met de initiële traditionele diagnostische testen die waren 
uitgevoerd. Met een meta-analyse is er aangetoond dat er in de verschillende 
onderzoeken 10,9 procent extra virale diagnoses konden worden gesteld indien 
men naar alle virussen tegelijk zou kijken i.p.v. gericht naar enkele vooraf verdachte 
virussen. Omdat de sensitiviteit van deze test lager was dan een reguliere 
diagnostische test, is er in hoofdstuk 3 verder gekeken naar hoe de techniek 
verbeterd kon worden wat betreft sensitiviteit en specificiteit door het vergelijken 
van patiëntenmonsters waarbij zowel metagenomische sequentie analyse werd 
gebruikt alsook de reguliere diagnostische tests. Daarnaast is er een vergelijking 
gemaakt tussen shotgun metagenomische sequencing, en metagenomische sequentie 
analyse met een probe set waarbij alle bekende virussen waarmee gewervelden 
organismen geïnfecteerd kunnen worden, aanwezig zijn. De sensitiviteit met het 
gebruik van probes was 100 procent t.o.v. de initiële PCR-test, en de hoeveelheid 
sequence reads nam 100 tot 10.000x toe, waardoor ook de genoomsequenties van 
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de virussen beter konden worden bekeken. De verbeterde dekking van het genoom 
zorgde ook voor nauwkeuriger diagnostiek met betrekking tot de specificiteit van 
de virale metagenomische test. Na de technische vergelijkingen is er in hoofdstuk 3 
een aantal patiëntenmonsters nader bekeken van hematologische patiënten met 
een verdenking op encefalitis waar geen causaal virus of bacterie uit de initiële 
diagnostische testen naar voren kwam. Daar kwamen in 12,2 procent van de gevallen 
niet eerder bij de patiënt aangetoonde virussen uit naar voren, zoals: BK polyomavirus, 
hepatitis E-virus, humaan herpes virus-6 en Epstein-Barr-virus. De populatie 
patiënten met een onverklaarde encefalitis zou een goede patiëntenpopulatie zijn 
om de metagenomische sequentie analyse test in te zetten. 

Reizigers uit het buitenland die terugkomen met onverklaarbare koorts behoren 
eveneens tot een doelgroep die bij het stellen van een diagnose mogelijk baat 
hebben bij de inzet van virale metagenomische sequentie analyse. In hoofdstuk 4 
is het onderzoek bij deze groep patiënten beschreven. Bij verschillende patiënten 
werden virussen gevonden waar eerder niet op was getest of waar de initiële 
antigeentest negatief was. Pathogene virussen die in 5 procent additioneel werden 
gevonden waren: denguevirus en hepatitis C virus. Tevens werden met deze brede 
benadering alle initieel gevonden virussen teruggevonden en enkele additionele 
niet-pathogene virussen. Verder maakt de test het mogelijk om de verschillende 
virussen verder te typeren, bijvoorbeeld als subspecies.

In deze eerdere hoofdstukken is gekeken naar de diagnostische waarde, de 
verbetering van het laboratoriumprotocol en de toepasbaarheid bij enkele verschil
lende ziektebeelden van de metagenomische test. In hoofdstuk 5 is er gekeken 
naar wat de meest betrouwbare bioinformatische software is voor het accuraat 
detecteren van virussen bij metagenomische sequentie analyse. Hiervoor is er 
luchtwegmateriaal van 88 patiënten met een chronische longaandoening getest 
op verschillende luchtweginfectievirussen met in totaal 1120 PCR-testen. Hetzelfde 
luchtwegmateriaal van deze patiënten is ook bestudeerd met metagenomische 
sequentie analyse, om vervolgens met vijf verschillende softwareprogramma’s 
de sensitiviteit en specificiteit van de metagenomische software te bepalen. De 
bioinformatische programma’s hadden een sensitiviteit van 83 tot 100 procent. 

Als extra onderzoek is er in hoofdstuk 5 gekeken of het aantal sequence reads 
correleert met de ct-waarde van de PCR-test, een mate van kwantiteit. Hierbij 
kwam naar voren dat de meest accurate tool de reads op basis van aminozuren 
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classificeert, al waren er grote verschillen tussen bepaalde soorten virussen. Vooral 
bij divergente  virussen zoals rhinovirussen, bleek de kwantiteit in een patiënten
monster het minst goed lineair te modelleren. 

Hoofdstuk 6 rapporteert over een verdieping waarbij de metagenomische analyse 
wordt toegepast voor het kwantificeren van virussen op basis van een test die gebruikt 
maakt van kalibratiemonsters. Dit is gedaan in een cohort van transplantatiepatiënten, 
de virusloads in het plasma van invloed waren op de behandeling, waarbij alle 
patiëntenmonsters succesvol werden gekwantificeerd met metagenomische analyse. 

Om na te gaan hoe metagenomische sequentie analyse functioneert bij de detectie 
van nieuwe of geëvolueerde virussen in patiëntenmonsters, is er in hoofdstuk 7 
onderzocht of SAR -CoV, MERS-CoV en SARS-CoV-2 rechtstreeks in patiënten 
materiaal gedetecteerd kon worden. Al deze corona virussen konden worden 
gedetecteerd door het gebruik van capture probes. SARS-CoV-2 monsters gaven 
een zeer hoge genoom dekking met gebruik van probes die waren ontworpen 
jaren vóór de ontdekking van het virus. Monsters met de desbetreffende virussen 
werden geanalyseerd met gebruikmaking van software waarvan de database 
uitsluitend virussen bevatte van alvorens de initiële ontdekking. Met de reguliere 
software bleken er steeds enkele sequence reads in te delen in de juiste virus 
familie. Middels de novo assembly werd een nieuw (deel) virusgenoom gebouwd op 
basis van de sequenties in  het patiëntenmonster. Dat nieuwe (deel) virusgenoom 
werd vergeleken met de op dat moment al bekende virusgenomen, waardoor het 
homologie percentage berekend kon worden. Zolang een nieuw virus een zekere 
mate van homologie vertoont met een al bekend virus, zal het met metagenomische 
sequencing gedetecteerd kunnen worden.

Niet lang na het uitbreken van de SARS-CoV-2 pandemie zijn de specificaties van 
verschillende sequence technieken voor het SARS-CoV-2 genoom onderzocht. 
De resultaten van dat onderzoek staan beschreven in hoofdstuk 8. Een panel van 
26 respiratoire patiëntenmonsters werden met vijf verschillende technieken en 
sequencing platformen behandeld. Zo is het metagenomische sequentie analyse 
protocol vergeleken met vier amplicon sequence technieken van drie verschillende 
fabrikanten. Metagenomische sequentie analyse was bij een hoge ct-waarde minder 
gevoelig in vergelijking met de amplicon methodes, maar de amplicon methodes 
leidden soms tot aspecifieke sequence reads en leverden om deze reden minder 
informatie over het SARS-CoV-2 genoom op. Wel is metagenomische sequentie 
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analyse in vergelijking met amplicon methodes geschikter om onontdekte virussen 
te detecteren, aangezien er geen nieuw protocol voor hoeft te worden opgezet. Dit is 
daardoor van nut in de vroege fase van een eventuele pandemie.

Metagenomische sequentie analyse kent voordelen: met één test kan tegelijkertijd 
gekeken worden naar alle bekende virussen, maar eveneens naar onverwachte, 
en nog niet ontdekte virussen. De test kan in de toekomst eventueel nog verder 
verbeterd worden, zo zal een verbeterde sensitiviteit van shotgun metagenomische 
sequencing een nog betere dekking geven, en indien een real-time sequentie analyse 
test wordt gebruikt zal dit de doorlooptijd aanzienlijk bekorten. Metagenomische 
sequentie analyse zou in ieder geval uitstekend als tweede test ingezet kunnen 
worden in het geval bij een patiënt wel een sterke verdenking bestaat op een virus
infectie, maar de initiële testen negatief blijken. 

In de toekomst kan de test mogelijkerwijs worden gecombineerd worden met virus 
transcriptie factor analyse om zo te bepalen of een virus actief is of slechts latent 
aanwezig. Samenwerking met verschillende aanverwante medische disciplines 
biedt eveneens waardevolle perspectieven. Zo zou het wellicht mogelijk zijn om 
aan de hand van metagenomische sequentie analyse genetische aandoeningen in 
het immuunsysteem te detecteren of om simultaan te screenen op pathologische 
markers of farmacogenetische informatie. 

Metagenomische sequentie analyse heeft duidelijk potentie binnen en buiten de 
microbiologie, waarbij de ontwikkeling en potentieel multidisciplinaire toepassing 
nog in de kinderschoenen staat.

 




